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Resumen

Existen diversos factores que influyen en la presencia de las amibas en el ambiente
acuatico, como puede ser la presencia de organismos como macrofitas acuaticas, las cuales
tienen el potencial de inhibir su desarrollo u otorgarles condiciones adecuadas para sobrevivir,
como son sustrato, alimento y proteccion. No se conoce con profundidad la interaccion entre las
condiciones ambientales y las amibas; ademas de que el estudio de las amibas de vida libre se
ha centrado en unas pocas especies de importancia médica y se ha dejado de lado el estudio
de la ecologia de las especies no patdgenas. Es por estas razones que en el presente estudio
se analizé como la composicién y abundancia de las amibas se relacionan con la ausencia y
presencia de dos diferentes macréfitas acuaticas.

Se realizaron dos muestreos abarcando las épocas de secas y de lluvias en un canal
aledano a la Laguna de Salazar. El primer sitio fue en un punto con Potamogeton sp., otro sitio
fue en una zona con Hydrocotyle sp. y un tercer sitio correspondié a una zona sin presencia de
macrofitas. A su vez se registraron algunos parametros ambientales para relacionarlos con la
frecuencia y densidad de las amibas.

Se identificaron 15 taxones pertenecientes a 11 géneros. Arcella, Naegleria y
Vermamoeba se observaron en todos los sitios en ambas épocas, mientras que Vannella 'y
Korotnevella sélo se encontraron en secas. Difflugia, Saccamoeba y Thecamoeba Unicamente
se presentaron en lluvias. De entre los parametros ambientales, sélo la correlacién de las
densidades de bacterias totales con la abundancia de amibas desnudas fue significativa
(p<0.06). La abundancia de amibas desnudas fue menor que la de amibas testadas, siendo el
sitio con Hydrocotyle el que registré los valores mas altos de abundancia de ambos grupos.

Se concluye que el efecto de las macréfitas sobre las amibas es indirecto al afectar el
ambiente que las rodea, otorgando una mayor complejidad al habitat, ejerciendo algun cambio

sobre los parametros ambientales o modificando la disponibilidad de alimento de las amibas.



Abstract

Free-living amoebae (FLA) can be affected by some factors including the presence of
organisms like aquatic macrophytes which have the potential of inhibit the amoebae or giving
them the necessary conditions to survive, such as food, large habitat to live in and protection. It
is not well known how the interaction between FLA and environmental conditions works; besides
the study of FLA has been focused on a few species with medical concern and the ecological
study of the non-pathogenic FLA has been neglected. For this reason, the presented work
aimed to analyze how the distribution and abundance of FLA are related to the presence or
absence of two different macrophytes.

Two samplings were made covering the rainy and dry seasons; they were made in a
channel bordering a lagoon. The first collecting site was one with Potamogeton sp., a second
one with Hydrocotyle sp., and the third one with no macrophyte in it. Also, some environmental
parameters were measured to relate them with the amoebae abundance.

Fifteen taxa belonging to eleven genera were identified. Arcella, Naegleria, and
Vermamoeba were observed in all sites and both seasons. Vannella and Korotnevella were
observed only in the dry seasons while Difflugia, Saccamoeba, and Thecamoeba were in the
rainy season. Naked amoebae abundances with total bacteria densities had a significant
correlation (p<0.06). The abundance of naked amoebae was lower than the testate abundance,
and the site with Hydrocotyle had the highest amoebae abundance.

In conclusion, the effect of the macrophytes on the amoebae was not found to be direct,
even though the macrophytes can affect amoebae indirectly by changing the environment
around them, giving them more complexity, changing the environmental parameters or the food

availability.



Introduccién

Los protistas de vida libre son eslabones importantes en los ciclos de materia y energia,
gracias a su rapida reproduccion y a su consumo de grandes cantidades de alimento en su
dieta diaria. Son cosmopolitas y de dispersion ubicua (Fenchel et al., 2019; Finlay, 2004); sin
embargo, son mas comunes en ambientes acuaticos, donde amibas, ciliados y flagelados
heterétrofos depredan bacterias, algas y otros protistas, fungiendo como consumidores
primarios y secundarios (Anderson, 2010; Finlay & Esteban, 1998; Sherr & Sherr, 2002). Los
protistas forman parte del circuito microbiano y una de sus funciones principales es la de ser
“reempacadores troficos” que ponen al alcance de organismos de tallas mayores como rotiferos,
cladéceros y copépodos, una porcion muy importante de la materia y la energia contenida en
las bacterias (Anderson, 2010; Gifford, 1991; Sherr & Sherr, 2002).

Las amibas, a pesar de tener algunas caracteristicas morfolégicas similares,
actualmente son consideradas como un grupo polifilético cuyos miembros pertenecen a
supergrupos diferentes dentro de la clasificacién de los protistas (Adl et al., 2019; Pawlowski,
2008; Smirnov et al., 2011). En un principio, las amibas se clasificaron de acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas y de alimentacion, entre otras consideraciones (Page, 1976); sin
embargo, en las ultimas décadas se implementaron técnicas genéticas, que le han dado un
cambio drastico a la taxonomia actual de las mismas (Fuerst et al., 2015; Godeanu, 2020). La
mayoria de las amibas de vida libre se encuentran en el supergrupo Amoebozoa y los
supergrupos Excavata, Rhizaria y Opisthokonta, siendo Amoebozoa el grupo mas estudiado en
cuanto a la taxonomia se refiere (Adl et al., 2019; Cavalier-Smith, 1998; Samba-Louaka et al.,
2019; Smirnov et al., 2011).

A pesar de pertenecer a grupos diferentes, la caracteristica mas comun en los amébidos
es la presencia de pseudopodos, con los cuales realizan la locomocién y alimentacion,
fagocitando a sus presas con ellos. Aunque pueden llegar a alcanzar tamafios iguales o

superiores a 500 uym, la mayoria de las especies tiene un tamano menor a 30 um. Numerosas



especies son capaces de formar quistes, lo cual les permite sobrevivir a condiciones adversas
(Anderson, 2010; Finlay & Esteban, 1998; Page, 1988).

Las amibas de vida libre se pueden dividir en dos tipos; las que tienen testa (testadas) y
las que no tienen testa (desnudas). La testa puede ser autdégena, cuando las amibas secretan
su propia testa que puede ser proteica, silicea o calcarea; o puede ser xenogénica cuando es
formada por la aglutinacién de particulas organicas o minerales capturadas del ambiente
(Ogden & Hedley, 1980; Patterson & Kumar, 2002). Son frecuentes en ambientes de agua dulce
y salobre, incluidos los lagos y habitats terrestres humedos como turberas, suelos, cortezas de
arbol, aguas estancadas y marismas. Este grupo es particularmente util para el monitoreo de
lagos y es asociado con cambios de pH, eutrofizaciéon y a contaminantes (Patterson et al., 2013;
Patterson & Kumar, 2002).

En los cuerpos de agua, las amibas pueden vivir en el sedimento y se alimentan
principalmente de bacterias, mientras que otras viven adheridas a las superficies, e inclusive se
adhieren a la pelicula superficial del agua. Las pocas amibas que se encuentran en la columna
de agua suelen estar adheridas a particulas suspendidas (Finlay & Esteban, 1998; Rodriguez-
Zaragoza, 1994; Rogerson et al., 2003). Las amibas de mayor tamafio son capaces de ingerir a
otros protistas incluyendo ciliados, flagelados y algunas microalgas, convirtiéndolas en
importantes eslabones dentro de las redes tréficas microbianas y participantes fundamentales
en la purificacion del agua, los ciclos de nutrientes y la mineralizacion de la materia organica
(Anderson, 2010; Ren et al., 2018; Rodriguez-Zaragoza, 1994). Es importante mencionar que,
aunqgue no es constante, existen diversos factores que pueden favorecer, o no, la presencia de
las amibas en el ambiente, como lo son factores fisicos y quimicos; por ejemplo, la temperatura,
oxigeno disuelto, salinidad, etc. (Patterson & Kumar, 2002; Rodriguez-Zaragoza, 1994),
también pueden ser la presencia de otros organismos como macrofitas acuaticas, las cuales
tienen el potencial de inhibir su desarrollo (Derda et al., 2016; Niyyati et al., 2016) u otorgarles
condiciones adecuadas para sobrevivir, como son sustrato, alimento y proteccion (Ramirez

et al., 2010; Rodriguez-Zaragoza, 2005a; Rodriguez-Zaragoza, 2005b; Thomaz & Cunha, 2010).



No se conoce con profundidad la importancia de las amibas en los ecosistemas
naturales ni la interaccion entre las condiciones ambientales y las especies de este grupo (Ren
et al., 2018). Una limitante significativa ha sido la carencia de métodos eficaces para el estudio
de la diversidad de estos organismos, su cuantificacion y sus funciones ecoldgicas, por lo cual
se trata de un campo que ha sido poco abordado (Sherr & Sherr, 2002; Vickerman, 1992). Para
su estudio suelen utilizarse métodos de cultivo para aislar e identificar a las amibas del
ambiente; sin embargo, la fuente de alimento, temperatura y las especies no cultivables hacen
que estos métodos sean inexactos, ademas de costosos y laboriosos. Se recurre a la
identificacion morfoldgica, ya que las técnicas moleculares se han enfocado a unas pocas
especies y es dificil usar técnicas que permitan identificar a todas las amibas del medio. La
identificacion morfolégica requiere experiencia y observar las muestras in vivo, ya que muchas
veces el proceso de fijacion provoca cambios citoldgicos, por lo que no pueden identificarse
(Anderson & Rogerson, 2011; Delafont et al., 2016; Le Calvez et al., 2012; Reynaud et al.,
2020). Estas son algunas de las razones por lo que otros protistas, como los ciliados, se han
estudiado con mayor profundidad (Finlay & Esteban, 1998). Aunado a lo anterior, el estudio de
las amibas de vida libre se ha centrado en unas pocas especies de importancia médica, debido
al potencial patdégeno que presentan, y se ha dejado de lado el estudio de la ecologia de las
especies no patdgenas, las cuales son la abrumadora mayoria (Rodriguez-Zaragoza, 1994).

