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. RESUMEN

Las amibas tecadas son protozoos de vida libre que se caracterizan por presentar una
cubierta o “teca”, son organismos de importancia desde el punto de vista de la ecologia y
paleoecologia, debido a su capacidad de adaptarse a cambios ambientales, confiriéndoles
preferencias ecoldgicas especificas, llegando a ser importantes bioindicadores de sedimentos
contaminados en rios y lagos en todo el mundo. Actualmente el conocimiento que se tiene de
estos organismos en cuerpos de agua como los cenotes es escaso, por lo cual el objetivo de este
trabajo es contribuir al conocimiento de las amibas tecadas que habitan en diferentes biotopos de
cenotes del estado de Yucatan. Los sitios de muestreo fueron: el sistema de cenotes T-Zabnah, los
cenotes X-Batun y D-Zombakal, donde se recolectaron muestras de diferentes biotopos (agua,
biopelicula, sedimento y guano), en el caso del cenote D-Zombakal, solo se recolectaron
muestras de agua, debido a la ausencia de los demas biotopos. Se registraron in situ factores
fisicoquimicos del agua (pH, temperatura y conductividad). De las muestras recolectadas, una
porcion se fijo en etanol al 70 % y otra se ocupO para la realizacion de cultivos en medios
liquidos con solucion de Prescott-James, extracto de suelo e infusion de granos, a los medios
liquidos se les adiciono una gota de Enterobacter aerogenes inactivada por calor. Los cultivos y
muestras fijadas fueron revisados bajo microscopia de luz en contraste de fases, en el caso de las
muestras fijadas todas las tecas encontradas se contaron y extrajeron con pinceles de cerdas muy
finas, se midieron, fotografiaron e identificaron con bibliografia especializada, una vez hecho
esto, los ejemplares mejor conservados fueron sometidos a microscopia electrénica de barrido,
con el fin de corroborar la identificacion realizada.

Se identificaron 17 taxones de amibas tecadas, dando 11 nuevos registros de amibas tecadas para
estos cuerpos de agua. De los tres sitios de muestreo solo se observé la presencia de amibas
tecadas en las muestras del cenote X-Batun y sistemas de cenotes T-Zabnah. De los cuales la
mayor riqueza y abundancia de amibas tecadas fue en el cenote X-Batun (17 taxas), mientras que
la menor se registr6 en el sistema de cenotes T-Zabnah (diez taxas). Los biotopos que
presentaron la mayor riqueza de especies de amibas tecadas fueron; el sedimento (diez taxas) en
el sistema de cenotes T-Zabnah y las biopeliculas (17 taxas) en el cenote X-Batln, confirmando
que las biopeliculas son un importante microhabitat de supervivencia para estos protozoos. En
cuanto a los valores fisicoquimicos del agua para los tres sistemas, se encontraron dentro de los

adecuados para la proliferacion de amibas tecadas. En el analisis de componentes principales, no
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\
se logrd observar la relacion de algin parametro fisicoquimico del agua con la abundancia de
amibas tecadas. Los géneros Centropyxis, Euglypha y Tracheuglypha fueron los que se
presentaron con mayor frecuencia, de los cuales la presencia de especies del genero Centropyxis
nos puede estar indicando que los cuerpos de agua muestreados en este trabajo pueden estar
siendo sometidos a una fuente de estrés ambiental , sin embargo; hacen falta mas estudios sobre
la ecologia de las amibas tecadas en estos cuerpos de agua, asi como medir otros factores
fisicoquimicos en agua y sedimentos, lo cual podria explicar porque en sitios donde las

condiciones son idoneas para su reproduccion, estas no lograron observarse.

10
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I1. INTRODUCCION

1. Amibas tecadas
1.1 Caracteristicas generales de las amibas tecadas

Las amibas tecadas (AT) son un grupo de protozoos de vida libre, que se caracterizan por
poseer una estructura extracelular llamada “teca” o “testa”, que encierra al citoplasma y les sirve
como proteccion, esta estructura posee una apertura conocida también como pseudostoma, por la
cual se proyectan los pseudopodos que sirven para la alimentacion y locomocion de estos

organismos (Fig. 1) (Charman, 2001; Gallegos-Neyra et al., 2014).

Figura 1. Foto donde se muestran los componentes morfoldgicos de

una amiba tecada; “pseuddpodo (Ps); citoplasma (Ct); teca (Tc).

Fotografia tomada por la autora, Garcia, 2018.
La teca varia en cuanto a composicion forma y tamafio, siendo esta el principal criterio para su
identificacion taxondmica (Bonnet, 1975), dependiendo de la especie la teca llega a medir de 20-
400um (Charman et al., 2000). En cuanto a su composicion, existen tecas “autogénicas” COmo es
el caso de especies del género Arcella o Euglypha, que son secretadas por el propio organismo
siendo de origen proteico, siliceo o calcareo. Las tecas “xenogénicas”, se forman de particulas
capturadas del ambiente “xenosomas”, por ejemplo las del genero Difflugia, que presentan una
aglutinacion de particulas derivadas del entorno ya sean pequefios granos de silice, sedimento o
frustulas de diatomeas; unidas mediante un cemento secretado por el mismo organismo (Fig. 2)
(Ogden y Hedley, 1980; Medioli et al., 1988; Charman et al., 2000).

11
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Figura 2. Fotos de amibas tecadas, donde se observan los diferentes tipos de teca: Teca
xendgena, con minerales, caracteristicas del género Difflugia (a); teca autogénica de origen
proteinica, caracteristica del género Arcella (b). Fotografias tomadas por la autora. Garcia,
2018.

1.1.1 Biologia de las amibas tecadas

Estos organismos se alimentan de bacterias, hifas de hongos, esporas y levaduras, algas y
otros protistas (Medioli y Scott, 1988; Krashevska et al., 2008). Su reproduccion es asexual
principalmente por fisién binaria, pero se ha documentado la reproduccion sexual en raras
ocasiones (Schénborn y Peschke, 1990; Mignot y Raikov, 1992; Charman, 2001). Las tasas de
reproduccion son rapidas, de diez a 27 generaciones por afio, en condiciones de laboratorio se

registran tasas mas altas en un tiempo de dos a tres dias (Charman, 2001).

1.1.2 Taxonomia de las amibas tecadas

De acuerdo a la clasificacion de Adl y cols (2012), las amibas tecadas se ubican en dos

super grupos Amoebozoa y SAR (Stramenopiles + Alveolata + Rhizaria). Dentro del supergrupo

Amoebozoa las encontramos en el grupo Arcellinida y en el super grupo SAR, en el grupo
Euglyphida, esto basado en filogenias realizadas con rRNA, incorporando la taxonomia

tradicional basada en la morfologia de los organismos (Fig. 3).



https://es.wikipedia.org/wiki/Stramenopiles
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Figura 3. Arbol filogenético de los Eukarya, donde se muestran los tres linajes de
amibas tecadas (negritas) incluidas en los clados Amoebozoa y SAR (Tomado de
Kosakyan et al., 2016).

Opisthokonta

1.1.3 Importancia de las amibas tecadas

En los dltimos afios las amebas tecadas han demostrado ser indicadores utiles de
eutrofizacion, contaminacion y acidificacion de las aguas y sedimentos de lagos, esto derivado de
impactos antropogeénicos (Patterson; 1985; Medioli y Scott 1988; Qin et al., 2007; Escobar et al,
2008; Nassert et al., 2016), también han sido empleadas como monitores de la variabilidad
ambiental (Lamentowicz et al., 2011), del pH y de la profundidad de las turberas (Charman et al.,
2000; Swindles et al., 2009), indicadores de metales pesados en suelos de turbas (Asada y

Warner, 2008) cambios en el uso de suelo (Patterson et al., 2002), gradientes de salinidad en
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cuerpos de agua (van Hengstum et al., 2008), investigaciones forenses (Swindles y Ruffell, 009)
y su actual uso como indicadores paleoambientales (Payne et al., 2008; Muller et al., 2009).
Ademas de su importancia ecologica al formar parte de la cadena tréfica del suelo, ya que las
amibas tecadas tienen un papel importante en la biomineralizacion del silice y el nitrégeno en los
suelos, ademés de regular a las poblaciones microbianas (Aoki et al., 2007; Tsyganov et al.,
2017).

1.1.4 Ecologia de las amibas tecadas

Las amibas tecadas se distribuyen generalmente en una gran variedad de ambientes
terrestres y acuaticos; desde depoésitos de humedales, manantiales, embalses, cascadas, rios,
cenotes, musgos, depositos de turbas y son frecuentes en los suelos con un alto contenido
organico (Medioli y Scott, 1988; Charman, 2001; Mdller et al., 2008; van Hengstum et al., 2008;
Sigala et al., 2016).La riqueza, distribucion e incluso variacion morfologica de algunas especies
ha sido atribuida a las condiciones ambientales, tales como el contenido de humedad, ya que se
ha observado que en ambientes con agua abundante y permanente se llegan a observar tecas
grandes, mientras que en ambientes con baja disponibilidad de agua o0 secos, se encuentran tecas
pequefias (Alves et al., 2011), otros factores que influyen en su distribucion pueden ser el pH,

temperatura, oxigeno, luz, alimento y composicion del suelo (Jauhiainen, 2002).

En la republica mexicana, hasta hace algunos afios solo se conocia la distribucion de estos
organismos en habitats terrestres (Golemansky, 1967; Bonnet, 1997; Bobrov y Krasilnikov,
2011), en la actualidad la investigacion en ecosistemas lacustres ha ido incrementando (van
Henstum et al., 2008; van Henstum et al., 2009; Sigala et al., 2016), generando nuevos aportes
sobre la distribucion de estos organismos en Mexico, los avances en la tecnologia de buceo, han
permitido la documentacion de los cenotes y la fauna de las cuevas (Sanchez et al., 2002), dando
nuevos inventarios en: zooplancton, macrocrustaceos y peces; sin embargo, se sabe relativamente
poco acerca de la composicion de grupos de la microfauna como los son las amibas tecadas en

estos cuerpos de agua tan importantes como son los cenotes.

14
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2. Cenotes

El término cenote proviene del maya “#z-onot “, que significa “abismo o pozo”
(Eggerbrecht et al., 2001) y denota cualquier espacio subterraneo con agua, con la Unica
condicion de que éste abierto al exterior en algin grado, en palabras simples incluye toda
manifestacion karstica que alcance el nivel freatico (Gaona-Vizcaino et al., 1985; Beddows et al.,
2002).

En México los cenotes se ubican principalmente hacia el norte de la peninsula de Yucatan, la cual
es una plataforma calcarea que se origino en la era Cenozoica (Schmitter-Soto et al., 2002) y que
posee una geohidrologia que difiere de otras regiones de México, ya que sus suelos son de
naturaleza karstica, conformados por calizas, yesos altamente solubles y dolomitas de alta
permeabilidad, ocasionando la presencia de fallas, fracturas y cavidades de disolucion que dan
lugar a una compleja red de corrientes subterrdneas interconectadas, dichas corrientes disuelven
las calizas superficiales, dando lugar a una gran variedad de cuerpos de agua como son los
cenotes (Ruiz, 2010). No se sabe aun el niUmero exacto de cenotes presentes en la peninsula de
Yucatan, esto debido a su proceso de formacion, pero se estima que aproximadamente existen
mas de 10,000 cenotes, en muchos de estos, aln se desconoce su ubicacién geogréafica exacta
(Gerard, 2000).

2.1 Importancia de los cenotes

Actualmente el agua de los cenotes se aprovechan de diferentes maneras, por ejemplo;
sirven para la extraccion de agua para uso doméstico, son lugares con fines turisticos y en
algunos casos como lugares de depoésito de desechos (aguas de drenajes de comunidades
aledafas). Dejando de lado la aportacion sociocultural que estos sistemas ofrecen, los cenotes
albergan una biota muy diversa, el estudio de estos sistemas ha dado una gran cantidad de
inventarios floristicos y faunisticos sobre los organismos que habitan en ellos; sin embargo,
estudios recientes sobre la microfauna acuatica de los cenotes abarcan grupos variados cuyas
caracteristicas permiten vislumbrar una riqueza biologica aun desconocida y nos muestra que ain

hay mucho que estudiar sobre la microfauna de estos sistemas (Aguilar, 2003).

15
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2.2 Tipos de cenotes

Dependiendo del area de investigacion desde el que se estudien los cenotes, se encuentran
distintas formas de clasificacion para ellos. Se pueden clasificar por la cantidad de luz que incida
sobre el cuerpo de agua o por sus caracteristicas hidrobiogeoquimicas (Schmitter-Soto et al.,

2002) y también clasificarse con base en su geomorfologia (Fig.4).

Abiertos

son los que presentan mayor incidencia de luz, la
cual puede ser totalmente sobre la alberca o
superficie del cenote

Semicerrados

Luz incidida sobre el Son aquellos en donde solo una parte del
LZICICICASR e espejo de agua se encuentra expuesta a la luz
cuerpo de agua solar

7

Cerrados

Son los que se encuentran totalmente aislados
de la luz solar

s

Tipos de
cenotes
Jovenes

Cenotes jovenes o Ibticos; se conectan
libremente con el acuifero a traves de los
tineles de cuevas, teniendo un flujo de agua
horizontal y con tiempo corto de residencia del

agua
Caracteristicas S
hidrobiogeoquimicas
Viejos

Cenotes viejos 0 lénticos, presentan un
bloqueo de la conexion principal con el
acuifero, debido al colapso del techo o de las
paredes, el intercambio con el agua
subterranea es restingido y el recambio de
agua es mas lento »,

Figura 4. Tipos de cenotes (Schmitter-Soto et al., 2002).
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I11. ANTECEDENTES

Hasta hace algunos afios el estudio de las amibas tecadas se resumia aproximadamente a
3.000 publicaciones en todo el mundo (Medioli et al., 2003), en la actualidad la investigacion de
las amibas tecadas ha ido tomando relevancia debido a su gran utilidad en los estudios de
monitoreo ambiental, paleoecologia, ciencias forenses y de ecotoxicologia (Kosakyan et al.,
2016). Entre los principales estudios de amibas tecadas en cuerpos de agua en el mundo, se

encuentran:

» Mattheeussen y cols, en 2005, identificaron 74 taxones de amibas tecadas en diferentes
sustratos de 31 sitios acuaticos en Qegertarsuaqg (Oeste-Groenlandia), donde la mayoria de

los taxones pertenecian a los géneros Difflugia, Euglypha y Centropyxis.

» Escobar y cols. en 2008, identificaron 17 especies y 28 variedades de amibas tecadas, en
57 muestras de lagos superficiales de 35 lagos de Florida, encontrando una alta diversidad
de amibas tecadas en lagos mesotroficos y eutroficos, observando que el contenido de
materia organica en el sedimento, resulto ser el parametro ambiental que influyo en la
presencia/ausencia de amibas tecadas, y que la alcalinidad y pH son parametros
ficioquimicos de la columna de agua que mas influyeron en la abundancia relativa de las

especies de amibas tecadas.

» Roe y cols. en 2009, identificaron 23 especies de amibas tecadas en muestras de
sedimentos superficiales de 21 lagos y estanques en el area metropolitana de Toronto,
mostrando que especies como Centropyxis aculeata var. discoides y Centropyxis aculeata
var. aculeata son especies capaces de resistir una variedad de ambientes lacustres hostiles,
asi mismo, Cucurbitella tricuspis es abundante en lagos eutroficos y estanques,
demostrando que las amibas tecadas tienen un potencial considerable como indicadores de

la calidad del agua en los entornos de lagos urbanos y agricolas.

» Patterson y cols. en 2015, identificaron diez especies de amibas tecadas en sedimentos de
nucleos del lago Quistococha, siendo el género Centropyxis el que presento mayor
cantidad de especies, atribuyendo la baja diversidad de amibas tecadas a factores como
pH bajo en el lago y la escases de material mineraldgico adecuado en el sustrato para

construir tecas.
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Existen pocas investigaciones de amibas tecadas en México, ya que la mayoria de ellas han sido

realizadas en habitats terrestres, siendo muy escasos los trabajos realizados en cuerpos de agua,

de los cuales solo dos han sido estudios relacionados con amibas tecadas en sistemas salobres

como son los cenotes.

Entre los autores que han contribuido a enriquecer el conocimiento en México sobre las amibas

tecadas, se encuentran:

>

Golemansky en 1967, registro 33 especies de amibas tecadas, en musgos del Desierto de
los Leones (Ciudad de México) y varias localidades de Oaxaca, donde las especies mas
frecuentes fueron; Microchlamys patella, Arcella arenaria y Difflugia lucida, indicando
que las amibas tecadas estan estrechamente ligadas con los musgos en los que habitan.

Bonnet en 1997, realiz6 un trabajo sobre amibas tecadas de América Central y del Caribe,

formando una lista de amebas tecadas observadas en suelo mexicano.

Aladro y cols en 2007, registraron 11 especies de amibas tecadas, en diversos sitios de los
estanques de la Cantera Oriente, Ciudad Universitaria, siendo las especies: Arcella

gibbosa, Difflugia lobostoma y Difflugia lanceolata nuevos registros para México.

Sigala en 2008, registro la presencia de ocho géneros de amibas tecadas en cinco biotopos
de la cueva de los riscos en Querétaro, México, presentando nuevos registros en cuevas y

a nivel mundial en México.

van Hengstum y cols. en 2008, identificaron nueve especies de amibas tecadas en
sedimentos de tres cenotes del estado de Yucatan, México, reportando a Centropyxis
constricta var. aerophila como la especie mas tolerante a los gradientes de salinidad en
estos cuerpos de agua, determinando que las amibas tecadas dentro de estos cuerpos de

agua responden al igual que los foraminiferos a un gradiente de salinidad.

van Hengstum y cols. en 2010, identificaron siete especies de amibas tecadas en
sedimentos de la cueva de Aktun Ha en Yucatan, los cuales abarcaban los ultimos 4200
afios de la cueva, siendo este el primer estudio paleoambiental en el pais con amibas

tecadas.
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» Bobrov y Krasilnikov en 2011, identificaron 68 taxones de amibas tecadas en suelos de

los bosques de pino en Michoacén.

» Flores en 2012, registro siete especies de amibas tecadas en un manantial y una caida de
agua del Estado de México, registrando por primera vez en un habitat dulceacuicola, la

especie Centropyxis aculeata, y los géneros Difflugia sp. y Euglypha sp.

» Sigalay cols. en 2016, identificaron 41 taxas de amibas tecadas, en sedimentos de 29
lagos tropicales del centro de México. Registrando 12 especies y 13 variedades que no

estaban reportadas previamente en México.
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IV. JUSTIFICACION

Las amibas tecadas son de gran importancia ecologica y paleoambiental, no solo por ser
bioindicadores de lagos y turberas, sino que son reconocidas como depredadores superiores
microbianos del suelo. Actualmente los estudios relacionados con amibas tecadas se han
realizado en paises tanto del hemisferio norte y sur, sin embargo, en México son escasos los
trabajos sobre la ecologia y distribucion de amibas tecadas en cuerpos de agua tan importantes
como son los cenotes. El presente estudio pretende contribuir al conocimiento de la diversidad,
distribucion y ecologia de las amibas tecadas en cuerpos de agua tan importantes como son los
cenotes, para poder incentivar el desarrollo de méas estudios de este tipo y poder mejorar el

conocimiento y conservacion la riqueza bioldgica de estos ambientes.

V. OBJETIVOS

1. Objetivo general

» Contribuir al conocimiento de amibas tecadas de diferentes biotopos en cenotes del estado
de Yucatan.

2. Objetivos particulares

» Aislar y cultivar amibas tecadas a partir de muestras recolectadas de agua, sedimento y
biopeliculas de los cenotes X-Batln, D-Zombakal y sistema de cenotes T-Zabnah.

» ldentificar taxondmicamente y crear un registro micro-fotografico de las amibas tecadas
presentes en los biotopos muestreados.

» Determinar y comparar la riqueza especifica de amibas tecadas obtenida por biotopo y por
cenote en los diferentes sitios de muestreo.

» Explicar la distribucion de amibas tecadas con base a los factores fisicoquimicos del agua
(temperatura, conductividad y pH), registrados en los cenotes X-Batun, D-Zombakal y

sistema de cenotes T-Zabnéh.
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VI. AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se realizd en el estado de Yucatan, ubicado en la “Peninsula de
Yucatan” (Fig. 5) (19.66° y 21.61° Norte; 87.50° y 90.43° Oeste) la cual contiene uno de los
acuiferos de karst mas grandes y extensos del planeta, posee una extension aproximada de
300,000 km? abarcando territorios de México, Guatemala y Belice (Schmitter-Soto et al., 2002).
El clima es tropical himedo y con temperatura media de 25 °C, la mayor parte del estado esta
cubierta de vegetacion de tipo selva baja caducifolia, los meses mas calidos son julio y agosto,
los mas frios diciembre y enero. La temporada de secas es en los meses de noviembre a abril,
temporada de vientos de marzo a mayo y temporada de lluvias de mayo a octubre (Beddows,
2007),

Golfo de Meéxico

Océano Pacifico : by '
Figura 5. Localizacion geografica del estado de Yucatan en la Republica Mexicana
(resaltado en negro).

En este trabajo los cenotes seleccionados para este estudio fueron; cenote X-Batln, cenote D-
Zombakal y el sistema de cenotes T-Zabnah, los cuales se encuentran ubicados en el estado de
Yucatan.

La siguiente informacion fue tomada de la pagina electronica de la Secretaria de Desarrollo
Urbano y Medio Ambiente (SEDUMA) (2012) y complementada con el estudio realizado por
Esquivel (2018),
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1. Sistma de cenotes T-Zabnah
1.1 Ubicacién

El sistema de cenotes T-Zabnah se encuentra ubicado a 40 Km de la ciudad de Mérida, en
la localidad de Tecoh, con las siguientes coordenadas geograficas: Latitud 20°43°49.6” Longitud
89°28°28.5 (SEDUMA, 2012a) (Fig. 6).
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Figura 6. Estado de Yucatan, sefialando la localidad de Tecoh, donde se localiza el sistema
de cenotes T-Zabnah (b) (Google Earth, 2018).

1.2 Descripcion general

El sistema de cenotes T-Zabnah, se conforma por una gruta que se originé hace millones
de afios, por el efecto de la filtracién de agua de lluvia en la tierra, la cual ocasiono el colapso del
techo de la gruta. La gruta cuenta con 13 cenotes en su interior de tipo cerrado, para ingresar a
ellos se tiene que descender 17 metros bajo tierra. Todos los cenotes dentro de esta gruta tienen
ausencia de luz, menos el décimo ya que tienen una abertura en el techo (Fig. 7) (SEDUMA,
2012a).

Figura 7. Esquema del interior del sistema de cenotes T-Zabnah, Tecoh, donde se
muestra la Numeracion utilizada en el muestreo (SEDUMA, 2012a); Esquivel, 2018).
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1.2 Zonas de muestreo

El sistema T-Zabnah, cuenta con 13 cenotes, los cuales al momento de ser muestreados
fueron numerados de modo distinto al que le asignan los administradores del lugar, ya que dos de
ellos fueron imposibles de muestrear, debido a obstruccion fisica y profundidad, el muestreo en
este sistema se realizé con ayuda de la espeledloga de la Escuela Nacional de Antropologia e
Historia, Natalia Quintanilla y el guia Manuel Garcia (Esquivel, 2018), en total fueron 12 zonas

de muestreo como se puede observar en la figura 7.

2. Cenote X-Batun
2.1 Ubicacién

El cenote X-Batln se localiza a 49 km de la ciudad de Mérida, en la localidad de San
Antonio Mulix (Fig. 8), en las coordenadas geograficas: Latitud 20°40°39.1”, Longitud
89°46°37.4” (SEDUMA, 2012b).
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Figura 8. Ubicacion del cenote X-Batln, San Antonio Mulix (Google Earth, 2018).

2.2 Descripcion general

El cenote X-Batdm tiene una entrada con paredes verticales y es de tipo abierto, cuenta
con una entrada de luz directa y tiene gran diversidad de flora y fauna (Fig. 92), en este cenote las
raices de arboles que estan en la parte superior tocan el agua, también tiene una zona con
vegetacion y suelo “negro”, donde hay gran cantidad de plantas y despide un olor azufroso. El
color del agua es azul y mide 5 m de largo por 25 m de ancho, con una profundidad méaxima de
20 m (SEDUMA, 2012b) (Fig. 9b).
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Figura 9. Cenote X-Batln (a) y (b) (Cortesia de Esquivel, 2018).

2.3 Zonas de muestreo

Al poseer una superficie muy extensa, el cenote X-Batun se dividié envuatro zonas con el
fin de obtener una mayor area de muestreo, las zonas seleccionadas para este, se tomaron con
base en el color del sedimento, el cual era diferente en dichas zonas, la zona de muestreo numero

cinco, corresponde a una biopelicula de madera.

Figura 10. Representacion del cenote X-Batlin, puntos de recolecta indicados con
numeros (a); fotografia de la zona 5 del muestreo en el cenote X-Batin, madera con
biopelicula (b) (Fotografia de Esquivel, 2018).
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3. Cenote D-Zombakal
3.1 Ubicacién

El cenote D-Zombakal se localiza a 49 km de la ciudad de Mérida, en el municipio de
San Antonio Mulix, cercano al cenote X-Batun (Fig. 11), en las coordenadas geogréficas: Latitud
20°40°11.5”, Longitud 89°46°42.8”.

Cenote X-Batiin

Cenote D-Zombakal

Figura 11. Vista aérea, donde se muestra la ubicacién del Cenote D-Zombakal,
San Antonio Mulix, Yucatan (Google Earth, 2018).