Las macrdfitas suelen convertirse en componentes importantes en el habitat acuatico al
influenciar procesos ecolégicos, como el ciclo de nutrientes al ayudar en la transferencia de
elementos quimicos del sedimento al agua o al retener sélidos y nutrientes en las raices u hojas
sumergidas, y estos puedan ser usados por microalgas o bacterias. También se ha visto que
pueden modificar, en el agua, el oxigeno, pH y alcalinidad como resultado de su metabolismo, o
inclusive inhibir el desarrollo de microalgas, bacterias o cianobacterias gracias a sustancias
alelopaticas que pueden secretar; sin embargo, uno de sus mayores roles en el habitat donde
se encuentra es la de conferir complejidad al habitat acuatico, tanto asi que se ha usado para

explicar la diversidad a microescalas, pues las estructuras sumergidas, como hojas, raices y



tallos pueden fungir como sustrato al cual se pueden adherir microorganismos (Mieczan et al.,
2018; Thomaz & Cunha, 2010).

Las macrdfitas acuaticas, en aguas continentales, se pueden clasificar seguin su
crecimiento; en enraizadas sumergidas, como algunas especies del género Potamogeton,
enraizadas de hojas flotantes, enraizadas emergentes como Hydrocotyle spp., libres flotadoras
y libres sumergidas (Evans, 1988; Lot & Novelo, 1988; Zepeda-Gémez et al., 2012).
Potamogeton es un género bastante frecuente en los cuerpos de agua mexicanos, tanto en
aguas dulces y salinas, con temperaturas muy variables (Gonzalez Gutiérrez, 1989; Zepeda-
Gomez et al., 2012). Algunas especies del género han sido estudiadas, entre otras cosas, por
su capacidad de fitorremediacién (Nabi, 2021; Xu et al., 2021) y su efecto en la composicion de
comunidades de bacterias, algas y macroinvertebrados (Mieczan et al., 2018; Poi et al., 2021;
Yan et al., 2019; Yin et al., 2020; Zhang et al., 2019). Por otro lado, Hydrocotyle crece por
rizoma y llega a cubrir grandes areas (Evans, 1988). Algunas especies de este género han sido
objeto de estudio en ambitos de fitorremediacién (Basilico et al., 2017a, 2017b; Wong-Arguelles
et al., 2021), relacionado a fitoquimica, farmacognosia, uso medicinal (Kaboua et al., 2021;
Souza et al., 2021) y su efecto en la composicion de comunidades de otras plantas,
macroinvertebrados, fitoplancton y zooplancton (Reynolds & Aldridge, 2021; Stiers & Triest,
2017).

Es altamente probable que las macrdfitas acuaticas tengan también una influencia
importante sobre las amibas, pero esta interaccién ha sido muy poco estudiada. Es por estas
razones que el presente estudio busca aportar conocimiento a la ecologia de las amibas
acuaticas analizando cémo su composicion y abundancia se relacionan con las diferentes
condiciones ambientales en las que habitan y con un enfoque hacia la influencia que pueden

tener dos tipos diferentes de plantas acuaticas.



Objetivos

General

Estudiar algunos aspectos ecologicos de las amibas de vida libre en un cuerpo de agua
dulce con ausencia y presencia de dos diferentes macrdfitas acuaticas.
Particulares

Conocer la riqueza especifica de las amibas en un canal aledafio a la Laguna de Salazar,
Estado de México, en ausencia de plantas y en la presencia de la macrdfita sumergida
Potamogeton, y de la macréfita emergente Hydrocotyle.

Calcular la densidad total de amibas en cada uno de los sitios muestreados.

Registrar la temperatura, conductividad, oxigeno disuelto, pH, clorofila, densidades de
bacterias totales, fésforo y nitrégeno totales; en cada sitio.

Analizar y comparar la riqueza y abundancia de las amibas en las tres condiciones
ambientales distintas (ausencia de plantas, presencia de Hydrocotyle y presencia de

Potamogeton) y relacionarla con las condiciones ambientales.

Metodologia

Campo

Se realizaron dos muestreos en el ano 2021, siendo el primero en el mes de marzo,
cubriendo la época de secas, y el segundo en julio del mismo afno, cubriendo la época de lluvias.

Los muestreos se realizaron en tres sitios, en un canal de aproximadamente 60 m de
longitud y con una profundidad aproximada de 0.5 m, situado a la orilla de la Laguna de Salazar.
Esta laguna es un cuerpo de agua somero ubicado en el Estado de México, el cual pertenece al
Parque Nacional Insurgente Miguel Hidalgo y Costilla (Figura 1). El clima es semifrio-
subhumedo con una temperatura media de 10.1°C, con una precipitacion promedio de 1306.5

mm (CONANP, 2019).
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Figura 1 Mapa de la zona de la Laguna de Salazar y puntos de muestreo en el canal de estudio.

El primer sitio correspondié a una zona con crecimiento de la macroéfita acuatica
sumergida Potamogeton sp., el segundo sitio fue en una zona con crecimiento de la macrdfita
emergida Hydrocotyle sp., y un tercer sitio se ubicd en una zona sin macrofitas acuaticas

(Figura 1).



Los sitios de muestreo se catalogaron como se muestra a continuacion:

- Hydro1: Sitio con macréfita Hydrocotyle, primer muestreo (secas).

- Hydro2: Sitio con macrofita Hydrocotyle, segundo muestreo (lluvias).

- Pota1: Sitio con macrofita Potamogeton, primer muestreo (secas).

- Pota2: Sitio con macrofita Potamogeton, segundo muestreo (lluvias).

- Sin1: Sitio sin macrdfita, primer muestreo (secas).

- Sin2: Sitio sin macrdfita, segundo muestreo (lluvias).

En el primer muestreo se obtuvieron directamente 500 mL de la columna de agua (a 0.2
m de profundidad aproximada), de los cuales 15 mL se fijaron con formol al 2%, y 500 mL del
bentos, incluyendo 2 cm del sedimento, colectados con un nucleador. Para el segundo
muestreo se tomaron 500 mL de la columna de agua a la misma profundidad, también tomando
15 mL para fijarlos con formol al 2%, y 250 mL de la pelicula superficial, con ayuda de un gotero
de 20 mL. Para el primer y segundo muestreo se analizaron seis muestras en cada uno, tres del
agua y tres del bentos para el primer muestreo y tres de agua y tres de la superficie en el
segundo.

Todas las muestras se colocaron en frascos estériles de plastico y se mantuvieron a
temperatura ambiente para su procesamiento 24 horas después en el laboratorio de Limnologia
y de Microbiologia Ambiental dentro de la Unidad de Investigacion Interdisciplinaria en Ciencias
de la Salud y la Educacion de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM.

Adicionalmente, se midieron in situ la profundidad, temperatura, conductividad y oxigeno
disuelto con una multisonda YSI modelo 85; mientras que el pH se midié con un potenciémetro
Conductronic pH15.

Laboratorio
Identificacion y densidades de amibas

Las muestras de agua se homogenizaron y se tomé una alicuota de 50 mL de cada una

para la identificacién de amibas, se concentro la alicuota por centrifugacion (15 min a 3500

RPM en una centrifugadora Boecco U-32), posteriormente se inoculé un mL del pellet en una



10
caja de cultivo con agar NNE (Page, 1988) y otro en agar extracto de levadura y malta
(Sigma®); este proceso se realizé por duplicado. Se incubaron las cajas a 25°C, realizando una
primera identificacion a las 48 h, y una segunda a las 72 h. Para la identificacién de amibas
testadas se tomo 0.1 mL de la alicuota y se observo directamente al microscopio. La
identificacion de las amibas se realizd en un microscopio 6ptico con contraste de fases (Zeiss
K7 con objetivo 40x), de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas, siguiendo las claves de
identificacion de Lee et al., (2000), Page, (1988) y el articulo de Sigala et al., (2016). Para la
identificacion del género Naegleria, ademas de observar el trofozoito y quiste, se realizé una
prueba de flagelacion (Page,1988). La prueba de flagelacion se realizé agregando agua
destilada estéril al cultivo de las cepas que se ubicaron como probables de pertenecer al género.
El cultivo se observo con el microscopio cada media hora para detectar la fase flagelada.

Para determinar la densidad total de amibas desnudas se realizé una modificacién del
meétodo de una sola dilucidn descrito por Anderson y Rogerson (1995) y Smirnov & Brown
(2004); se tomaron alicuotas de 50 mL de la muestra original, las cuales se centrifugaron por 15
min a 3500 RPM (Centrifuga Boecco U-32), se decantd el sobrenadante y el pellet se llevo a
una dilucién de 1:100. Se inocularon 10 pL de la dilucién en cada pozo de una caja de cultivo de
48 pozos. Cada pozo contenia 2 mL de agar extracto de levadura y malta (Sigma®). Las cajas
se incubaron a 25°C, realizando una observacion a las 48 h en busca de crecimiento de amibas,
y una segunda observacion a las 72 h. Para la obtencion de las densidades totales se contaron
los numeros de pozos en los que hubo crecimiento de amibas y se utilizé la siguiente formula:

_n><106
 VXF

Donde N es el numero de amibas por litro; n es el numero de pozos positivos; V es el
volumen total en pL inoculados por plato de cultivo en los pozos (480); 106 es un factor de
conversion de uL a litros y F es el factor de dilucion usado (100). Las densidades de amibas se
calcularon como numero de amibas por litro (amibas/L); sin embargo, Smirnov & Brown (2004)

propusieron el término de minima abundancia posible (MPA por sus siglas en inglés, Minimal
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Posible Abundance), por lo que en los cuadros 2 y 3, asi como en el resto del escrito, asi se
referira.

Para el conteo de amibas testadas se colocd 0.1 mL, de la alicuota concentrada, en una
camara de Palmer Maloney y se contaron las testas totales presentes a un aumento de 400x.
Se realizo el conteo por triplicado y se obtuvo el promedio. Posteriormente se realizd una
correccion por la concentracion y se extrapolé para obtener los niumeros de amibas testadas

totales por litro de agua (ATI/L).

Mediciéon de parametros ambientales

Para medir el nitrégeno y fosforo totales se tomaron 50 mL de cada muestra se realizé la
digestién quimica de la materia organica presente utilizando persulfato de potasio en
condiciones basicas. Las muestras se colocaron en autoclave durante 30 minutos a 115 °C
(Valderrama, 1981). Una vez que las muestras alcanzaron la temperatura ambiente se procedio
al andlisis del nitrégeno y el fosforo totales; el primero se determiné en forma de N-NOs en mg/L
y el fésforo en forma de P-PO4* en mg/L, con los métodos espectrofotométricos de reduccién
de cadmio (Nitraver 5) y del acido ascérbico (Phosver 5), respectivamente, utilizando un
laboratorio portatil de calidad de agua marca HACH modelo DREL/2000.

El recuento de bacterias totales se realizd con la técnica de epifluorescencia con 4'6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) (Porter & Feig, 1980). Se realizé un filtrado con una bomba manual
de vacio a través de filtros de policarbonato de 0.22 ym de apertura de poro y de 13 mm de
diametro previamente tefiidos con una solucion saturada de negro clorazol como fondo de
contraste. A 2 mL de la muestra fijada con formol se le agregaron 50 uL de DAPI, dejandolo
reaccionar de 5 a 10 min. Una vez pasado ese tiempo se filtré la muestra y el filtro se monté
sobre una gota de aceite de inmersion en un portaobjetos, se colocé otra gota encima para
evitar la desecacién y se colocd un cubreobjetos. Las observaciones se llevaron a cabo con un
microscopio Axioscop A1 Carl Zeiss equipado con filtros G365, FT395 y LP420 a un aumento

de 1000X. Para el primer muestreo se contaron 200 bacterias por muestra, por lo que el
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intervalo de confianza fue de £ 20%, mientras que para el segundo muestreo se contaron 400
bacterias por muestra, dando un intervalo de confianza de + 10% para la estimacién de la media
(Wetzel & Likens, 2000).
El calculo de la densidad de bacterias se realizé utilizando un micrémetro cuadriculado

de Whipple, y usando la siguiente férmula:

B X Af v
=—X
x Nc X Ac m

Donde x es el numero de bacterias/mL; B es el nUmero de bacterias contadas; Af es el
area filtrable (7x106 um?); Nc es el nimero de cuadrantes contados; Ac es el area del cuadrante
(169 um?) y Vm es el volumen filtrado.

La clorofila a fue medida mediante el método de Arar y Collins (1997). Se filtraron las
muestras de agua (1 a 5 mL de cada una) a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/F
(Tamano de poro de 0.7 um). Para la extraccion se colocaron los filtros en acetona al 90%
durante aproximadamente 24 horas a 4 °C y en ausencia de luz. Posteriormente, los filtros se
maceraron y se elimind la turbidez mediante centrifugacion a 3000 RPM durante 15 minutos. El
sobrenadante se coloco en celdas de cristal y se midié su fluorescencia mediante un
fluorébmetro Turner Designs modelo 10AU adecuadamente calibrado.

Para la dureza total y de calcio se tomaron dos alicuotas de 50 mL, y por el método de
titulacion con EDTA se midié la dureza de calcio y total (American Public Health Association

et al., 2017).

Analisis estadisticos

Se realiz6 un analisis de rarefaccion Mao Tau basado en muestras y una estimacion de
Chao2 con el programa EstimateS ver. 9.1 (Colwell & Elsensohn, 2014) para estimar si las
especies encontradas eran todas las especies que se podrian encontrar en los muestreos, asi
como hacer una extrapolacién de muestreos y observar cuantos muestreos son necesarios para
alcanzar el numero de especies estimadas. Posteriormente se usé el programa PAST (Hammer

et al., 2001) para realizar los siguientes analisis: para comprobar si existian diferencias
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significativas entre los sitios de muestreo se realizaron dos ANOSIM; uno utilizando los datos de

riqueza de especies de amibas y otro con los datos de los parametros fisicos y quimicos.

Ademas, se aplicd un analisis de agrupamiento de los sitios y épocas para construir un

dendrograma de similitud mediante el indice de Jaccard y el método de agrupamiento UPGMA,

con los datos de presencia o ausencia de amibas. Se realizé un analisis no paramétrico de

correlacion de Spearman con los datos de densidades de bacterias y densidades de amibas

para establecer si habia relacion entre los protistas y su principal alimento. Para ordenar los

sitios de acuerdo con su parecido en las variables ambientales se realiz6é un analisis de

ordenamiento no métrico multidimensional (NMDS) usando los datos de las variables fisicas y

quimicas. Finalmente, para observar las relaciones de los sitios de muestreos y las especies

halladas con los parametros ambientales, se realizé un analisis de correspondencias candnicas

(CCA).

Riqueza especifica general

Resultados

En total se identificaron 15 taxones pertenecientes a 11 géneros (Cuadro 1).

Cuadro 1

Riqueza especifica del canal. Propuesta taxonémica de Smirnov et al., (2011) y Adl et al., (2019). Fotos y

descripciones de las amibas en Anexo 1

Género

Taxoén

Acanthamoeba (Volkonsky,1931)

A. castellanii (Douglas, 1930)
A. polyphaga (Puschkarew, 1913)

A. triangularis (Pussard & Pons, 1977)

Arcella (Ehrenberg, 1832)

Arcella sp.1

Arcella sp.2

Difflugia (Leclerc, 1815)

Difflugia sp.

Korotnevella (Goodkov,1988)

K. stella (Schaeffer, 1926 emend. Goodkov,1988)
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Hartmannella (Alexeieff, 1912 emend. Page, 1974) H. cantabrigiensis (Page, 1974)
Naegleria (Alexeieff, 1912 emend. Calkins, 1913) Naegleria sp.
Saccamoeba (Frenzel, 1982 emend. Bovee, 1972) S. stagnicola (Page, 1974)
Thecamoeba (Fromentel, 1874) T. quadrilineata (Carter, 1856 emend. Lepsi, 1960)
Vahlkampfia (Chatton & Lalung-Bonnaire, 1912) V. ustiana (Page,1974)

V. platypodia (Glaser,1912)

Vi lla (B , 1965 ,
annella (Bovee ) V. simplex (Wohlfasrth-Botterman, 1960 emend. Bovee

1965)

V. vermiformis (Page, 1967 emend (Cavalier-Smith &

Vermamoeba (Cavalier-Smith & Smirnov, 2011) Smimov, 2011)

El analisis de rarefacciéon Mau Tao (Figura 2) muestra que la acumulacién de especies
con 12 muestras es la misma que se observé (15 taxones), por lo que se puede decir que en el
muestreo no hubo taxones faltantes a lo modelado segun la curva. Por otra parte, segun el
analisis de estimacion de especies de Chao2, la cantidad de taxones para las 12 muestras debe
ser de 16; sin embargo, la diferencia es de un taxén, que equivale a menos del 10 % del total de
taxones que se pueden hallar, segun el modelo. El analisis de rarefacciéon Mau Tao y el de
estimacion Chao2 sefalaron que los taxones identificados representaron al menos el 90% de la

rigueza especifica tedrica esperada.
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Figura 2 Anélisis de rarefaccién Mau Tao (linea naranja) y analisis de estimacion de especies Chao?2 (linea
verde). 100 re-aleatorizaciones. Lineas guionadas verdes indican el intervalo a un 95% de confianza de la estimacion
de Chao2. Lineas punteadas naranjas indican el intervalo a un 95% de confianza de la curva de rarefaccion.
Extrapolacion del anélisis de rarefacciéon en Anexo2.

En la extrapolacién realizada con el analisis de rarefaccién Mau Tao (Anexo 2) se observo que

obteniendo el doble de muestras se estima que se encontrarian sélo dos taxones mas.