3.2 Descripcion general

El cenote es semiabierto con caida libre, el agua es cristalina y en las partes mas profundas
adquiere un color azul, tiene una profundidad minima de 0.30 m y maxima de 30 m. En este cuerpo
de agua la luz da parcialmente a ciertas horas del dia, hay raices colgantes, pero estas no tocan el
cuerpo de agua (SEDUMA, 2012c) (Fig.12).

Figura 12. Cenote D-Zombakal (Cortesia de Esquivel, 2018).
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3.3 Zonas de muestreo

En el caso del cenote D-Zombakal, se dividio en 20 zonas de muestreo ya que al igual
que el cenote X-Batln, contaba con una superficie muy extensa, solo se observo el biotopo agua,
en zonas con sedimento menos profundo, el cual era imposible de raspar o recolectar ya que era
demasiado compacto, el biotopo biopelicula no estuvo presente en este cenote por lo cual no fue

posible recolectarlo (Fig. 13).

Figura 13. Representacion del cenote D-Zombakal, numeracion de las zonas donde se
midieron los parametros fisicoquimicos del agua (Fotografia de Esquivel, 2018).
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VII. MATERIAL Y METODOS

1. Trabajo en campo

El muestreo se realizo del 23 al 24 de enero del 2016, por la Bidloga Mariela Esquivel
Solis, en el sistema de cenotes T-Zabndh (municipio de Tecoh) y los cenotes X-Batin y D-
Zombakal (los dos ultimos ubicados en la localidad de San Antonio Mulix), en la peninsula de

Yucatan, México.

1.1 Recolecta de las muestras

En cada localidad de muestreo se recolectaron muestras de diferentes tipos de biotopos,
los cuales fueron: agua, sedimento y biopeliculas. Las muestras de sedimento y biopelicula se
recolectaron en tubos de centrifuga estériles de 50 ml y las muestras de agua se recolectaron en
frascos de 500 ml estériles, se procurd obtener muestras de todos los biotopos, sin embargo, no

fue posible hacerlo en todos los sitios de muestreo, debido a la ausencia del biotopo.

Los biotopos recolectados en el sistema de cenotes T-Zabnah y los cenotes X-Batin y D-
Zombakal, se muestran en el Cuadro 1. En el caso del sistema de cenotes T-Zabnah, debido a que
los frascos de recolecta se agotaron, las muestras 11y 12 (M1 y M2) fueron combinaciones de
agua y sedimento, la muestra 12 se tomo de una charca entre los Gltimos cenotes, siendo solo
recolectados biotopos de agua y sedimento (CHM), por ultimo las muestras 13 y 14 fueron

muestras de guano (Esquivel com.pers. 2017).

1.2 Registro “in situ” de factores fisicoquimicos del agua

Con el fin de comprobar si los parametros fisicoquimicos del agua tienen relacién con la
presencia de amibas tecadas, se realizd la medicion de los siguientes factores: temperatura (°C),
pH y conductividad (mS/cm). Los cuales fueron medidos con un tester digital HANNA modelo
HI 98129.

27

——
| —




Garcia, 2018. “Registro de amibas tecadas en cenotes del estado de Yucatdn

Cuadro 1. Biotopos y zona de muestreo del sistema de cenotes T-Zabnah, y

< »

cenotes X-Batun y D-Zombakal (Esquivel com.pers. 2018)

T-Zabnah D-Zombakal
20z 8 Biotopo Zoni 3k Biotopo L0 £ Biotopo
muestreo muestreo muestreo
C-1 ASBp Z-1 A
C-2 AS Z-1 ASB Z-2 A
C-3 AS Z-3 A
C-4 ASB Z-4 A
C-5 A Z-2 ASB Z-5 A
C-6 ASB Z-6 A
C-7 AS Z-7 A
C-8 AS Z-3 ASB Z-8 A
C-9 ASB Z-9 A
C-10 A Z-10 A
c-11 (A+B)
(S+A+B) Z-4 ASB Z-11 A
CH 12 (S+A)
Z-12 A
M13 G Z-13 A
M14 G 25 B Z-14-20 A

Simbologia: agua (A); biopelicula (BP); cenote (C); charca de agua (CH); guano
(G); muestra (M); sedimento (S) y zona (Z).

2. Trabajo en laboratorio

Las muestras fueron llevadas al Laboratorio de Investigacion en Patbgenos Emergentes de
la Unidad de Investigacion Interdisciplinaria para las Ciencias de la Salud y la Educacién
(UIICSE) de la FES-Iztacala, UNAM, donde fueron almacenadas a temperatura ambiente para su

procesamiento.

2.1 Cultivo de amibas tecadas

Para la elaboracion de los cultivos, a partir de las muestras originales de los diferentes
biotopos se tomaron 15 ml de cada una de ellas para ser concentradas por centrifugacion a 2,500
Xg, durante 10 min. Se desechd el sobrenadante y posteriormente la pastilla se sembré en cajas

para cultivo celular de seis pozos con solucion Prescot-James (la cual ha sido utilizada para
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cultivos de amibas tecadas) (Volkova y Smirnov, 2016), extracto de suelo e infusion de granos
(arroz, maiz y trigo) (Ogden y Meisterfeld, 1991), a los medios liquidos se les adiciond una gota
de Enterobacter aerogenes inactivada por calor (65-70 °C durante 30 min), la cual sirve de fuente
de carbono para que las amibas puedan desarrollarse, posteriormente las muestras se almacenaron

a temperatura ambiente.

2.2 Fijacion, conteo vy aislamiento de las amibas tecadas.

De las muestras originales de los diferentes biotopos recolectados en el muestreo del
sistema de cenotes T-Zabnah, cenote X-Batun y cenote D-Zombakal, se tomaron 2 cm® para ser
fijados en etanol al 70 %. Se realizaron el conteo de todos los organismos observados en 2 cm?,
en una placa de Petri bajo un microscopio invertido de contraste de fases a diferentes aumentos
10, 20 y 40X (Nikon Eclipse TS100) (Sigala et al., 2016).

2.3 ldentificacién taxonémica de las amibas tecadas

La identificacion taxondémica de las amibas tecadas se realizd mediante las claves
taxondmicas de Decloitre (1962), Ogden y Hedley (1980), Kumar y Dalby (1998), Sigala y cols.
(2016) y Siemensma (2017). Para realizar la identificacion taxonémica de las especies de amibas
tecadas, se realizaron dos técnicas diferentes de microscopia, las cuales se describen a

continuacion.

2.3.1 Microscopia de luz por contraste de fases

Los ejemplares de amibas tecadas fueron observados y contabilizados por medio de
microscopia de luz por contraste de fases (Fig. 14a), fueron extraidos de las muestras utilizando
pinceles finos (Ellison y Ogden, 1987; Sigala, 2017), para ser colocados cada uno de ellos en un
portaobjeto con glicerina, esto con el fin de facilitar la toma de microfotografias con vista lateral,
ventral y dorsal, asi como tambiéen para poder registrar los datos morfométricos como: largo,
ancho y apertura de la teca, en el caso de ejemplares con espinas se tomd la longitud de una de
ellas, esto con ayuda de un ocular reticulado (Fig.14b). De todo lo anterior se realiz6 un registro

microfotografico con una camara fotografica Nikon (Coolpix 990).
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Figura 14. Observacion de las amibas tecadas por microscopia de luz por
contraste de fases (a); regiones de la teca medidas: apertura del
pseudostoma (AP), largo de la teca (L) y ancho de la teca (A) (b).

2.3.2 Microscopia electrénica de barrido

Con el fin de corroborar la identificacion taxondmica descrita, se efectu6 microscopia
electrénica de barrido (MEB) de los ejemplares mejor conservados de cada especie, usando un
microscopio JEOL JSM6360LV, lo anterior fue realizado en el Departamento de Servicio
Académico de Microscopia Electronica de Barrido (SAMEB), en las instalaciones del Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM, con ayuda de la técnico M en C. Laura Gémez

Lizarraga.

Los organismos fueron montados con pinceles finos en cubreobjetos circulares, para
posteriormente ser procesados para MEB, para el caso de los taxones pequefios, como los
pertenecientes a los géneros: Euglypha, Paraquadrulla, Tracheleuglypha y Trinema, los
especimenes fueron obtenidos apartir de nuestras directas y de cultivos, se concentraron por
centrifugacion y posteriormente fueron lavados con cloro al 5.25 %, esto con el fin de disolver la
materia orgéanica que los cubre (Gomez com.pers.2018) y asi facilitar la observacion de
estructuras que son necesarias para la identificacion correcta de estos organismos, como lo son

las placas y dentaciones que rodean la apertura oral te la teca.
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2.4 Analisis estadisticos

Utilizando el paquete estadistico PAST (ver. 3.6, 2015), se realiz6 un analisis de similitud
de los sitios de estudio considerando la abundancia de los taxones de amibas tecadas, empleando
el indice de Bray-Curtis, el cual es utilizado normalmente para caracterizar los grupos
estadisticamente similares (Rocha et al.,2011), dicho analisis se utilizo con el fin de observar que
muestras eran iguales entre si o parecidas segin las especies de amibas tecadas que se
encontraron en cada grupo formado, el dendograma obtenido se construyé con el método de
agrupamiento UPGMA.

Posteriormente, con el fin de ver qué factores fisicoquimicos del agua tenian influencia sobre la
distribucion de amibas tecadas, se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) y por
ultimo, se realiz6 un analisis de correspondencia sin tendencia (DCA por sus siglas en inglés),
esta técnica multivariada simplifica la informacion y permite visualizar la relacion de especies
con variables ambientales mediante un diagrama (Correa et al., 2014), utilizando el paquete
estadistico PAST (ver. 3.6, 2015). Los datos seleccionados para este analisis fueron de las
muestras que presentaron una abundancia minima de 50 tecas, nimero que ha sido referido como

suficiente para la caracterizacion de la comunidad de amibas tecadas (Payne y Mitchell, 2008).
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VI1Il. RESULTADOS

De las 105 muestras revisadas (71 muestras fijadas y 75 en cultivos) de los diferentes
biotopos recolectados, solo se observé la presencia de amibas tecadas en las muestras del sistema
de cenotes T-Zabnah y el cenote X-Batun, en donde se lograron identificar 17 taxones de amibas
tecadas, cinco identificadas hasta nivel de variedad, 15 especies distribuidas en ocho géneros:
Arcella, Centropyxis, Cyclopyxis, Difflugia, Euglypha, Paraquadrulla, Tracheleuglypha y
Trinema. Siendo los géneros Centropyxis y Euglypha, los que presentaron un nimero mayor de

especies, como se observa en el Cuadro 2.

De las 17 taxas identificadas, se generaron 11 nuevos registros de amibas tecadas para estos
sistemas salobres del estado de Yucatan: Arcella discoides, Arcella megastoma, Cyclopyxis khali,
Cyclopyxis eurystoma, Euglypha acanthophora, Euglypha laevis, Euglypha rotunda,
Paraquadrula irregularis, Tracheleuglypha dentata, Trinema lineare y Trinema enchelys
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Taxones de amibas tecadas identificadas en las muestras de los

biotopos recolectados en el sistema de cenotes T-Zabnah y cenote X-Batun.

Familias Geéneros Especies

Arcellidae Arcella Arcella discoides
Arcella megastoma *
Arcellavulgaris *

Centropyxidae Centropyxis Centropyxis aculeata var. aculeata
Centropyxis aculeata var. discoides
Centropyxis constricta var. aerophila
Centropyxis constricta var. spinosa

Difflugiidae Difflugia Difflugia oblonga var. oblonga
Euglypha Euglypha acanthophora *
Euglypha laevis *
Euglyphidae Euglypha rotunda *
Tracheleuglypha  Tracheleuglypha dentata *
Paraquadrulidae Paraquadrula Paraquadrula irregularis*
Trigonopyxidae Ciclopyxis Cyelopyxis eurystoma *
Cyclopyxis khali *
Trinematidae Trinema Trinema enchelys *

Trinema lineare *

Nota: Especies que se identificaron como nuevos registros en Yucatan (*).
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1. Descripcion y registro fotomicrografico de las especies de amibas tecadas encontradas en

cenotes del estado de Yucatan

La identificacion de las amibas tecadas observadas en las muestra de diferentes biotopos
del sistema de cenotes T-Zbanéah y cenote X-Batln, se realiz6 en base a la morfologia de la teca

observada en cada organismo.

A continuacion se muestra el registro fotogréafico realizado de las 17 diferentes taxas de
amibas tecadas, observadas en este trabajo, asi como la descripcion morfologia de la teca, la cual
fue observada por medio de microscopia de luz por contraste de fases y microscopia electronica
de barrido, ademas se incluye un promedio de medidas registradas de cada una de las especies
identificadas.
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1.2 Arcella discoides Ehrenberg, 1843

Amiba con teca autogenica de forma circular en vista ventral, se observa de color amarillo
claro o marron. Posee una apertura (0 pseudostoma) invaginada en la region central de la teca, la
superficie de la misma es lisa, a mayor aumento se alcanzan a observar numerosos poros que
conforman la teca (Fig. 15). Los ejemplares observados midieron entre los 100-190 um de
diametro (Cuadro 3).