Riqueza especifica de amibas en los sitios de muestreo

En el Cuadro 2 se observa que el nimero de taxones entre Pota1 y Sin1 es similar,
aunque su composicion es distinta. En Pota1 el mayor nimero de taxones se encontré en la
columna de agua y en Sin1 sélo se observaron taxones en la columna de agua; en cuanto a la
composicion, cuatro taxones coincidieron en ambos sitios. A pesar de lo anterior, la MPA y las
AT/L difiere, ya que Pota1 tiene casi el doble de MPA y miles de veces mas AT/L que Sin1, lo
que puede indicar que existe algun factor que afecte la MPA en este ultimo.

En Hydro1 se obtuvo el mayor nimero de taxones, tanto en general como por tipo de

muestra, a su vez, la MPA y AT/L son mas altas que en los otros sitios.



Cuadro 2

Riqueza especifica del primer muestreo (secas) dada por cada sitio y tipo de muestra. También se muestran las
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densidades de amibas y nimero de taxones identificados por cada sitio. MPA=Minimal Possible Abundance, AT/L=
Amibas Testadas por Litro.

Epoca de secas

Columna de agua Bentos MPA* | AT/L | Taxones
Arcella sp.1 Korotnevella stella
Difflugia sp. Vahlkampfia ustiana
4791 | 41333 6
Pota1 Naegleria sp. Vannella platypodia
Vahlkampfia ustiana
Arcella sp.1 Korotnevella stella
Hartmannella cantabrigiensis Naegleria sp.
Naegleria sp. Vannella platypodia
Hydro1 I ! p. prayp i ! 5208 | 92667 7
Vahlkampfia ustiana Vermamoeba vermiformis
Vannella platypodia
Vermamoeba vermiformis
Arcella sp.1
Difflugia sp.
_ Hartmannella cantabrigiensis
Sin1 2499 | 9333 6

Korotnevella stella

Naegleria sp.

Vannella simplex

*densidades de amibas consideradas tuinicamente de la columna de agua

Arcella sp.1, Naegleria sp. y Korotnevella stella son los unicos taxones que se aislaron

en todos los sitios del primer muestreo. Vannella simplex 'y Vermamoeba vermiformis, por su

parte, son los Unicos taxones que solo se encontraron en un sitio.

Hydro2 fue mayor con respecto al primer muestreo, mientras que Pota2 mantiene el mismo

En relacion con el segundo muestreo, el Cuadro 3 muestra que el nimero de taxones en

numero que en el primer muestreo y Sin2 disminuyé. La composicién entre sitios varié mas que

en el primer muestreo.

Los valores de la MPA de Pota1 fueron muy similares entre la columna de agua y la pelicula

superficial, aunque la composicion fue diferente. Sin2 tiene un valor mayor en cuanto a su MPA
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de la columna de agua y la superficie, sin embargo, la composicion es parecida, pues tres

taxones de la columna de agua se encontraron en la pelicula superficial.

En Hydro2 se obtuvo una diferencia entre la MPA de la pelicula superficial y la columna

de agua, siendo la de pelicula superficial de 3750 y la columna de agua de 8334. También

muestra el nimero mas alto de taxones observados.

Cuadro 3

Riqueza especifica del sequndo muestreo (lluvias) por cada sitio y tipo de muestra. Se muestran las densidades de
amibas y numero de taxones identificados por cada sitio. MPA=Minimal Possible Abundance, AT/L= Amibas

Testadas por Litro

Epoca de lluvias

- MPA AT/L
Columna de agua Superficie Columna | Superficie | Columna Taxones
Arcella sp.1 Acanthamoeba castellanii
Arcella sp.2 Acanthamoeba polyphaga
Pota2 Naegleria sp. 2917 2500 53333 6
Saccamoeba stagnicola
Vermamoeba vermiformis
Acanthamoeba triangularis Acanthamoeba polyphaga
Arcella sp.1 Acanthamoeba triangularis
Hartmannella cantabrigiensis | Hartmannella cantabrigiensis
Hydro2 Naegleria sp._ 8334 3750 | 31333 8
Thecamoeba quadrilineata
Vannella platypodia
Vannella simplex
Vermamoeba vermiformis
Arcella sp.1 Naegleria sp.
Sin2 Vah/kampﬁa. ustiana Vah/kampﬁa. ustiana 5833 4583 6667 5
Vannella simplex Vannella simplex
Vermamoeba vermiformis Vermamoeba vermiformis

En Hydro2 y Sin2 se encontré la misma amiba testada (Arcella sp.1) y Pota2 tuvo a dos

taxones (Arcella sp.1y Arcella sp.2). En Pota2 se obtuvo un numero de AT/L mayor que en

Pota1, a pesar de que en ambas épocas se cuenta con dos taxones de amibas testadas. Por

otra parte, para los sitios Hydro2 y Sin2 se hall6 un numero menor de AT/L que en la época de
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secas; observando que Hydro2 no fue el sitio con mayor abundancia de amibas testadas, pero
si de amibas desnudas.

Acanthamoeba castellanii, Acanthamoeba triangularis, Arcella sp.2, Hartmannella
cantabrigiensis, Saccamoeba stagnicola, Thecamoeba quadrilineata., Vahlkampfia ustiana y
Vannella platypodia son especies que se encontraron en un solo sitio de muestreo, mientras
que Naegleria sp., Arcella sp.1 y Vermamoeba vermiformis se observaron en todos los sitios.

En total, en el sitio con la macréfita Potamogeton se observaron 11 taxones;
Acanthamoeba castellanii, A. polyphaga, Arcella sp.1, Arcella sp.2, Difflugia sp., Korotnevella
stella, Naegleria sp., Saccamoeba stagnicola, Vahlkampfia ustiana, Vannella platypodia y
Vermamoeba vermiformis. En el sitio con la macroéfita Hydrocotyle también se identificaron 11
taxones; Acanthamoeba polyphaga, A. triangularis, Arcella sp.1, Korotnevella stella,
Hartmannella cantabrigiensis, Naegleria sp., Thecamoeba quadrilineata, Vahlkampfia ustiana,
Vannella platypodia, V. simplex y Vermamoeba vermiformis. Por ultimo, el sitio sin macrofitas
tuvo siete taxones; Arcella sp.1, Korotnevella stella, Hartmannella cantabrigiensis, Naegleria sp.,
Vahlkampfia ustiana, Vannella simplex y Vermamoeba vermiformis.

El resultado del ANOSIM realizado entre los sitios de muestreo con base en la presencia
o ausencia de las amibas (indice de Jaccard), no mostré alguna diferencia significativa (p>0.06),
entre los sitios, es decir, todos tuvieron una composicién similar (Anexo 2).

La Figura 3 corresponde al dendrograma resultante del analisis de agrupamiento entre
sitios de muestreo (tabla de datos en Anexo 2), donde se muestra que la composicion de
amibas entre los sitios Hydro1 e Hydro2 fue similar, con casi un 60% de similitud, coincidiendo
en cinco taxones ambos sitios, siendo Hydro2 el sitio que tuvo mayor numero de taxones
(Cuadro 1). No se formd una agrupacion entre los sitios de la época de lluvias o del mismo sitio
en las dos épocas, pero si se formé una agrupacién entre el sitio Sin2 y Pota1, dos sitios
diferentes de épocas diferentes, el sitio Sin2 tuvo solo un taxon menos que Pota1 y coinciden

tres taxones entre ellos.
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Pota2 es el sitio con la menor similitud, probablemente debido a que tuvo dos taxones

que no estan presentes en ningun otro sitio.

Sin2

Potal

Sin1

Hydro1

Hydro2

Pota2

T T T L T T T L}

| |
-01 -02 03 -04 -05 -06 -0.7 -08 -09 -1.0
Similitud

Figura 3 Dendrograma de andlisis de agrupamientos por sitio de muestreo y época. Método de union
UPGMA. Indice de Jaccard. Tabla con valores de similitud en Anexo 2.

En la Figura 4 se encuentra el dendrograma resultante de un analisis de agrupamientos
entre los tipos de muestra tomados, encontrando que las muestras Sed1 y Agua1 formaron un
grupo con una similitud aproximada del 70%. Esto es congruente, puesto que ambos tipos de
muestra corresponden al mismo muestreo y sitio; no obstante, como se observa en el Cuadro 1,
la composicion del tipo de muestra en cada sitio es diferente, mayormente notorio en el sitio

Sin3, donde no se pudo observar ninguna especie en el sedimento.
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Figura 4 Dendrograma de anélisis de agrupamientos por tipo de muestra y época. Método de union UPGMA.
Los numeros 1y 2 indican el primer y segundo muestreo, respectivamente; Agua = muestra tomada de la columna
del agua, Sed = muestra tomada del bentos, Sup = muestra tomada de la superficie del agua.

Densidades de bacterias

Las densidades totales de bacterias fueron mas bajas en la temporada de secas, con
valores de 6.18x10° bacterias/mL. En el Figura 5 se puede observar que las densidades totales
de bacterias en el primer muestreo fueron semejantes entre los tres sitios. En cuanto al
morfotipo de bacteria predominante se encontré que fueron los bacilos, teniendo los mayores
porcentajes en los tres sitios (Pota1 con 49%, Hydro1 con 54% y Sin1 con 63%). Las bacterias
de morfologia larga (filamentos) fueron las que se encontraron en menor porcentaje (menos del
15 %), en los tres sitios y los cocos tuvieron un porcentaje maximo del 41% y minimo de 23%.

Para la temporada de lluvias, las densidades totales de bacterias fueron mas altas que
en la temporada de secas, siendo Pota1 el sitio con la menor densidad (1.23%10° bacterias/mL).
De nuevo, fueron los bacilos los que se encontraron en mayor porcentaje en los tres sitios,
seguido por cocos y al ultimo los de morfologia larga.

Se observa en la Figura 5 que existe mayor variacion en las densidades totales entre

cada sitio.
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De acuerdo con el analisis de correlacion de Spearman, se encontré correlacion
significativa (p= 0.056) (Kim & Choi, 2019) entre las densidades de bacterias totales (cocos,

bacilos y largas) y la MPA de amibas (Anexo 2).

Millones

3.5

2.5

1.5

05 ¢ ¢ ¢
Pota1 Hydro1 Sin1 Pota2 Hydro2 Sin2

Figura 5 Densidades totales de bacterias/mL por cada sitio en ambos muestreos. Se indican con lineas los
intervalos de confianza para cada sitio (20% para el primer muestreo y 10% para el segundo muestreo).

Clorofila a

En los sitios Hydro1 y 2 se obtuvieron las concentraciones mas altas de clorofila a (>25
Mg/L) aunque se puede observar (Figura 6) que las concentraciones obtenidas en Hydro2
fueron mas bajos que en Hydro1. Entre los otros sitios de muestreos, ninguno tuvo
concentraciones mayores a 16 ug/L; sin embargo, hubo una diferencia entre los muestreos en
el mismo sitio: Pota1 fue mas alto que Pota2, y Sin1 fue ligeramente mas bajo que Sin2.

De acuerdo con OCDE (1982) y a las concentraciones de clorofila a obtenidos, se puede
ubicar al canal como un sistema eutréfico exceptuando la zona de Hydrocotyle, donde las

concentraciones corresponden a un sistema hipereutréfico (Moreno-Franco, 2010).
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Figura 6 Clorofila a obtenida en cada sitio de muestreo. Se indican con lineas los limites dados por la
desviacion estandar.

Parametros fisicos y quimicos

El oxigeno disuelto tuvo una variacién notoria (Figura 7) en el primer muestreo, con
concentraciones desde 6.42 a 9.38 mg/L; mientras que, en el segundo muestreo, se registré un
valor maximo de 7.42 mg/L y minimo de 6.25 mg/L. En la Figura 7 se observa cémo se invierte
la tendencia del oxigeno entre los sitios, en el primer muestreo el valor mas alto fue en
Potamogeton y el mas bajo en el sitio Sin planta; para el segundo muestreo se obtuvieron el
valor mas bajo y alto respectivamente.

En la Figura 8 se observa que la temperatura aumentoé en el segundo muestreo respecto
al primero, teniendo como valor mas alto 17.7°C para el primero y 19.6°C para el segundo. El

mayor aumento de temperatura se presento en el sitio de Hydrocotyle, aumentando 3°C.
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Figura 7 y 8 Oxigeno disuelto y temperatura en cada sitio de muestreo. Rombo azul indica el dato para el
primer muestreo, cuadrado naranja indica el dato para el segundo muestreo.

En la Figura 9 se aprecia una amplia variacién en la conductividad del sitio Hydrocotyle
entre el primer y segundo muestreo, aproximadamente de 130 uS/cm. Los sitios de
Potamogeton y Sin Planta mostraron concentraciones similares entre ellos y entre muestreos.

El pH del canal tiende a ser basico y se observé una pequeia variacion entre sitios en el
primer muestreo, con valores casi idénticos en los sitios de Hydrocotyle y Sin planta, en
Potamogeton se registrd un valor de 8.6, que fue el mayor. Para el segundo muestreo se
observd que Potamogeton aumentd a 9.28 su valor de pH y sigue siendo el mas alto entre los
sitios; el sitio Sin planta disminuyd su pH a un valor cercano a siete (Figura 10).

Se puede observar en las Figuras 11 y 12 que tanto el fésforo, como el nitrégeno
tuvieron concentraciones menores en el segundo muestreo. El fésforo sigue el mismo patrén
tanto para el primer, como para el segundo muestreo; observandose como concentraciones
mas bajas los del sitio Hydrocotyle.

El nitrégeno tuvo su valor mas bajo en el segundo muestreo, en el sitio Hydrocotyle, a su
vez en este sitio esta la variacién mas grande entre muestreos. El sitio Sin Planta obtuvo las

concentraciones mas altas con un maximo de 3.4 mg/L de N-NOs".
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Figura 11 y 12 Fésforo y Nitrégeno totales en cada sitio de muestreo. Nitrégeno medido como Nitratos y
fosforo medido como ortofosfatos. Rombo azul indica el dato para el primer muestreo, cuadrado naranja indica el
dato para el segundo muestreo.

En los sitios de Hydrocotyle y Sin planta, las concentraciones de dureza total fueron
menores en el primer muestreo, por el contrario, en el sitio de Potamogeton, el valor del primer
muestreo fue mayor, y también el mas alto con 46.5 mg de CaCOa/L. La mayor variacion se
encontro en el sitio Sin Planta, con 20 mg de CaCOs/L de diferencia ( Figura 13).

De acuerdo con las concentraciones de nitrégeno y fosforo totales, el canal se encuentra

como un sistema eutréfico y contaminado (Bronmark, 2005).
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Figura 13 Concentraciones de dureza total para cada sitio de muestreo. Rombo azul indica el dato para el
primer muestreo, cuadrado naranja indica el dato para el sequndo muestreo.

No se encontré ninguna correlacion significativa (p>0.06) entre los parametros fisicos y
quimicos con la MPA de amibas desnudas o las AT/L de testadas (Anexo 2). A su vez, el
ANOSIM no mostré diferencias significativas (p>0.06) entre sitios y muestreos por sus
parametros fisicos y quimicos. El analisis se encuentra en el Anexo 2. A pesar de lo anterior, el
analisis NMMS muestra (Figura 14) que al menos el sitio Hydrocotyle es muy similar en ambos
muestreos, pues Hydro 1 y 2 estan ubicados cerca en el grafico. Los otros sitios tuvieron poca
similitud; sin embargo, se puede decir que los sitios se pueden agrupar por la presencia de la
macrofita Potamogeton y la ausencia de macrofita; es decir, que, aunque no sean significativos,
los sitios con la misma macrdfita, o sin macrdfita, son relativamente parecidos entre épocas y

que la macrdfita si genera un ambiente diferente dependiendo de la presencia y el tipo.
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Datos biolégicos y ambientales

La Figura 15 nos muestra el resultado de un analisis de correspondencia candnicas
(CCA), que incluyd a todas las especies de amibas y los sitios de muestreo en ambas épocas,
para asociarlos con las ocho variables ambientales. El CCA sugiere que el primer eje
(eigenvalor=0.5991, 47%) esta positivamente relacionado con el pH y el segundo eje
(eigenvalor=0.3223, 25%) esta negativamente relacionado con oxigeno, fésforo total,
conductividad, dureza y nitrogeno total, mientras que positivamente con la temperatura y
clorofila a. Juntos los dos primeros ejes explican el 72 % de la variacion.

Se puede observar que los sitios Pota1, Sin1 y Sin2 estan relacionados con
concentraciones elevados de fosforo total, y nitrdgeno total, asi como valores altos de

conductividad; Hydro1 con clorofila a e Hydro2 con valores elevados de temperatura; sin
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embargo, ambos sitios se relacionan con concentraciones bajos de dureza y pH. Finalmente, el

sitio Pota2 se relaciona con un valor elevado de pH.
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Figura 15 Analisis candnico de correspondencias. Clor-a = clorofila a, T°= temperatura, OD= oxigeno
disuelto, P-tot= fésforo total, N-tot= nitrégeno total, Cond= conductividad, Dur= dureza, Bac-tot= bacterias totales.

En cuanto a los taxones, se pueden dividir en cuatro grupos; aquellos que se

relacionaron con concentraciones mayores de pH, como Acanthamoeba polyphaga, A.

castellanii, Arcella sp.2 y Saccamoeba stagnicola. En otro grupo estan las especies que se

relacionaron con concentraciones altas de oxigeno disuelto, fosforo total, nitrégeno total y

conductividad; tales como Difflugia sp., Vahlkampfia ustiana, Arcella sp.1y Naegleria sp. Otro

grupo esta conformado por Vermamoeba vermiformis y Acanthamoeba polyphaga, los cuales se

relacionaron con mayor abundancia de bacterias. Por ultimo, esta el grupo de Thecamoeba

quadrilineata, Acanthamoeba triangularis, Vannella platypodia, Korotnevella stella, Hartmannella
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cantabrigiensis y Vannella simplex que se relacionaron con concentraciones elevadas de

temperatura y clorofila a.

Discusion

La Laguna de Salazar se encuentra dentro del Parque Nacional Miguel Hidalgo y Costilla,
por lo que es un area nacional protegida bajo la supervision de la CONANP (CONANP, 2019);
sin embargo, diversos medios periodisticos del pais han compartido notas sobre la
contaminacion que ha sufrido la laguna, a causa de la descarga de aguas negras y del impacto
que ejercen los locales turisticos aledanos a ella (Garcia, 2021; Garcia-Conejo, 2021; Gonzalez,
2018; Rios, 2021). Por lo que, a pesar de ser un cuerpo de agua natural, es necesario
contemplar que la Laguna de Salazar presenta perturbacién ambiental que no se ha estudiado.
El canal aledafio donde se realizé este estudio se alimenta del agua de la laguna vy, por lo tanto,
podria tener condiciones ambientales perturbadas.