Figura 15. Esquema de la especie Arcella discoides; apertura (ap); teca (t) (a); vista
ventral, fotografia tomada con microscopia de luz por contraste de fases 200X (b).

Cuadro 3. Promedio de medidas para las tecas de la especie Arcella discoides.

N° de organismos Diametro de la teca Diametro de la apertura
medidos (um) (Um)
4 190 83
( |
L * )




< »

Garcia, 2018. “Registro de amibas tecadas en cenotes del estado de Yucatdn

1.3 Arcella megastoma Penard, 1902

Amiba con teca autogenica, de forma circular en vista ventral, posee una coloracion
marron (Figs. 16 y 17). Esta especie suele confundirse con Arcella discoides, sin embargo
Arcella megastoma presenta un mayor didmetro de la apertura, localizada en la regién central de
la teca con un pequefio labio y esta rodeada de pequefios poros (Figs. 17c y d). Los ejemplares

observados presentaron un diametro 200 um > (Cuadro 4).

Figura 16. Esquema de Arcella megastoma; apertura (ap); teca (t) (a); vista ventral, fotografia
tomada con microscopia de luz por contraste de fases 200X (b).

Cuadro 4. Promedio de medidas para las tecas de Arcella megastoma.

N° de organismos Didmetro de la teca Diametro de la apertura
medidos (um) (um)
12 257 126
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Figura 17. Arcella megastoma, microscopia electronica de barrido; vista ventral 330X (a) y (b);
acercamiento al pseudostoma donde se observan los poros en la teca y el labio que rodea al
pseudostoma 800X (c) y 3,300X (d).
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1.1 Arcella vulgaris Ehrenberg, 1830

Amiba con teca autogenica de forma circular, de color amarillo claro o marron, presenta
una apertura invaginada de forma circular, situada en el centro de la teca, la apertura de la teca
posee un labio pequefio y estd rodeada por unos poros grandes (Fig. 18). Los ejemplares

observados tuvieron un didmetro de 100-105 um (Cuadro 5).

Figura 18. Esquema de la teca de la especie Arcella vulgaris: apertura (ap); poro (p) (a);
vista ventral, fotografia tomada con microscopia de luz por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 5. Promedio de medidas para las tecas de la especie Arcella vulgaris.

N° de organismos Diametro de la teca Diametro de la apertura
medidos (um) (um)
4 105 20
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1.4 Centropyxis aculeata Ehrenberg, 1832 var. aculeata

Amiba con teca xenogenica, de forma circular u ovoide, presenta una coloracion que va
desde amarillo a café (Fig. 19). En vista lateral se observa esférica y con una ligera depresion que
va hacia la apertura. Presencia de dos 0 mas espinas en los laterales de la testa (Fig. 20). Los
organismos observados presentan un diametro entre los 100-220 um (Cuadro 6). La apertura de
la teca es invaginada y localizada en la region subterminal. La teca se observa cubierta por

granulos minerales y frustulas de diatomeas entre otros tipo de materia organica (Figs. 20f y g).

Figura 19. Esquema de Centropyxis aculeata var. aculeata; apertura (ap); teca (t); espina (es)
(a); vista ventral, fotografia tomada con microscopia de luz por contraste de fases 100X (b).

Cuadro 6. Promedio de medidas para las tecas de la especie Centropyxis aculeata var. aculeata.

N° de organismos Diametro de lateca  Aperturade lateca Longitud de la espina
medidos (um) (um) (um)
50 150.17 54.51 22.60
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Figura 20. Centropyxis aculeata var. aculeata; microscopia electronica de barrido:
acercamiento a la espina y a la superficie de la teca, donde se observa las diferentes
frustulas de diatomeas que la conforman 430X (a); vista ventral 430X (b); vista dorsal

450X (c); vista ventral 500X (d).
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1.5 Centropyxis aculeata Ehrenberg, 1832 var. discoides

Amiba con teca xenogenica de forma circular o discoide, coloracion marrén (Fig. 21).
Similar a la especie Centropyxis aculeata, sin embargo esta especie no presenta espinas (Figs. 21
y 22). Los ejemplares observados presentaron un didmetro entre 120-190 pum (Cuadro 7). La
apertura de la teca es invaginada y se localiza en la region central o subterminal de la teca (Fig.
22 a y b). La superficie de la teca se logra ver cubierta por granos minerales que son unidas

mediante una secrecion cementante producida por la misma amiba (Fig. 22 b y d).

Figura 21. Esquema de Centropyxis aculeata var. discoides, apertura (ap); teca (dt) (a);
vista ventral, fotografia tomada con microscopia de luz por contraste de fases 200X (b).

Cuadro 7. Promedio de medidas para las tecas la especie Centropyxis aculeata var. discoides.

N° de organismos Diametro de la teca Diametro de la apertura
medidos (um) (um)
50 124.51 42
[« ]
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Figura 22. Centropyxis aculeata var. discoides, microscopia electronica de barrido: vista
ventral 430X (a); vista dorsal 450X (b); vista de la apertura 450X (c); acercamiento a la
composicion de la teca 1,500X (d).
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1.6 Centropyxis constricta Ehrenberg, 1843 var. aerophila

Amiba con teca xendgenica, forma ovoide en vista ventral y dorsal, coloracion marrén
(Figs. 23 y 24). Ejemplares observados presentan una longitud de 80-100 um (Cuadro 8). La
apertura de la teca es invaginada, circular u ovoide y se localiza en la region subterminal de la

teca. En la superficie de la teca se logran observar granulos minerales (Fig. 24 b y d).

Figura 23. Esquema de Centropyxis constricta var. aerophila; apertura (ap); teca (t) (a);
fotografia tomada con microscopia de luz en contraste de fases 200X (b).

Cuadro 8. Promedio de medidas para las tecas de la especie Centropyxis constricta var. aerophila

N° de organismos Ancho de la teca Longitud de la teca Apertura de la teca
medidos (um) (um) (um)
50 48.06 87.86 31.26
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Figura 24. Centropyxis constricta var. aerophila, microscopia electronica de barrido: vista
ventral 700X (a); vista dorsal 850X (b); vista lateral 1,400X (c); vista ventral 1,000X (d).
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1.7 Centropyxis constricta Ehrenberg, 1843 var. spinosa

Amiba con teca xenogenica, de forma circular u ovoide, presenta una coloracion que va
desde amarillo a café. Presencia de cinco espinas 0 mas en los laterales de la teca. Los
organismos observados presentan un ancho entre los 100-140 um (Cuadro 9). La apertura de la
teca es invaginada y localizada en la region central o subterminal de la teca. La teca se observa

cubierta por granulos minerales, frustulas de diatomeas entre demas materia organica (Fig. 25).

Figura 25. Esquema de Centropyxis constricta var. spinosa: apertura (ap); teca (t); espina (es)
(a); vista ventral, fotografia tomada con microscopia de luz por contraste de fases 200X (b).

Cuadro 9. Promedio de medidas para las tecas de la especie Centropyxis constricta var. spinosa.

N° de organismos Diametro de la teca Aperturade lateca Longitud de la espina
medidos (um) (um) (um)

4 120 40 90
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1.8 Cyclopyxis eurystoma Deflandre, 1929

Amiba con teca xendgena, de forma esférica y de color marrén (Fig. 26). La teca posee un
didmetro de 40-60 um (Cuadro 10). Posee una apertura grande de casi 2/3 del diametro de la teca
(Fig.27 b y c) y es bordeada por una banda lisa de cemento organico (Fig. 27 d). La teca es
constituida de particulas minerales de tamafios variables, unidos en una matriz organica
presentando una superficie rugosa, en la parte dorsal donde también se pueden presentar frastulas

de diatomeas incorporadas a la teca (Fig. 27a).

Figura 26. Esquema de Cyclopyxis eurystoma; apertura (ap); ancho de la teca (at) (a);
fotografia de Cyclopyxis eurystoma, tomada con microscopia de luz por contraste de fases
400X (b).

Cuadro 10. Promedio de medidas para las tecas de la especie Cyclopyxis eurystoma.

N° de organismos Diametro de la teca Diametro de la apertura
medidos (um) (um)
4 60.51 36.9
(45 )
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Figura 27. Cyclopyxis eurystoma, microscopia electronica de barrido: vista de la apertura 1,300X
(a); vista lateral 1,400X (b); vista dorsal 1,500X (c); acercamiento a la apertura 2,700X (d).
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1.9 Cyclopyxis khali (Deflandre, 1912)

Amiba con teca xendgena de forma circular en vista ventral y dorsal, lados lateral y dorsal
uniformemente redondeados, coloracién marrén oscuro (Figs. 28 y 29a). Los organismos
observados tuvieron un diametro de 91 um (Cuadro 11). Apertura de forma circular con un borde
irregular, ligeramente invaginada (Fig.29 d). Superficie de la teca rugosa con granulos minerales
aglutinados (Figs.29 a 'y b).

Figura 28. Esquema de Cyclopyxis khali: apertura (ap); teca (t) (a); fotografia tomada con
microscopia de luz por contraste de fases 200X (b).

Cuadro 11. Promedio de medidas para las tecas de la especie Cyclopyxis khali.

N° de organismos Diametro de la teca Diametro de la apertura
medidos (um) (um)
50 81.86 34.44
( )|
L ¥ )




< »

Garcia, 2018. “Registro de amibas tecadas en cenotes del estado de Yucatdn i

Figura 29. Cyclopyxis khali, microscopia electronica de barrido: vista ventral de la teca ,
donde se observa la apertura 900X (a); vista dorsal 1,300X (b); vista laterasl de la teca

1,500X; acercamiento de la teca 2,700X (d).
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1.10 Difflugia oblonga Ehrenberg, 1832 var. oblonga

Amiba con teca xendgena, de forma piriforme (en forma de pera) alargada, presenta una
coloracion marrén presentando un cuello relativamente largo (Figs.30 y 31la y b). Los ejemplares
observados presentaron una longitud de 190-230 um (Cuadro 12). La teca est4 conformada por
particulas de grdnulos minerales cementados y frastulas de diatomeas (Fig. 31). La apertura es de

forma circular sin dentaciones, localizada en la region terminal de la teca (Fig. 31 by c).

Figura 30. Esquema de Difflugia oblonga var. oblonga; apertura (ap); teca (t) (a); fotografia
tomada con microscopia de luz por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 12. Promedio de medidas para las tecas de la especie Difflugia oblonga var. oblonga.

Anchode lateca Longitud delateca Aperturade la

(Hm) (Lm) teca (Lm)
50 86.46 177.91 48

N° de organismos medidos
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Figura 31. Difflugia oblonga var. oblonga, microscopia electrénica de barrido: lateral 450X
(@) y 500X (b); vista lateral de la apertura 6,500X (c); acercamiento a la apertura de la teca
1,800X (d).
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1.11 Euglypha acanthophora (Ehrenberg, 1841)

Amiba con teca autdgena, ovoide y transparente, la teca presenta placas imbricadas de
forma hexagonal u oval, posee espinas de las placas en la region dorsal. Los ejemplares
presentaron longitudes entre los 50-60 pum de largo por 24-30 pum de ancho (Cuadro 13). La
apertura es circular y localizada en la parte apical de la teca, la apertura presenta un borde
dentado en forma de “v” (Fig. 32).

Figura 32. Esquema de Euglypha acanthophora: apertura (ap); teca (t); placas (pl); espina
(es) (a); fotografia tomada con microscopia de luz por contraste de fases 40X (b).

Cuadro 13. Promedio de medidas de las tecas de la especie Euglypha acanthophora.

N de organismos Largo de la Ancho de la Aperturade la Largo'de la
medidos teca teca teca espina
(um) (um) (um) (um)
3 56.58 29.52 12.3 24.6
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1.12 Euglypha laevis (Ehrenberg, 1841)

Amiba con teca autdgena, ovoide y transparente, ligeramente comprimida. Debido a su
tamano pequefio (Cuadro 14), en microscopia de luz se observa la teca lisa, ya que las placas no
se alcanzan a percibir, asi mismo se logré observar la presencia de filopodos (Fig. 33 b). Posee
una apertura circular situada en la regién apical, con un borde denticulado (Fig. 33b). Se observé

en cultivos y escasamente en muestras fijadas.

ap

Figura 33. Esquema de Euglypha laevis; apertura (ap); teca (t) (a); fotografia tomada con
microscopia de luz por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 14. Promedio de medidas para las tecas de la especie Euglypha laevis.

N° de organismos Ancho de la teca Longitud de la teca Apertura de la teca
medidos (um) (um) (um)
50 12.86 28.05 7.84
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1.13 Euglypha rotunda (Ehrenberg, 1845)

Amiba con teca autdgena, ovoide, transparente, ligeramente comprimida y con placas
superpuestas de forma hexagonal, la teca se estrecha desde la region media hasta la region oral (Figs.
34 b y 35 a). Posee un apertura circular situada en la region apical, rodeada de placas de apertura
espaciadas uniformemente, cada placa de la apertura posee un margen denticulado, donde se observa
un diente grande en medio de la placa, rodeado de dos dientes pequefios (Fig. 35 b).Los ejemplares

presentaron longitudes entre los 25-30 um (Cuadro 15).