En este estudio se identificaron 11 géneros de amibas, incluyendo Acanthamoeba spp. y
Naegleria sp. (Cuadro 1), los cuales son considerados de importancia médica debido a su
potencial patdégeno para el ser humano (Siddiqui et al., 2016; Visvesvara, 2013; Visvesvara
et al., 2007). Todos los géneros observados en este estudio se han reportado en agua residual
(Hu etal., 2013; Jaromin-Glen et al., 2013; Ramirez et al., 2005, 2015; Rivera et al., 1993,
1995), y en redes de agua potable (Bonilla-Lemus et al., 2010; Delafont et al., 2016; Puzon
et al., 2020; Thomas et al., 2008).

Se observaron mas taxones en los sitios con macrdfitas; los sitios con Hydrocotyle
tuvieron mas taxones en ambas épocas, mientras que los sitios con Potamogeton soélo en la
segunda época (lluvias) tuvieron un taxén mas que el sitio sin plantas. Estos hallazgos
concuerdan con lo reportado en algunos estudios donde se observé que las macréfitas
afectaban positivamente la presencia de las amibas. (Dabés & Velho, 2001; Lansac-Téha et al.,

2007; Ramirez et al., 2010; Rodriguez-Zaragoza et al., 2005a, 2005b; Vieira et al., 2007).
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La investigacién que se ha llevado a cabo sobre las amibas desnudas relacionadas con
la presencia de alguna macrofita es escasa. Soélo un estudio se ha relacionado con alguna
macrofita acuatica (Ramirez et al., 2010), mientras que los demas han sido en suelos asociados
a macrofitas (Rodriguez-Zaragoza et al., 2005a, 2005b).

Ramirez et al. (2010) relacionaron la presencia de las amibas desnudas con el lirio
acuatico, la identificacion de las amibas se realizd solamente a nivel de género. Se aislaron mas
géneros (16) en las raices del lirio que en el agua circundante al lirio donde se encontraron 10
géneros. De estos géneros encontrados, coinciden en seis con este estudio (Acanthamoeba,
Korotnevella, Hartmannella, Naegleria, Vahlkampfia y Vannella). Los autores atribuyeron el
mayor numero de taxones aislados del lirio, a que su raiz es gruesa y fibrosa, lo que
proporciona un habitat mas grande y refugio para diversos microorganismos.

Hay que puntualizar que el estudio se llevo a cabo en Xochimilco y, aunque no se hayan
considerado parametros ambientales en dicho estudio, es sabido que los cuerpos de agua de la
zona son en su mayoria eutréficos con alto contenido de materia suspendida (Nandini et al.,
2015), contrario al canal donde se realiz6 el presente estudio, por lo que aun con ambos tipos
de habitat, se mantiene la constante de encontrar mayor riqueza de amibas asociadas a alguna
macrdofita.

En cuanto a las amibas testadas, se ha observado que existe una mayor riqueza en
zonas circundantes a macrdfitas acuaticas que en el sedimento, aunque se tiene poca
informacién sobre la preferencia de las amibas testadas al tipo de macrdéfita (Dabés & Velho,
2001; Lansac-Téha et al., 2007; Tran et al., 2021; Vieira et al., 2007). Lansac-Téha et al. (2007)
revisaron 23 estudios realizados sobre la presencia y distribucién de amibas testadas en
ambientes acuaticos en Brasil, en donde reportaron 285 taxones en muestras de sedimento,
plancton y agua cerca de macrdfitas acuaticas; encontrando mas taxones en el plancton
seguido por las zonas con macrdéfitas. A pesar de que la revision incluyé estudios realizados en
distintos cuerpos de agua, como rios, lagos, lagunas, estuarios, etc., se observé que la

tendencia antes mencionada se mantenia en los diversos cuerpos de agua. En contraste, en el
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presente estudio no se observa esta tendencia claramente en el niumero de taxones observados
en los sitios de muestreo, pues en la época de secas se identificaron dos taxones en el sitio sin
plantas, al igual que en el sitio con Potamogeton y s6lo uno en el sitio con Hydrocotyle; mientras
que, en la época de lluvias, en el sitio con Hydrocotyle y sin planta se identificd un taxon,
mientras que el sitio con Potamogeton se obtuvieron dos registros. Sin embargo, otros autores
mencionan que no es la presencia de macrofitas lo que mas influia sobre las amibas, sino el pH,
la disponibilidad de alimento o algun otro factor ambiental (Arrieira et al., 2015; Escobar et al.,
2008; Lamentowicz et al., 2010; Mieczan, 2007).

Aunque soélo se identificaron tres taxones en este estudio, las abundancias de amibas
testadas son grandes, esto puede deberse a que los taxones pertenecen a los géneros Difflugia
y Arcella, mismos que fueron los mas frecuentes y abundantes en los 23 estudios de la revisién
de Lansac-To6ha et al. (2007). A su vez, se ha explicado que no es extrafio encontrar una alta
densidad de amibas testadas en la columna de agua, ya que se ha reportado la presencia de
vacuolas de flotaciéon o una disminucion en la testa de las amibas para que puedan permanecer
en la columna de agua (Sté&panek & Jifi, 1958; Velho et al., 1999).

En el presente estudio, asi como en anteriores mencionados, se observo que las amibas
prefieren un ambiente cercano a las macrofitas. El efecto que ejercen las macrofitas sobre las
amibas no es directo, sino indirecto al generar un ambiente favorable circundante a ellas
(Mieczan et al., 2018; Thomaz & Cunha, 2010). Debido a que propician el establecimiento de
una comunidad microbiana cercana a sus raices, donde se pueden encontrar bacterias, hongos,
algas, otros protistas, inclusive nematodos u otros animales diminutos, que pueden ser alimento
para las amibas. Al mismo tiempo las amibas pueden beneficiar a las macrofitas, pues al
alimentarse de estos microorganismos, las amibas pueden liberar los nutrientes fijados en esa
biomasa y asi la macrofita puede aprovecharlos; también se ha visto que pueden depredar
ciertos tipos de bacterias u hongos que son dafiinos para las macrofitas (Kreuzer et al., 2006;

Rodriguez-Zaragoza et al., 2005b; Weidner et al., 2017).
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Se han realizado estudios donde se prueban diferentes extractos o compuestos de
plantas sobre amibas, demostrando en varios casos que poseen un efecto negativo sobre ellas
(Derda et al., 2016; Fakae et al., 2020; Kadry et al., 2021; Mitsuwan et al., 2020; Mustafa et al.,
2021). Esos estudios fueron realizados sobre unas pocas especies de importancia médica y los
compuestos son extractos concentrados de la planta, no los que naturalmente puede producir la
planta en el ambiente, por lo que no se puede considerar que dicha macrdfita pueda tener el
mismo efecto sobre las amibas en el ambiente. Es importante mencionar que no se han hecho
estudios de este tipo con Potamogeton o Hydrocotyle.

En este estudio no se encontraron diferencias significativas entre los sitios de muestreo
con relacién al numero de taxones observados o los parametros ambientales medidos, en este
sentido se debe considerar que los sitios estaban considerablemente cercanos dentro de un
canal angosto, por lo que es de esperarse que los parametros ambientales no sean
significativamente diferentes. Pero si se pudo identificar que cada sitio tenia una mayor similitud
comparandose entre épocas que con los otros dos sitios. Esto fue especialmente evidente en el
sitio con Hydrocotyle, lo cual se puede deber a que, como ya se menciond, las macréfitas
pueden afectar sus alrededores con la liberacion de sustancias alelopaticas, pero también
constituyen un espacio particular a partir de la estructura de sus tallos y hojas. Las macrdfitas
sumergidas, como Potamogeton, son especialmente representativas de estas condiciones, pero
en este estudio fue Hydrocotyle quien favorecio la presencia de mas taxones amibianos.

Como se menciond, las macrdfitas indirectamente afectan a las amibas, pues algunas
permiten solo el crecimiento de ciertas especies de bacterias, ya que pueden secretar
sustancias que evitan que ciertas bacterias proliferen alrededor de ellas. Esta selectividad de
bacterias puede favorecer sélo cierto tipo de amibas (Cortés-Pérez et al., 2018; Yin et al., 2020).
Las bacterias plancténicas son diferentes a las epifitas, las macrofitas reclutan sélo algunos
tipos de bacterias para estar adheridas a ellas por lo que pueden afectar la comunidad de
amibas que se alimentan de ellas (Yan et al., 2019; Zhu et al., 2021). Lo anterior implica que,

aunque los numeros de bacterias totales sean elevados, no significa que las amibas se puedan
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alimentar de todas ellas; por ejemplo, el sitio Hydro2 tuvo la mayor abundancia de bacterias
totales, asi como de amibas desnudas y testadas ( Cuadro 2 y Cuadro 3), pero esto no
significa que todas las bacterias que crecen cerca de Hydrocotyle puedan ser consumidas por
las amibas. Hacen falta mas estudios para entender la relacion macréfita-bacterias-amibas.

Se ha observado que un lago dominado por fitoplancton presenta caracteristicas fisicas
y quimicas diferentes a un lago dominado por macrdfitas, y estas caracteristicas fisicas y
quimicas influencian las abundancias de protistas presentes en los lagos (Mieczan, 2010;
Thomaz & Cunha, 2010; Zhang et al., 2019).