Figura 34. Esquema de Euglypha rotunda; apertura (ap); teca (t) (a); fotografia tomada con
microscopia de luz por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 15. Promedio de medidas para las tecas de la especie Euglypha rotunda.

N° de organismos Ancho de la teca Longitud de la teca Apertura de la teca
medidos (um) (um) (um)
25 23 28.05 7.89
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Figura 35. Euglypha rotunda; microscopia electrénica de barrido: vista dorsal 3,000X (a);
acercamiento a la apertura de la teca, donde se observan las placas que la rodean, y el margen
denticulado 7,000x (b).
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1.14 Paraquadrula irregularis (Wallich, 1863)

Amiba con teca autdégena, forma ovalada y ligeramente comprimida, transparente (Figs.
36 y 37 ayb). Los ejemplares observados presentaron una longitud entre los 20 y 25 um (Cuadro
16). La teca posee placas con forma cuadrada e interpuestas (Fig. 37 b y c), que alcanzan a ser
observadas en aumento de 40X en microscopia de luz.

Figura 36. Esquema de Paraquadrula irregularis: apertura (ap); teca (t); placas (pl) (a);
fotografia tomada con microscopia por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 16. Promedio de medidas para las tecas de la especie Paraquadrula irregularis.

N° de organismos Ancho de la teca Ancho de la apertura
medidos (um) (um)
6 24.6 9.84
([ 55 |
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Figura 37. Paraquadrula irregularis, microscopia electronica de barrido: vista ventral 2,500X
(@) y 3,000X (b); acercamiento a las placas cuadradas de la teca 6,500X (c); acercamiento a la
teca 6,500X (d).

56

——
| —




< »

Garcia, 2018. “Registro de amibas tecadas en cenotes del estado de Yucatdn

1.15 Tracheleuglypha dentata (Moniez, 1888)

Amiba con teca autdgena, de forma ovoide, transparente y con placas siliceas circulares o
hexagonales (Figs. 38 y 39 b), los ejemplares observados presentaron una longitud entre 30 y 50 um
(Cuadro 17). La apertura es de forma circular y se encuentra en la region apical con un margen
irregular sin dentaciones (Fig. 39 c y d).

Figura 38. Esquema de Tracheleuglypha dentata: apertura (ap); teca (t); placas (pl) (a); fotografia
tomada con microscopia de luz por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 17. Promedio de medidas para las tecas de la especie Tracheleuglypha dentata.

N° de organismos Ancho de la teca Longitud de la teca Apertura de la teca
medidos (um) (um) (um)
25 31.43 49.48 12.35
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Figura 39. Tracheleuglypha dentata, microscopia electronica de barrido: vista lateral 2,500X
(a); acercamiento a la parte superior la teca 2,500X (b); acercamiento a la vista lateral de la
apertura 7,000X (c) y 8,000X (d).
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1.16 Trinema enchelys (Ehrenberg, 1838)

Amiba con teca autdgena, tamafio ovoide alargado y transparente, con placas de silice con
forma circular y superpuestas que en microscopia de luz no son faciles de observar (Figs. 40 b y
Fig. 41 a, b y d) Los ejemplares observados tienen una longitud entre los 35 y 45 pm (Cuadro
18). La apertura de la teca se encuentra en la region subterminal de la teca, es circular rodeada de
pequefias placas circulares con dentaciones (Fig. 41 a y c), la distincion de esta especie con
Trinema lineare, es el tamafio ya que Trinema enchelys es de mayor tamafio.

Figura 40. Esquema de Trinema enchelys; apertura (ap); teca (t) (a); fotografia de Trinema
enchelys, tomada con microscopia de luz por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 18. Promedio de medidas para las tecas de la especie Trinema enchelys.

N° de organismos Ancho de la teca Longitud de la teca Apertura de la teca
medidos (um) (um) (um)
20 22.14 29.10 12.5
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Figura 41. Trinema enchelys, microscopia electronica de barrido: vista lateral 1,700X (a);
vista ventral 2,500X (b); acercamiento a la apertura, donde se observan las dentaciones
4,300X (c); acercamiento a las placas circulares 5,000X (d); vista lateral de la apertura
5,000X (e).
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1.17 Trinema lineare Penard, 1890

Amiba con teca autdgena, tamafio ovoide alargado y transparente, con placas superpuestas
de forma circular (Fig. 44 a y b), que son dificiles de ver en miscroscopia de luz (Fig. 43 b). La
apertura es circular, invaginada y situada en la parte subterminal de la teca, la apertura es rodeada
por 18 placas circulares denticuladas (Fig. 44 c). Los ejemplares observados tienen una longitud
entre los 30 y 40 um (Cuadro 19).

Figura 42. Esquema de Trinema lineare: apertura (ap); teca (t) (a); fotografia de Trinema
lineare, tomada en microscopia de luz por contraste de fases 400X (b).

Cuadro 19. Promedio de medidas para las tecas de la especie de Trinema lineare.

N° de organismos Ancho de la teca Longitud de la teca Apertura de la teca
medidos (um) (um) (um)
35 14.10 26.35 9
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Figura 43. Trinema lineare, microscopia electronica de barrido: acercamiento a las placas
circulares 3,300X (a); vista ventral 3,500X (b); acercamiento a la apertura, donde se observan
las dentaciones 7,500X (c).
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2. Posicion taxonomica de las especies de amibas tecadas registradas

La posicion taxonomica de las amibas tecadas registradas en el sistema de cenotes T-Zabnah,
cenote X-Batun y cenote D-Zombakal; se realizd con base al esquema propuesto por Adl et al.,
2012, el cual hace énfasis principalmente en los protistas e incorpora informacion de estudios
moleculares y filogenéticos realizados en los ultimos afios. En este trabajo fue necesario llegar
hasta el nivel de variedad a pesar de que esta categoria no es reconocida en el Codigo
Internacional de Nomenclatura ZoolOgica, estas son Utiles para distinguir poblaciones
ambientalmente significativas en sistemas lacustres (Paterson et al., 2012).

Supergrupo: Amoebozoa Liihe 1913, emend. Cavalier-Smith, 1998.

eTubulinea Smirnov et al., 2005

e e Arcellinida Kent, 1880

eee Arcellina Haeckel, 1894
Arcella discoides Ehrenberg, 1843
Arcella megastoma Penard, 1902
Arcella vulgaris Ehrenberg, 1830

e e e Difflugina Meisterfeld, 2002

Centropyxis aculeata Ehrenberg, 1832 var. aculeata
Centropyxis aculeata Ehrenberg, 1832 var. discoides
Centropyxis constricta Ehrenberg, 1843 var. aerophila
Centropyxis constricta Ehrenberg, 1843 var. spinosa
Difflugia oblonga Ehrenberg, 1832 var. oblonga
Cyclopyxis eurystoma Deflandre, 1929
Cyclopyxis kahli (Deflandre, 1912)

Paraquadrula irregularis (Wallich, 1863)
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Supergrupo: SAR (Stramenopiles, Alveolata, Rhizaria) Burki et al., 2007

eRhizaria Cavalier-Smith, 2002
e e Cercozoa Cavalier-Smith 1998, emend. Adl et al., 2005
eee Imbricatea Cavalier-Smith 2011
eeeoe Silicofilosea Adl et al., 2005, emend. Adl et al., 2012
eeeee Fuglyphida Copeland 1956, emend. Cavalier-Smith 1997
eeeeee Fuglyphidae Wallich 1864, emend Lara et al., 2007
Euglypha acanthophora (Ehrenberg, 1841)
Euglypha laevis (Ehrenberg, 1845)
Euglypha rotunda (Ehrenberg, 1845)
Tracheleuglypha dentata (Moniez, 1888)
eeeeee Trinematidac Hoogenraad & De Groot 1940, emend Adl et al. 2012
Trinema enchelys (Ehrenberg, 1838)

Trinema lineare Penard, 1890
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3. Sistema de cenotes T-Zabnah
3.1 Riqueza especifica de amibas tecadas registradas en el sistema de cenotes T-Zabnah

De las 58 muestras (29 en cultivo y 29 fijadas) revisadas de los diferentes biotopos
recolectados en el sistema de cenotes T-Zabnah, se registrd un total de diez taxas diferentes de
amibas tecadas. Como se observa en el cuadro 20, en el caso de los cultivos, los biotopos donde
se logré observar la mayor riqueza de amibas tecadas fue sedimento (siete especies), seguido del
biotopo agua (cuatro especies).En las muestras fijadas los biotopos donde se logrd observar la
mayor riqueza de amibas tecadas fueron sedimento (seis especies), seguido de las biopeliculas
(tres especies).

Cuadro 20. Taxas de amibas tecadas identificadas en cultivos y muestras fijadas del sistema
de cenotes T-Zabnah.

Cultivos I\/If_u_estras
ijadas

Especies /Biotopo A Bp G S |A Bp G S
Arcella vulgaris * *
nCentropyxis aculeata var. aculeata * *
Centropyxis aculeata var. discoides *
Centropyxis constricta var. aerophila *
Centropyxis constricta var. spinosa *
Euglypha laevis * *x * * *
Euglypha rotunda * *
Paraquadrula irregularis *
Tracheleuglypha dentata * *  x % *
Trinema lineare * *

Nota: Biotopo donde se encontro la especie (*); agua (A); biopeliculas (Bp); guano (G);

sedimento (S).

El género mas frecuentemente observado en los cultivos de diferentes biotopos pertenecientes
al sistema de cenotes T-Zabnah, fue el género Tracheleuglypha, seguido del género Euglypha y
Trinema. En el caso de las muestras fijadas el género mas frecuente fue de igual manera

Tracheleuglypha, seguido del género Euglypha, Centropyxis y Trinema (Fig. 44).
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Figura 44. Frecuencia de géneros identificados en las muestras del sistema de cenotes T-Zabnah.

De un total de 57 organismos contabilizados en las muestras de biotopos del sistema de cenotes
T-Zabnah, la especies con mayor abundancia de organismos fueron: Tracheleuglypha dentata
con el 53 %, seguida de Euglypha laevis con el 21 %, como especies menos abundantes se
registraron a Centropyxis aculeata var.“aculeata” con un 11 %, Trinema lineare con el 8.8 %,
Centropyxis constricta var.“spinosa” y Arcella vulgaris con el 3.5 % del total de individuos

contabilizados en este sitio de muestreo (Fig. 45).

Figura 45. Abundancia de especies de amibas tecadas, observadas en las muestras fijadas del
sistema de cenotes T-Zabnah.
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3.2 Parametros fisicoquimicos del agua registrados en el sistema de cenotes T-Zabnah

En el estudio de Esquivel (2018), se midieron tres variables fisicoquimicas del agua;
temperatura, pH y conductividad. Los valores obtenidos se muestran en el cuadro 2, con el fin de
poder hacer comparaciones de los datos de cada zona muestreada.

Los valores de los pardmetros fisicoquimicos del agua registrados en las diferentes zonas del
sistema de cenotes T-Zabnéh, fueron los siguientes: En el caso del pH se registraron valores entre
7.4y 8.1; la temperatura del agua registro valores entre los 27 y 28 °C. Por Gltimo los datos de la

conductividad registrados, tuvieron valores entre los 0.4 y 1.1 mS/cm.

Cuadro 21 Valores de los parametros fisicoquimicos del agua, registrados en el sistema de
cenotes T-Zabnah.

Zona de Temperatura  Conductividad
muestreo (°C) (mS/cm)
1 7,7 28 1,09
2 8,35 27 0,48
3 8,4 27 0,5
4 7,8 27 0,58
5 8 28 0,59
6 8,1 28 0,6
7 8,1 28 0,8
8 7,8 28 1,1
9 7,4 27 1,1
10 7,7 27 1,1
11 7,8 27 1,1

67

——
| —




< »

Garcia, 2018. “Registro de amibas tecadas en cenotes del estado de Yucatdn

4. Cenote X-Batun
4.1 Riqueza especifica de amibas tecadas registradas en el cenote X-Batun

De las 44 muestras revisadas (22 fijadas y 26 en cultivo) de los diferentes biotopos
recolectados en el cenote X-Batun, se registrd un total de 17 taxas diferentes de amibas tecadas,
de las cuales 12 se identificaron hasta el nivel de especie y cinco hasta el nivel de variedad
(Cuadro 22).

En el caso de los cultivos, los biotopos donde se logré observar la mayor riqueza de amibas
tecadas fueron las biopeliculas (15 especies), seguido del biotopo sedimento (diez especies).En
las muestras fijadas los biotopos donde se logré observar la mayor riqueza de amibas tecadas

fueron las biopeliculas (17 especies), seguido de sedimento (13 especies).