Mieczan (2010) encontré mayor diversidad de ciliados en lagos donde el fitoplancton era
dominante; sin embargo, en lagos donde las macréfitas eran dominantes la diversidad fue
menor. Si tomamos en cuenta que las amibas ocupan un nicho parecido al de los ciliados,
podria decirse que también las amibas tenian una menor diversidad en este tipo de lagos
dominados por macrdfitas, lo cual podria explicar la poca riqueza de taxones encontrada de
amibas testadas; sin embargo, puede existir la posibilidad que, al haber menos competencia,
las amibas puedan proliferar mejor; sobre todo al tener mas sustrato al cual poder adherirse con
la presencia de macrdfitas, pudiendo observarse en la riqueza de taxones de amibas desnudas.

Como ya se ha mencionado, una manera en que las macrofitas afectan a las amibas es
indirecta a través de modificar la disponibilidad de alimento (bacterias, algas u otros
microorganismos) y el efecto que tengan sobre los parametros fisicos y quimicos del ambiente.
Se ha observado, al menos para ciliados, que en cuerpos de agua donde las macrdfitas
predominan, las concentraciones de nitrégeno y fésforo son los que mas afectan la presencia
de ciliados. En este estudio no se mostro alguna correlacion entre el nitrdgeno y fésforo totales
con la presencia de amibas, ademas de que las concentraciones de estos parametros variaron
mas entre épocas que entre sitios.

Hydrocotyle posee efecto alelopatico sobre una especie de fitoplancton (Reynolds &
Aldridge, 2021). Asi mismo, puede disminuir levemente las concentraciones de amonio y fosforo

total, ademas de que es un gran consumidor de estos nutrientes. También se ha visto un efecto
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importante sobre la disminucién de la abundancia de coliformes fecales (Basilico et al., 20174,
2017b). Esto podria sugerir que la presencia de Hydrocotyle esta afectando la disponibilidad de
alimento en este estudio; sin embargo, se pude observar ( Figura 5) que en los sitios con
Hydrocotyle, las densidades de bacterias totales son las mas elevados. Por otro lado, si se
observa una concentracién de nitrégeno y fosforo totales menor comparandola con los otros
sitios, aunque como se menciond, estos no tuvieron alguna correlacién con la presencia o
abundancia de amibas.

Bastidas-Navarro & Modenutti (2007) analizaron la distribucion horizontal de amibas
testadas en un lago oligotréfico en sitios con dos macroéfitas acuaticas circundantes, siendo
Potamogeton una de ellas. Comparando el cuerpo de agua con el de este estudio, el lago tenia
una menor concentracion de clorofila; sin embargo, la temperatura y oxigeno disuelto eran muy
similares. Para la zona sin macrdfita reportaron la presencia de los géneros Arcella y Difflugia
en todos los meses muestreados; a diferencia de ese estudio que se observaron ambos
géneros en el primer muestreo, durante secas, pero en lluvias soélo estuvo presente Difflugia.
Asi mismo, reportaron a las especies Arcella discoides, Difflugia pyrifomis y otras dos como las
mas frecuentes. Finalmente mencionaron que la mayor abundancia se obtuvo en las zonas con
macrofitas circundantes, aunque no se encontré diferencia de abundancia entre las macrofitas;
mientras que en el presente estudio si se pueden observar una diferencia de al menos 20 mil
organismos entre los sitios con macrdfitas, aunque para secas es el sitio con Hydrocotyle aquel
con una abundancia mayor de amibas testadas y en lluvias lo es Potamogeton (Cuadro 2 y
Cuadro 3).

Se ha observado un aumento en la biomasa de microalgas en lagos donde predomina
Potamogeton. Aunque es raro, Potamogeton puede producir sustancias aleloquimicas con
capacidad de afectar la composicion de invertebrados, lo que a su vez influye en la comunidad
de amibas, pues algunos invertebrados pueden ser depredadores de amibas (Mieczan et al.,
2018; Poi et al., 2021). Por el contrario, en este estudio, se observé un aumento en la clorofila a

en los sitios con Hydrocotyle al grado de considerarse un cuerpo de agua hipereutréfico; sin
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embargo, las concentraciones de clorofila a en los otros sitios clasifican al canal como cuerpo
de agua eutrdfico (<25ug/L) (OCDE, 1982). Establecido lo anterior, se ha observado que
inclusive en condiciones eutréficas, las macréfitas forman un habitat adecuado para bacterias,
protistas y otros organismos (Poi et al., 2021), como resultado se pudo observar que el sitio
Hydrocotyle, aun con un microhabitat hipereutréfico (segun la concentracion clorofila), fue el
sitio con mas taxones y densidad de amibas observados.

Las condiciones ambientales fisicas y quimicas son importantes para la presencia y
distribucion de amibas, pues éstas poseen mecanismos para soportar condiciones adversas,
como es el formar quistes y/o producir numerosos organismos de tallas mas pequenas para
buscar alimento; aunque es importante mencionar que existen algunas, como Naegleria, con un
estadio flagelar con el que pueden desplazarse libremente en la columna de agua en busca de
mejores condiciones (Ettinger et al., 2003; Rodriguez-Zaragoza, 1994). Por tanto, estos
mecanismos, como el enquistamiento, pueden afectar los patrones de abundancia y distribucion,
dado que, en una escala local, la distribuciéon de amibas siempre es heterogénea inclusive en la
escala de centimetros (Smirnov & Thar, 2003). También se ha visto que amibas de rapido
crecimiento y formas aplanadas suelen alternar con amibas de lento crecimiento y pseudépodos
extendidos, segun la temporada (Anderson, 2010).

No se observo que los parametros fisicos o quimicos fueran suficientes para marcar
alguna diferencia significativa entre los sitios y épocas de muestreo con respecto a la presencia
de las amibas, es importante considerar que si pueden tener un efecto en la presencia o
ausencia de las amibas en el habitat y/o la fase en la que se encuentran. La temperatura es un
factor de seleccién, pues se ha encontrado que a temperaturas mas templadas existe una
mayor riqgueza de amibas, mientras que a temperaturas mas altas (<35°C) solo sera posible
encontrar aquellas que son termdfilas. Otro factor importante podria ser la cantidad de materia,
suspendida y organica, pues a mayor presencia de ésta, se beneficia mas la proliferacién de
bacterias, lo que a su vez beneficia a las amibas (Bonilla-Lemus et al., 2014; Ramirez et al.,

2016; Rodriguez-Zaragoza, 1994).
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En cuanto a las amibas testadas, se ha demostrado que el ensamble varia de acuerdo
con la profundidad, a la cual son altamente sensibles, el pH y la concentracion de alimento, asi
como a las variables asociadas como el oxigeno disuelto, el cual disminuye su concentracion
conforme aumenta la profundidad (Arrieira et al., 2015; Escobar et al., 2008; Lamentowicz et al.,
2010; Mieczan, 2007; Roe et al., 2010).

Otros factores ambientales no relacionados directamente al agua también afectan a la
presencia de amibas, como es el caso de la estacionalidad y temporalidad. Aunque se ha
sefialado que la relacion de las estaciones del afio y la comunidad de amibas no ha sido
consistente a través de los estudios que se han realizado (Ren et al., 2018). Algunos estudios,
incluido el presente, reportaron mas taxones (y densidad de amibas en el caso del presente
estudio) en los meses que son parte del verano (Ettinger et al., 2003; Kang et al., 2020). En
otros estudios observaron que no existe relacion entre las estaciones del afio y la presencia de
amibas desnudas o testadas, sugiriendo que el tipo de habitat influye mas (Ren et al., 2018;
Sigala et al., 2018; Tsvetkova et al., 2004; Velho et al., 1999). Sin embargo, es importante poner
atencion en el método de aislamiento de amibas, pues Tsvetkova et al. (2004) incubaron sus
muestras a 37°C y 45°C, lo que permitié que solo las cepas termo-tolerantes pudieran crecer y
por ende reportaron un numero menor de géneros en su estudio.

Respecto a la temporalidad, Ettinger et al. (2003) realizaron un estudio en los meses de
mayo a octubre en un rio donde la mayoria de los sitios poseen concentraciones de oxigeno
disuelto y pH similares al presente estudio; mencionaron que la lluvia puede ser un factor que
aumente la presencia de amibas, lo cual también fue sugerido por Kyle & Noblet (1987) en un
estudio realizado en un lago con temperatura y oxigeno disuelto similar al presente estudio y
por John & Howard (1995) en un estudio realizado en tres diferentes lagos, lo que coincide con
los resultados de este estudio.

Dabés & Velho (2001) reportaron 51 taxones en un estudio que se realiz6 en el agua
que rodeaba a varias macrdfitas acuaticas en una laguna en Brasil. La abundancia promedio

del estudio fue de 1.687 x 10° cél/L, mas de diez veces la abundancia encontrada en el
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presente estudio (92,667 AT/L en Hydro1 siendo la mayor abundancia). Realizaron dos
muestreos en la temporada de secas y dos en la temporada de lluvias, encontrando que la
mayoria de los géneros tuvieron una mayor abundancia en lluvias y, a diferencia de lo hallado
en el canal de este estudio, Difflugia fue el segundo género mas abundante en ambas épocas
con 18 taxones, siendo Difflugia corona, D. elegans D. gramen, D. lobostoma 'y D.
pseudogramen las especies mas abundantes del género. Arcella fue el tercero mas abundante
con 6 taxones y siendo Arcella discoides la especie mas abundante.