Cuadro 22. Taxas de amibas tecadas identificadas en cultivos y muestras fijadas del cenote X-Batun

Muestras

Cultivos fijadas

Especies /Biotopo A
Arcella discoides
Arcella megastoma
Arcella vulgaris
Centropyxis aculeata var."aculeata™ *
Centropyxis aculeata var.”discoides"
Centropyxis constricta var."aerophila™ *
Centropyxis constricta var."spinosa"
Cyclopyxis eurystoma *
Cyclopyxis khali
Difflugia oblonga var."oblonga™ *
Euglypha acanthophora
Euglypha laevis
Euglypha rotunda
Paraquadrula irregularis
Tracheuglypha dentata *
Trinema enchelys
Trinema lineare *

Nota: Biotopo donde se encontr6 la especie (*); agua (A); biopeliculas (Bp); guano (G).

S | A S

oY)
>(->(->(->(->(->(-_c

*

*
¥ X % % X X %

ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o %k % % o 3 I
* ok ok *

%k ok ok ok k%

* * *
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4

El cenote X-Batln, presentd una alta riqueza y abundancia de amibas tecadas, tanto en Is
muestras fijadas como en los cultivos de los diferentes biotopos recolectados. El género méas
frecuente observado en los cultivos y muestras fijadas de los diferentes biotopos pertenecientes al
cenote X-Batun, fue el género Centropyxis, seguido del género Euglypha , Tracheleuglypha y

Trinema, por el contrario los géneros menos frecuentes fueron Arcella y Paraquadrula (Fig. 46).
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Figura 46. Frecuencia de géneros identificados en las muestras del cenote X-Batun

De un total de 1386 organismos contabilizados en las muestras de biotopos del cenote X-Batun,
la especies con mayor abundancia de organismos fueron: Centropyxis constricta var. aerophila
con el 36.7 %, siendo la especie mas abundante de este cenote, seguido de Tracheleuglypha
dentata con el 10 %, por ultimo, Difflugia oblonga var.oblonga y Trinema lineare ambos con el 9
% del total de organismos contabilizados en este sitio de muestreo (Fig. 47).
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Figura 47. Abundancia de especies de amibas tecadas, observadas en las muestras fijadas
del cenote X-Batdn.
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4.2 Parametros fisicoquimicos del agua registrados en el cenote X-Batun

Los valores de los pardmetros fisicoquimicos registrados en las diferentes zonas de
muestreo del cenote X-Batun, se observan en el cuadro 23. El pH registro valores entre 7.4 y 8.0,
siendo un pH neutro o ligeramente basico, similar al reportado en el sistema de cenotes T-
Zabnah; la temperatura predominante fue de 26 °C; los datos de conductividad fueron elevados a
comparacion de los registrados en el sistema de cenotes T-Zabnah, teniendo valores entre los 1.8

y 2 mS/cm.

Cuadro 23. Valores de los parametros fisicoquimicos del agua, registrados en el
cenote X-Batun.

Zona de Temperatura Conductividad
muestreo (°C) (mS/m)

2 8 25 1,9

3 7,4 26 2

4 7,4 26 2

5 - - -

Nota: En la zona cinco no se realiz6 la medicion de parametros fisicoquimicos al
ser biopelicula de madera.
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5. Cenote D-Zombakal
5.1 Riqueza especifica de amibas tecadas registradas en el cenote D-Zombakal

En el caso del cenote D-Zombakal, como se menciond anteriormente el Unico biotopo
muestreado fue el agua, ya que no se encontro la presencia de biopeliculas y el sedimento al que
se tenia acceso era demasiado compacto, por lo que fueron imposibles recolectar muestras. En los

cultivos del cenote D-Zombakal, no se observo la presencia de amibas tecadas.

5.1 Parametros fisicoquimicos del agua registrados en el cenote D-Zombakal

Los valores de los parametros fisicoquimicos del agua registrados en el cenote D-
Zombakal se muestran en el cuadro 24, las 20 zonas de muestreo tuvieron los mismos valores de
pH, temperatura y conductividad. En el caso de los valores de pH se mantuvieron constantes,
registrando un valor de 7.8; en el caso de la temperatura, esta fue menor a comparacion del
sistema de cenotes T-Zabnah y el cenote X-Batln, teniendo un valor de 23 °C; por ultimo en el
caso de la conductividad los valores registrados en este cenote fueron de 2.1 ms/cm, siendo méas

elevados que en el cenote X-Batun.

Cuadro 24. Valores de los parametros fisicoquimicos del agua, registrados en el
sistema del cenote D-Zombakal.

Temperatura  Conductividad

°O) (mS/m)
1 7,8 23°C 2,1
2 7,8 23°C 2,1
3 7,8 23°C 2,1
4 7,8 23°C 2,1
5 7,8 23°C 2,1
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6. Analisis estadisticos
6.1. Indice de similitud de Bray-Curtis

Con el fin de comparar la composicion taxonomica de las amibas tecadas encontradas en los
biotopos recolectados en los diferentes cenotes, se realizd un dendograma de clasificacion
jerarquica, utilizando el indice de similitud de comunidades de Bray-Curtis por el método de

agrupamiento UPGMA, PAST, donde se observaron inicialmente ocho grupos (Fig. 48).

El grupo uno corresponde a una muestra de biopelicula, correspondiente a la zona nueve del
sistema de cenotes T-Zabnah, en esta muestra solo se observo la presencia de la especie Trinema
lineare, teniendo una baja abundancia (aprox. uno a dos organismos), lo cual explica que este

grupo tenga una menor similitud con respecto a los otros grupos.

El grupo dos, se conforma por una muestra de biopelicula, de la zona cuatro del cenote X-Batun,
en este grupo se presentd una mayor riqueza de especies a comparacion del grupo uno, donde se
registraron organismos pertenecientes a las especies; Centropyxis aculeata var. aculeata,
Centropyxis aculeata var. discoides, Centropyxis constricta var. aerophila, Euglypha rotunda y
Trinema lineare. Sin embargo; la abundancia de dichas especies en estas muestras no fue muy

elevada (aprox. dos a nueve organismos).

El grupo tres, representado por siete muestras (cinco de sedimento y dos de biopeliculas) de
diferentes zonas del cenote X-Batln, este grupo representa las muestras con una alta riqueza de
especies a comparacion de los grupos anteriores. Donde las especies como; Centropyxis aculeata
var. “aculeata”, Centropyxis aculeata var. “discoides”, Centropyxis constricta var. “aerophila”,
Cyclopyxis khali, Difflugia oblonga var. “oblonga”, Tracheuglypha dentata y Trinema lineare,
fueron las especies con mayor frecuencia y abundancia (aprox. uno a 61 organismos). En
contraste con las especies: Arcella discoides, Arcella megastoma, Centropyxis constricta var.
spinosa, Cyclopyxis eurystoma, Euglypha acanthophora, Euglypha laevis, Euglypha rotunda y
Paraquadrula irregularis, fueron las especies menos frecuentes y con menos abundancia en las

muestras (aprox. uno a cuatro organismos).

El grupo cuatro, se conformo por siete muestras (dos de sedimento y cinco de biopeliculas)
pertenecientes a diferentes zonas del cenote X-Batln, es importante mencionar que este grupo se

conformd por las muestras con mayor abundancia de organismos (aprox. uno a 91 organismos).
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Las especies mas frecuentes coinciden con el grupo tres, a excepcion de la especie Arcella
vulgaris, especie que se presentd en baja abundancia (aprox. uno a dos organismos), al igual que

Arcella megatsoma y Cyclopyxis eurystoma.

El grupo cinco, se conforma por tres muestras de biopeliculas, dos pertenecientes al sistema de
cenotes T-Zabnah y una al cenote X-Batun. Las especies Euglypha laevis y Tracheleuglypha

dentata, son las especies mas frecuentes y abundantes (aprox. dos a 15 organismos).

El grupo seis, se conformo por una muestra de sedimento perteneciente al sistema de cenotes T-
Zabnah, donde las especies Centropyxis aculeata var. aculeata y Tracheleuglypha dentata,

fueron las mas abundantes (aprox. dos a cuatro organismos).

El grupo siete, se conforma por muestras del sistema de cenotes T-Zabnah y del cenote X-Batln,
los biotopos representados fueron agua, sedimento y biopelicula. EI grupo se caracterizaron por
las especies Tracheleuglypha dentata y Trinema lineare, que fueron las especies mas frecuentes y

presentaron la mayor abundancia de organismos (aprox. uno a cinco organismos).

El grupo ocho, se conformd por seis muestras del sistema de cenotes T-Zabnah, las cuales
presentaron el mismo valor de similitud, al presnetar las mismas especies, en las muestras de
sedimento la especie registrada fue Tracheleuglypha dentata, presentando una baja abundancia
(aprox. dos a seis organismos) y en las muestras de guano la Unica especie registrada fue y

Trinema lineare con una abundancia de igual manera baja (uno a dos organismos).
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Figura 48. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de las muestras de biotopos
del sistema de cenotes T-Zabnah y el cenote X-Batln. Corte de grupos (linea roja)
y divisién de los grupos (lines punteadas). Ver anexo 2.
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6.2 Analisis de componentes principales

En el andlisis de componentes principales, no se logro observar alguna influencia de las
variables ambientales sobre la presencia/ausencia de amibas tecadas, sin embargo, se observé la
formacion de cuatro grupos, similares a los que se mostraron en el dendograma de similitud (Fig.
49).

El primer grupo se llamé “CCA”, por ser las abreviaturas de la especie Centropyxis
constricta var. aerophila, la cual caracterizo a este grupo conformado por 14 muestras del
sistema X-Batun, donde se puede observar que los sitios X1BRa,X3S2 y X4S2 cercanos al vector
CCA, fueron los sitios donde la especie Centropyxis constricta var. aerophila fue la mas
abundante.

El segundo grupo “TD”, nombrado asi por la especie Tracheleuglypha dentata, formado por
muestras del sistema de cenotes T-Zabnah y cenote X-Batun. Se observé que los sitios: T3S,
T8S1y T7S cercanos al vector “TD”, solo presentaron la presencia de la especie Tracheuglypha
dentata; a pesar de que fueron pocos los organismos observados en estas muestras, esto
represento el 100 % de la muestra, lo cual explica su agrupacién en la parte final del vector. Por
otro lado los sitios T8S1 y X2A, también cercanos al vector “TD” presentaron mas especies, sin
embargo la especie méas abundante en ellos fue Tracheleuglypha dentata.

El tercer grupo “EL”, nombrado asi por la especie Euglypha laevis, se observardn en muestras del
sistema T-Zabnéh y cenote X-Batun, donde las muestras de los sitios TABF1, X2BF y T11M1(A
+BF), la especie Euglypha laevis fue la mas abundante.

El cuarto grupo “TL”, nombrado asi por la especie Trinema Lineare, se conformd por una
muestra del sitio T9BF perteneciente al sistema T-Zabnah, donde solo se observd esta especie a

pesar de no ser tan abundante.
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Figura 49 Analisis de componentes principales (PCA), de las diferentes muestras del cenote X-
Bat(n y sistema de cenotes T-Zabnah
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6.2 Analisis de correspondencia sin tendencia

Las muestras seleccionadas para el analisis, pertenecieron al cenote X-Batun, debido a
que la mayoria de estas presentaron una gran abundancia de organismos. Como se observa en la
figura 50, se formaron tres grupos; el grupo azul estuvo conformado por muestras de la zona dos
y cuatro, de las cuales la mayoria fueron muestras de sedimento, cercanas a este grupo
observamos a las especies: Centropyxis constricta var. aerophila, Cyclopyxis khali y Difflugia

oblonga var. oblonga, las cuales fueron las especies méas frecuentes en este grupo.

Las muestras que conformaron el grupo verde, fueron en su mayoria muestras de biopeliculas de
las zonas uno, tres y cuatro del cenote X-Batin, que como se menciond anteriormente en el
analisis de cluster, las biopeliculas presentaron la mayor riqueza y abundancia de amibas tecadas,
donde las especies mas frecuentes fueron: Centropyxis constricta var. aerophila,, Centropyxis

aculeata var. aculeata, Centropyxis aculeata var. discoides y Euglypha laevis.

Por ultimo el grupo naranja lo conformo una muestra de biopelicula de la zona 5, donde se
registrd una baja riqueza de amibas tecadas a comparacion de los otros grupos, donde las especies
mas frecuentes y abudantes fueron: Euglypha rotunda y Tracheleuglypha dentata.
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Figura 50. Analisis de correspondencia sin tendencia (DCA) de las muestras de biotopos
del cenote X-Batln; en negro se muestran las zonas de muestreo; las especies de amibas
tecadas mas frecuentes en rojo y las especies menos frecuentes en azulen morado.
Arcella discoides (AD); Arcella megastoma (AM); Arcella vulgaris (AV); biopelicula
(BP); Centropyxis aculeata var. aculeata (CAA); Centropyxis aculeata var. discoides
(CAD); Centropyxis constricta var. aerophila (CCA); Centropyxis constricta var.
spinosa (CCS); Cyclopyxis eurystoma (CE); Cyclopyxis khali (CK); Diffllugia oblonga
var. oblonga (DOO); Euglypha acantophora (EA); Euglypha laevis (EL); Euglypha
rotunda (ER); sedimento (S); Tracheleuglypha dentata (TD); Trinema lineare (TL).
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IX DISCUSION

Hoy en dia, el estudio de amibas tecadas en cuerpos de agua como son los cenotes, es
escaso teniendo solo dos estudios registrados en este tipo de sistemas, en los cuales no se hace
una comparacion de la riqueza especifica en diferentes biotopos. En el presente trabajo realizado
en el sistema de cenotes T-Zabnah, cenotes X-Batun y D-Zombakal, ubicados en el estado de
Yucatan, se logro identificar a 17 taxones de amibas tecadas, de las cuales seis taxas de amibas
tecadas identificadas coinciden con la poblacion registrada anteriormente en este tipo de cuerpos

de agua por van Hengstum y cols. en el 2008.

De los tres sitios de muestreo, el cenote X-Batun presento la mayor riqueza de amibas tecadas (17
taxas), seqguido del sistema de cenotes T-Zabnah (diez taxas), quedando en ultimo lugar el cenote

D-Zombakal (cero taxas), donde no se logro observar la presencia de amibas tecadas.

1. Sistema de cenotes T-Zabnah

En el caso del sistema de cenotes T-Zabnah, se observo una baja riqueza y abundancia de
amibas tecadas a comparacion de la registrada en el cenote X-Batun. El biotopo mas diverso fué
el sedimento, quedando las biopeliculas y el agua en segundo y tercer lugar. Esto es de esperarse
ya que se conoce que el sedimento es el sustrato donde preferentemente se suelen encontrar
amibas tecadas, siendo reportados como organismos bentdnicos (Escobar et al., 2008). Sin
embargo, los géneros mas frecuentemente observados fueron: Euglypha, Tracheleuglypha y
Trinema, los cuales se caracterizan por la presencia de tecas autogénicas, es decir la teca es
elaborada por el propio organismo, siendo relativamente escasos los géneros de teca aglutinada
(xenogeénicas), esto nos puede estar indicando que la baja abundancia de amibas tecadas
xenogenicas en el sedimento del sistema de cenotes T-Zabnah, se podria deber a que este no es
adecuado para la elaboracion de tecas xenogénicas, ya que en sustratos muy compactos la
ausencia de material xenosémico para la construccion de la teca, suele ser una limitante en la
poblacion de las amibas tecadas (Laminger, 1978), de igual manera que los sustratos arenosos
son tipicamente bajos en nutrimentos y son inhéspitos para las amibas tecadas (Patterson vy
Kumar, 2002; Roe y Patterson, 2009).

Por otra parte hay que tener en cuenta que el sistema de cenotes T-Zabnah se encuentra en una

gruta donde la entrada de materia organica a los cuerpos de agua es escasa, donde el guano que
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cae directamente en la superficie sea la principal fuente de esta, lo que desfavorece la
proliferacion de amibas tecadas, sin dejar de lado que estos cuerpos de agua pueden estar siendo
sometidos a una fuente de estrés, debido a que el impacto antropogénico que hoy en dia se tiene
en Yucatan sobre estos cuerpos de agua, ha ido incrementando a lo largo de los ultimos afios,
siendo la agricultura una de las actividades con mayor impacto hacia la calidad del agua de los
cenotes, debido al uso de una gran cantidad de plaguicidas, los cuales pueden tener efectos
adversos a largo plazo sobre los organismos vivos (Rendon, 2016). Rodriguez y cols., (2018),
reportaron, que en las aguas subterraneas de los cenotes del municipio de Tecéh (lugar donde se
encuentra ubicado el sistema de cenotes T-Zabnah), se registraron valores elevados de heptacloro
y lindano, esto también puede llegar a tener una relacion con la baja diversidad de amibas
tecadas, sin embargo hace falta un estudio mas completo sobre el agua y sedimento de este
sistema, para poder descartar que, estos cuerpos de agua estén siendo afectados por el impacto

antropogénico.

2. Cenote X-Batln

El cenote X-Batln present6 la mayor riqueza y abundancia de amibas tecadas (17 taxas)
tanto en cultivos como en muestras fijadas a comparacion del sistema de cenotes T-Zabnah, lo
cual puede atribuirse a la presencia de materia organica que caia en la superficie al ser un cenote
de tipo abierto, asi como la gran diversidad de flora que hay en este cenote, ya que seguin lo
reportado por Ledeganck y cols. (2003), en sitios con una gran diversidad de vegetacion existe

una estrecha correlacién entre esta y la elevada riqueza de especies de amibas tecadas.

El biotopo que registro la mayor riqueza y abundancia de amibas tecadas en el cenote X-Batun,
fueron las biopeliculas, como lo reporta Esquivel (2018), esto puede deberse a que este biotopo
estd formado por sustancias poliméricas extracelulares producto del metabolismo de la flora y
fauna que se desarrolla sobre las algas, plantas, rocas, agua y sustratos artificiales; las
biopeliculas proveen un microhabitat que brinda proteccion, humedad y alimento a un gran
numero de microorganismos heterotrofos como son las amibas tecadas. El segundo biotopo con
mayor riqueza y abundancia de amibas tecadas, fue el sedimento, comparando las especies
registradas en el sistema de cenotes T-Zabnah con las registradas en el cenote X-Batin,
observamos que en X-Batun las especies con teca de origen xenogénica presentan una mayor

abundancia en este biotopo, lo que nos indica que el sedimento en este cuerpo de agua es
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adecuado para la elaboracion de dichas tecas, ya que se ha reportado que las amibas tecadas
tienen preferencia en sedimentos acuaticos con particulas minerales que facilitan la construccion
de su teca (Mattheeussen et al. 2005).

La elevada frecuencia y abundancia de especies del género Centropyxis en las muestras del
cenote X-Batun, nos hace inferir que este cuerpo de agua puede estar siendo sometido a alguna
fuente de estrés, basdndonos en estudios donde reportan que los taxones pertenecientes al género
Centropyxis son considerados oportunistas y adaptados a una variedad de condiciones, como bajo
suministro de nutrimentos, temperatura y agua contaminada (Holkova, 2007;Camacho et al.,
2015), también se han descrito como colonizadores de sitios altamente contaminados por arsénico
(As) y mercurio (Hg) (Patterson et al., 1996).

3. Cenote D-Zombakal

En el cenote D-Zombakal no se registrd la presencia de amibas tecadas, aungue este tenia
las condiciones fisicoquimicas para la proliferacion de amibas tecadas. Una causa de esto puede
ser gque el unico biotopo que se recolecto fué el del agua, ya que no se observé la presencia de
biopeliculas y el sedimento al que se tenia acceso era demasiado compacto lo cual dificultd la

recolecta del mismo.

Con los resultados observados, podemaos inferir que en el cenote D-Zombakal, al ser un cenote de
tipo semiabierto, donde no se observé la presencia de vegetacion alrededor del cuerpo de agua,
hay una escasa productividad primaria, lo cual dificulta la proliferacion de ciertos organismo
como bacterias o protozoos, esto se confirma ya que en todos los cultivos de muestras del cenote
D-Zombakal, no se observo la presencia de ningun microorganismo (bacterias 0 protozoos) a
diferencia de los cultivos del cenote T-Zabnah en donde si hubo presencia de protozoos, a pesar
de no haber observado una gran diversidad en las muestras fijadas, sin embargo, se necesitarian
hacer un estudio mas completo sobre la calidad del agua de este cenote y poder confirmar esta
aseveracion, ya que estudios sobre amibas tecadas en otros cuerpos de agua han demostrado que
factores fisicoquimicos como la temperatura, pH, oxigeno disuelto, conductividad, el contenido
organico de los sedimentos, entre otros, tienen cierta influencia sobre la diversidad de las amibas
tecadas (Payne et al., 2008).
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4. Parametros fisicoquimicos del agua

Los valores de temperatura del agua registrados en los tres sitios de muestreo (Cuadros.
21, 23 y 24) se encuentran entre la temperatura media del agua en cenotes (Schimitter-Soto et al.,
2002). En el caso de los valores de pH registrados en los sitios de muestreo, estos fueron valores
de pH entre 7-8, que son valores tipicos de estos sistemas ya que, por la naturaleza del suelo de
la peninsula, se suele presentar niveles de pH bésicos (Schimitter-Soto et al., 2002; Elias et al.,
2007; Cervantes-Martinez et al., 2009). Asi mismo estos valores de pH se consideran idoneos
para la supervivencia de amibas tecadas, estudios han reportado que en ambientes lacustres con
un pH alcalino, se presentan una alta diversidad de especies, debido a que en medios con pH
acido, algunas tecas (siendo principalmente las idiosomicas o autdgenas) suelen disolverse
(Escobar et al., 2008).

En el caso de los valores de conductividad registrados en los sitios de muestreo, el sistema de
cenotes T-zabnah registro una conductividad por debajo de los valores promedio para un
ambiente kérstico, valores de conductividad que oscilan entre los 0.6 y los 0.8 mS/cm (Bibiano et
al. ,2015). En el cenote X-Batln y cenote D-Zombakal, los valores de conductividad estuvieron
entre los 1.8 y 2 mS/cm, siendo mas elevados a comparacion de los registrados en el sistema de
cenotes T-Zabnéah, rebasando los valores descritos para sistemas karsticos, estos dos ultimos
sistemas presentan mayor profundidad, lo cual puede estar influyendo para presentar esos
elevados valores de conductividad, ya que se sabe que existe una correlacion entre la
conductividad y la profundidad de estos sistemas, ya que sistemas con una profundidad de 70 m
presentan conductividades entre 1.7 y 2.51 mS/cm (Elias et al., 2007), sin dejar de lado que en
sistema karsticos la concentracion de iones como carbonatos suele ser elevada y puede estar

siendo reflejada en las altas conductividades.
5. Analisis estadisticos

5.1 Indice de similitud de Bray-Curtis

En el dendograma de similitud, se observaron ocho grupos; los grupos uno, cinco, seis y
ocho, que agrupan muestras de biopeliculas, guano y sedimento pertenecientes al sistema de
cenotes T-Zabnah, donde se registro una baja riqueza y abundancia de amibas tecadas, siendo las

especies Euglypha laevis, Tracheleuglypha dentata y Trinema lineare, las mas frecuentes. Como
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se menciond anteriormente; la falta del material adecuado en el sedimento para la elaboracion de
las tecas de especies xenogénicas, puede ser un factor importante para la baja riqueza y abudancia
de amibas tecadas en el sistema de cenotes T-Zbanah. En el caso de los grupos tres y cuatro estos
fueron conformados por muestras de biotopos como biopelicula y sedimento perteneciente al
cenote X-Batun, presentaron una elevada similitud entre sus muestras, ya que es en estas es
donde se registro la mayor riqueza y abundancia de amibas tecadas. Por ultimo el grupo siete se
conformd por muestras del cenote X-Batun y Sistema de cenotes T-Zabnah, en este grupo se
observo la presencia de especies con teca de origen idiosomico; Tracheleuglypha dentata,
Euglypha laevis y Trinema lineare, las cuales caracterizaron a los diferentes grupos, dichas
especies se presentaron en bajas abundancias en el biotopo agua y debido a su pequefio tamafio
son especies de amibas tecadas que pueden ser dominantes en el plancton, ya que caracteristicas
como: la capacidad de formar vacuolas gaseosas para la flotacion, la produccion de tecas con
menor densidad, una mayor tasa de reproduccidon y una reduccién en su tamafio, resultan

ventajosas para su mantenimiento en la columna de agua (Alves et al., 2012),

5.2 Andlisis de componentes principales

En el PCA, no se logré observar alguna influencia de las variables ambientales con la
presencia o ausencia de amibas tecadas en las muestras revisadas. No obstante, podemos observar
el agrupamiento de las muestras con mayor riqueza y abundancia de amibas tecadas, las cuales
pertenecieron al cenote X-Batun, donde la especie Centropyxis constrica var. aerophila fue las
méas abundante en este sitio de muestreo, el cual presento una elevada conductividad a
comparacion del sistema de cenotes T-Zabnah, que como se menciond anteriormente registro una
baja riqueza y abundancia de especies, donde las especies mas frecuentes y abundantes fueron
Tracheuglypha dentata y Euglypha laevis.

Debido a lo anterior podemos inferir que los sitios con mayor riqueza de organismos, puede estar
relacionada con la conductividad, indicando la presencia de materia organica en los cuerpos de
agua, lo cual nos puede estar reflejando la productividad de los cuerpos de agua, ya que esta
ligada a la disponibilidad de recursos alimentarios y beneficia la presencia de comunidades de
protozoos entre ellos las amibas tecadas (Roe et al., 2009), sin embargo hace falta un estudio mas
detallado sobre la geoquimica de estos cuerpos de agua, asi como poder medir otras variables

ambientales y poder confirmar esta aseveracion.
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5.3 Analisis de correspondencia sin tendencia

Las relaciones ambiente-especie de acuerdo con el analisis de correspondencia sin
tendencia, demostraron que ciertas especies como Difflugia oblonga var. oblonga y Cyclopyxis
khali, taxones que han sido reportados como indicadores de cuerpos de agua mesotroficos,
tuvieron cierta afinidad al sedimento de la zona dos, ya que este presentaba un aspecto de “tierra
negra”, caracteristica de sedimentos ricos en materia organica, y que suelen ser preferidos por la
especie Difflugia oblonga var. oblonga (Roe y Patterson, 2014). Asi mismo las zona dos pueden
ser un punto de colecta para especies como Cyclopyxis eurystoma, y Paraquadrulla irregularis,

especies que solo se registrardn en las muestras de esa zona.

De la misma manera que en el analisis de cluster, se observé un grupo conformado por las
muestras de biopelicula de diferentes zonas del cenote X-Batun (grupo de color verde), las cuales
registraron la mayor riqueza y abundancia de organismos, siendo Centropyxis constricta var.
aerophila la especie més abundante en este grupo y que ha sido reportada anteriormente en estos
cuerpos de agua por van Hengstum vy cols. en el 2008, refiriéndola como una especie capaz de
tolerar diferentes gradientes de salinidad y que probablemente sea una especie caracteristica de

estos cuerpos de agua.

En este mismo grupo se observd la frecuencia de Centropyxis aculeata var. discoides y
Centropyxis aculeata var. aculeata, especies que han sido referidas como especies oportunistas
capaces de tolerar condiciones ambientales benignas o adversas (Zapata et al., 2002; Fernandez et
al., 2012) ambas especies se han reportado en cuerpos de agua salobre en las regiones costeras,
asi como en lagos acidificados por minas, contaminados por metales u otros materiales y con
bajos niveles de oxigeno (Roe y Patterson, 2014), las cuales nos hacen inferir que este cuerpo de
agua pueda estar siendo sometido a una fuente de estrés.

Las especies Euglypha rotunda y Tracheleuglypha dentata, mostraron una relacion al ser las
especies mas abundantes en la muestra de biopelicula de la zona cinco, estas especies se
caracterizan por presentar una teca de silice la cual se ve favorecida por el pH de este cuerpo de
agua, ya que al ser un pH casi basico, la preservacion de tecas autogénicas es mayor a

comparacion de cuerpos de agua con pH acidos, donde la teca suele disolverse.
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IX. CONCLUSIONES

1. EIl presente trabajo contribuyd al conocimiento de las amibas tecadas generando un
segundo antecedente de la presencia de estos organismos en cenotes del estado de

Yucatan.

2. Fueron identificadas 17 taxas de amibas tecadas, divididas en nueve géneros, 15 especies
y cinco variedades, de los cuales 11 son nuevos registros en cenotes del estado de

Yucatan.

3. Se aislaron e identificaron 1455 organismos, divididos en ocho géneros, de los cuales
Centropyxis, Euglypha y Tracheleuglypha, fueron los géneros mas representativos.

4. Se elabord un registro microfotografico de las especies de amibas tecadas identificadas en

los sitios de muestreo.

5. De los tres sitios de muestreo solo se observo la presencia de amibas tecadas en las
muestras del cenote X-Batun y sistemas de cenotes T-Zabnah. De los cuales la mayor
riqueza de amibas tecadas fue en el cenote X-Batun, mientras que la menor se registrd en
el sistema de cenotes T-Zabnah (diez taxas). El cenote con mayor abundancia de
organismos fue X-Batun, ya que del total del 100% de individuos aislados en todo el
estudio, el 95 % se localizo6 en este cenote y el 5 % restante se localiz6 en las muestras del

sistema de cenotes T-Zabnah.

6. En el sistema de cenotes T-Zabnah y cenote X-Batun, se recolectaron los cuatro biotopos
estudiados: agua, biopeliculas, sedimento y guano, para el caso del cenote D-Zombakal,
solo se recolectaron muestras de agua, debido a la ausencia de los demas biotopos. Los
biotopos que presentaron la mayor riqueza de especies fueron; el sedimento (diez taxas)
en el sistema de cenotes T-Zabnah y las biopeliculas (17 taxas) en el cenote X-Batun,

fueron las biopeliculas con 17 taxas.
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7.

10.

v

La variedad méas abundate reportada en este estudio fue Centropyxis constricta var.
aerophila, representando casi el 37 % del total de los organismos contabilizados.

De acuerdo con el anélisis de componentes principales, no se relacioné ningun factor
fisicoquimico del agua con la presencia y abundancia de amibas, sin embargo, la
conductividad parece ser el parametro que podria estar influyendo en la proliferacion de
amibas tecadas, ya que en sitios con una conductividad elevada se registrd una mayor

riqueza de especies de amibas tecadas.

Hacen falta méas estudios sobre la ecologia de las amibas tecadas en estos cuerpos de
agua, asi como medir otros factores fisicoquimicos en agua y sedimentos, lo cual podria
explicar porque en sitios donde las condiciones son idoneas para su reproduccion, como

fue el caso del cenote D-Zombakal, estas no lograron observarse.

La presencia de especies del genero Centropyxis, el cual ha sido reportado como
indicador de cuerpos de agua perturbados, nos hace inferir que los cuerpos de agua

muestreados en este trabajo pueden estar siendo sometidos a una fuente de estres.
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XI1. ANEXOS

Anexo 1. Soluciones e infusiones para medios de cultivo

Extracto liquido de suelo
Puntos a considerar antes de preparar el extracto de suelo:

1.- Utilice suelo de jardin, evite usar suelo de bosque o un tipo de suelo que tengan un exceso de
materia organica, arena o arcilla.

2.- Revise el pH del medio preparado y ajustelo a 7
3.- Remueva rocas y escombros como hojas, ramas, etc., antes de usar el suelo

4.- Deje secar el suelo al sol aproximadamente 3 dias antes de usarlo, el tiempo dependeré de la
cantidad de humedad que contenga el mismo.

5.- Ya que el suelo este completamente seco, se pasara a través de diferentes tamices, esto con la
intension de dejar el suelo lo mas fino posible.

Procedimiento

1.- Mezcle el suelo con el agua siguiendo estas proporciones:

Botella (500mL) Botella (250mL)

Suelo de jardin 529 359 29
Agua destilada 330mL 220mL 15mL

2.- Mezcle la cantidad de suelo con el volumen de agua destilada de acuerdo a las proporciones
sefialadas.

3.- Filtre la mezcla con un filtro de café

4.- Esterilice en autoclave a 15psi, 121°C durante 15min.
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Extracto de suelo con sales

Materiales
¢ Extracto liquido de suelo..................... 10mL
@ KoHPO4, 0.1 % p/Veeeeiiiieee, 2mL
% M@SO4.7H20,0.1 % p/V.eeeiiiiiiiean 2mL
@ KNO31.0% P/Veriiiiiiiiece e, 2mL
s Aguadestilada...................oc 84mL

Procedimiento

e Mezclar los volumenes de cada solucidn y esterilizar en autoclave a 15psi, 121°C durante
15min.
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Solucidén Prescott- James (para Amoeba proteus)

Realiza tres soluciones stock, cada una con 100ml de agua destilada

% Solucidn stock A
CaCl,.2H,0 - 0.433g
(] [E— > 0.162g

% Solucion stock B
KoHPO4 ----- - 0.512¢g

% Solucidn stock C

MgS0.4.7H,0-> 0.280g

Procedimiento:

e Combine 1ml de cada solucion stock y aforar a 1 litro con agua destilada para obtener la
solucion final.

e Esterilice en autoclave a 15psi, 121°C durante 15min.

Infusion de granos
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Use granos los cuales no hayan sido tratados con fungicidas o insecticidas.
1.- Pase ligeramente los granos por la flama de un mechero

2.- Coloque el agua destilada en un vaso de precipitado o matraz

3.- Coloque los granos

4.- Caliente hasta ebullicion y deje calentando hasta alcanzar el tiempo recomendado para cada
grano.

Tiempo de coccion por cada tipo de grano:

v Cebada, avena y arroz integral: 2 o 3 granos por cada 25 a 30ml de agua. Hervir por 5
minutos

v" Alpiste: 10 a 12 granos por cada 25 a 30ml de agua. Hervir por 5 minutos.

v' Maiz: Use granos de maiz secos, uno por cada 25 a 30ml de agua. Hierva por 10 minutos,
luego haga un hoyo a lado de cada grano de maiz

v Mijo: Alrededor de 5 granos por cada 25 a 30ml de agua. Hierva por un minuto.

v Arroz integral: 2 a 3 granos por cada 25 a 30ml de agua. Hervir solamente el agua por

5min el agua y después dejar enfriar y agregar los granos de arroz.

Infusion de planta (Cerophyl 0.15%)
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Material

*,

% Cerophyl................. 0.15¢g
Agua destilada......... 100mL
Filtro de café

Parilla eléctrica
Potenciometro

L)

X/ X/ X/ X/
L X X X S X4

Procedimiento

e Disolver 0.15g de cerophyl en 100mL de agua destilada, llevar a ebullicion y después
hervir a fuego lento por 10min.

e Clarificar la infusion pasandola a traves de un filtro de café, posteriormente el pH del
filtrado sera ajustado a 7 usando 0.1M de NaOH.

e Esterilizar en autoclave a 15psi, 121°C durante 15min.

Medio liquido con solucion Prescott-James
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Reactivos

+¢+ Solucidn Prescott —James (estéril)

¢ Extracto de suelo con sales (estéril)

+ Infusion de granos (trigo, maiz, arroz)

% Infusion de planta (Cerophyl 0.15%) (esteril)

¢+ Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes inactivada por calor
¢+ Concentrado de muestra centrifugada

s *Arena de mar (estéril) (Usar para cultivo de amibas tecadas)

Material

¢+ Placa de 6 pozos para cultivo celular
¢ Pipetas Pasteur estériles

%+ Mecheros

¢ Pipeta de 1mL estéril

% Pinzas

Procedimiento

s+ Agregar 1mL de la solucion Prescott-James en cada pozo de la placa de cultivo celular a
utilizar.

++ Posteriormente agregar la cantidad de las soluciones en la siguiente proporcion:
v' Extracto de suelo con sales: (4 gotas)

Infusién de granos: (3 gotas por cada infusién de trigo, maiz y arroz)

Infusién de planta : (3 gotas)

Tubo de concentrado de Enterobacter aerogenes: (1 gota)

Concentrado de la muestra centrifugada (6 gotas)

*Arena de mar (estéril): Agregar una pizca de granos de arena

AURNENE NN

+«+ Dejar a temperatura ambiente o colocar en incubadora segun sea el objetivo de estudio
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Anexo 2. Abreviaturas utilizadas

Abreviatura Significado

X1A Muestra de agua, de la zona del cenote X-Batln
X1S1 Muestra de sedimento, de la zona uno del cenote X-Batln
X1BP1 Muestra uno de biopelicula, de la zona uno del cenote X-Batun
X1BP2 Muestra dos de biopelicula, de la zona uno del cenote X-Batln
X1BP3 Muestra tres de biopelicula, de la zona uno del cenote X-Batun
X2A Muestra de agua, de la zona dos del cenote X-Batln
X2S1 Muestra uno de sedimento, de la zona dos del cenote X-Batin
X2S2 Muestra dos de sedimento, de la zona dos del cenote X-Bat(n
X2BP1 Muestra uno de biopelicula, de la zona dos del cenote X-Batln
X2BP2 Muestra dos de biopelicula, de la zona dos del cenote X-Batun
X2BP3 Muestra tres de biopelicula, de la zona dos del cenote X-Batun
X3A Muestra de agua, de la zona tres del cenote X-Batun
X3S1 Muestra uno de sedimento, de la zona tres del cenote X-Batln
X382 Muestra dos de sedimento, de la zona tres del cenote X-Batun
X4S1 Muestra uno de sedimento, de la zona cuatro del cenote X-Batun
X4S2 Muestra dos de sedimento, de la zona cuatro del cenote X-Batln
X4BP1 Muestra uno de biopelicula, de la zona cuatro del cenote X-Batln
X4BP2 Muestra dos de biopelicula, de la zona cuatro del cenote X-Batun
X5BP1 Muestra uno de biopelicula, de la zona cinco del cenote X-Batln
T2S Muestra de sedimento, de la zona dos del sistema de cenotes T-Zabnéh
T3S Muestra de sedimento, de la zona tres del sistema de cenotes T-Zabnah
T4BP1 Muestra uno de biopelicula, de la zona cuatro del sistema de cenotes T-Zabnah
T6S Muestra de sedimento, de la zona seis del sistema de cenotes T-Zabnah
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T7S Muestra de sedimento, de la zona siete del sistema de cenotes T-Zabnéh
T8S2 Muestra dos de sedimento, de la zona ocho del sistema de cenotes T-Zabnah
T9BP1 Muestra uno de biopelicula, de la zona nueve del sistema de cenotes T-Zabnah

T11M1(A+BF) Muestra mixta uno de agua y biopelicula, de la zona 11 del sistema de cenotes

T-Zabnah
T13G1s Muestra uno de guano seco, de la zona trece del sistema de cenotes T-Zabnéh
T14G2h Muestra dos de guano humedo, de la zona trece del sistema de cenotes T-
Zabnah
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