Hay evidencia de que las amibas desnudas son uno de los grupos que mas depredan
bacterias, por lo que se cree que las dinamicas de sus poblaciones estan relacionadas
(Anderson, 2010; Rodriguez-Zaragoza, 1994). En este estudio se obtuvo la correlacién positiva
(0.82, Anexo 2) entre el nUmero de bacterias totales y MPA de amibas desnudas, lo que puede
indicar que, a mayor cantidad de bacterias disponibles, las amibas tienen mayor oportunidad de
proliferar al tener mas disponibilidad de alimento; esto es porque el alimento principal de las
amibas son las bacterias, aunque la mayoria son polifagas. El estudio realizado por Ettinger et
al. (2003) apoya lo anterior, ya que registraron los géneros Naegleria, Vannella, Vahlkampfia,
Hartmannella y Acanthamoeba en un rio, haciendo énfasis en que el rio tenia grandes
descargas de aguas residuales al momento del estudio, por lo que el numero de bacterias
fecales era elevado, y se encontrd una relacién positiva entre éstas y el numero de aislamientos
de amibas. No obstante, no se debe dejar de lado que existen especies de amibas alguivoras, o
carnivoras (Smirnov, 2009).

Pueden consumir un gran intervalo de tamafios de bacterias; sin embargo, se ha
demostrado que tienen preferencia, e inclusive selectividad en su alimento, pues amibas de
tallas pequenas suelen preferir bacterias de tallas relativamente pequefias, como Klebsiella o
Escherichia (Smirnov & Brown, 2004); por ejemplo, Mayorella y Acanthamoeba han sido
asociadas con la depredacion sobre cianobacterias (Bagatini et al., 2013; Tsai et al., 2020),
siendo que se ha visto que algunas cianobacterias inhiben la depredacién sobre ellas y las

bacterias que se encuentren adheridas a las colonias que éstas forman; sin embargo no se
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tiene claro de qué manera inhiben la depredacién, pues los compuestos que producen las
cianobacterias no afectan directamente a las amibas (Van Wichelen et al., 2012).

Las amibas testadas pueden alimentarse de bacterias, algas, ciliados o rotiferos, aunque
su distribucion esta mas relacionada con la densidad de bacterias que inclusive a las
condiciones fisicas y quimicas. Sin embargo, sus abundancias se ven favorecidas en valores
bajos de pH, por lo que se ha sugerido que el pH es un factor mas relevante que la
disponibilidad de alimento (Mieczan, 2007). A pesar de lo anterior, en este estudio no se
encontrd una correlacion significativa entre las bacterias totales y las amibas testadas, y
contradictoriamente el CCA (Figura 14) muestra que Arcella sp.2 esta relacionada con valores
elevados de pH, pero Arcella sp.1 no.

La clorofila es un factor que no ha sido ampliamente estudiado para amibas desnudas;
sin embargo, se sabe que amibas de grandes tallas suelen depredar sobre algas u otros
protistas, ademas de bacterias. A su vez, se ha documentado la capacidad de las amibas de
alimentarse de cianobacterias (Anderson, 2010; Bagatini et al., 2013; Tsai et al., 2020). A pesar
de esto y que con otros organismos como ciliados se ha visto que, en lagos con abundantes
algas, los ciliados estan relacionados con la clorofila a (Anderson, 2010), este estudio no mostré
correlacion significativa entre la concentracion de clorofila a y la MPA de amibas desnudas,
aunque Anderson (1997) y Kyle & Noblet (1985) reportaron que la presencia de algas, o un lago
altamente productivo, beneficia a las amibas. No obstante, aunque no es soportado
estadisticamente, se observaron mas taxones y densidades elevadas de amibas en los sitios
con Hydrocotyle, el cual, como se mencioné anteriormente, es un sitio con concentraciones
elevadas de clorofila, incluso clasificandolo segun esta como un ambiente hipereutréfico. Es
probable que este efecto positivo se deba a que en ambientes mas productivos es mayor la
densidad de bacterias (Conty et al., 2007).

Como se menciond, los factores ambientales pueden jugar un papel muy importante en
el estado en que se puede encontrar a alguna amiba, en quiste o trofozoito; sin embargo, una

limitante de los métodos indirectos, como el de cultivo por medios de enriquecimiento es que no
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distinguen entre trofozoito y quiste, ademas de ser selectivos. Esto significa que algunas
especies que pueden estar presentes en un ambiente sélo en forma de quistes terminan siendo
detectadas y cuantificadas como si estuvieran activas (Mrva & Garajova, 2018; Smirnov, 2009;
Smirnov & Brown, 2004). Smirnov & Thar (2003) mencionaron que la presencia de especies
pequefas y raramente reportadas en un habitat, aunque sean muy abundantes, puede deberse
a la selectividad del medio, dado que el microhabitat que le es favorable a esas especies es
facilmente reproducible en el medio de cultivo o, por el contrario, otras especies no tan
abundantes, pueden no encontrar ese microhabitat faciimente en los medios de cultivo. Por lo
anterior es que se uso agar extracto de levadura y malta (Sigma®), pues es un medio que
facilita el crecimiento de la mayoria de las bacterias y otros organismos que fungen como
alimento presente en la muestra, y asi evitar en lo posible una selecciéon de amibas por el medio
de cultivo (Anderson & Rogerson, 1995; Smirnov & Brown, 2004).

El analisis de rarefaccién basado en muestras indica qué tan completo es el panorama
de la riqueza de taxones obtenido con los muestreos realizados; sin embargo, con este tipo de
curvas de acumulacién de especies, se suele llegar a este nUmero maximo de especies sin que
se registren todas (Colwell et al., 2012; Escalante-Espinosa, 2003). Es por esto por lo que se
realizé el analisis de estimacion de especies Chao2, el cual se ha encontrado que hace una
estimacion de especies bastante fiable sin sobreestimarlas (Bautista-Hernandez et al., 2013;
Escalante-Espinosa, 2003). El resultado fue que en este estudio hubo una diferencia de
solamente un taxon del estimado, sumado a la extrapolacion que se realizd con el analisis de
rarefaccién que mostré que inclusive con el doble de muestreos los taxones esperados no
serian mayores de 17; por tanto, puede considerarse que los taxones identificados representan
al menos el 90% de la riqueza del canal.

Son pocos los estudios para amibas en cuerpos de agua similares que consideren en su
totalidad a las amibas y no solo las de interés patogeno. En un estudio realizado en diferentes
lagos poco profundos en la Ciudad de México con parametros similares en cuando a dureza,

fésforo total, nitrogeno total, pH y temperatura se determind que las amibas tienen una
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presencia importante en estos sistemas, ya que tanto desnudas como testadas fueron de los
grupos con mas especies observadas, como son algunas especies de desnudas pertenecientes
a géneros como Naegleria, Vahlkampfia, Acanthamoeba, Saccamoeba, Thecamoeba, Vannella;
mientras que para testadas se identificaron especies como Arcella gibbosa, A. vulgaris, Difflugia
lobostoma y D. lanceolata (Aladro-Lubel et al., 2007). No se realizaron estudios para determinar
si los parametros ambientales influian en la presencia de estas amibas; sin embargo, se puede
observar observar que en cuerpos de agua bastante similares limnolégicamente se encontraron
ocho de los 11 géneros observados en el presente estudio. Dentro del presente estudio no se
identificaron especies de las amibas testadas, por lo que no se puede comparar
especificamente con el estudio antes mencionado, y en cuanto a amibas desnudas, dentro de
los géneros mencionados en el estudio referido, sélo identificaron la especie en dos de ellos,
Saccamoeba clava y Thecamoeba sphaeronucleolus, dos especies que no se encontraron en el
presente estudio y que no han tenido otros registros en México.

Arcella y Difflugia son géneros encontrados como los mas frecuentes dentro de los
estudios con un cuerpo de agua con algunas caracteristicas limnolégicas similares al del
presente estudio (oxigeno disuelto, nitrégeno total y pH); en un estudio realizado en el
sedimento de 31 lagos (Escobar at al., 2008) se reportd que la presencia de mas especies en
algunos lagos se debidé a un pH cercano a 8 y alcalinidades totales elevadas, siendo
significativas estas correlaciones, ya que un pH acido suele ser selectivo para la mayoria de
amibas testadas; sin embargo en el presente estudio no se identificé dicha correlacion,
adicionalmente los pH obtenidos fueron de cercanos a la neutralidad hacia basicos y sélo se
identificaron 3 taxones pertenecientes a dos géneros, por lo que puede existir algun otro factor
que influya en el canal estudiado.

En otro estudio con las mismas condiciones arriba mencionadas, se ha observado a las
especies Difflugia muriformis, D. pseudogrameny D. corona como las mas abundantes y
frecuentes; mencionando que factores ambientales incluido temporalidad tienen un fuerte efecto

en la estructuracién de la comunidad de amibas testadas (Arrieira et al., 2015)
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En un estudio con parametros ambientales similares a los arriba mencionados, pero con
un estado de eutrofizacion mayor (Xu et al., 2005) se reporté que los cambios en el gradiente
eutrofico tienen repercusiones en las amibas y sobre todo, en la épocas donde la abundancia
de cianobacterias fue mayor; lo que provocé que las amibas testadas sean menos frecuentes y
amibas desnudas como Thecamoeba, Vahlkampfia, Saccamoeba y Hartmannella aumenten su
frecuencia (excepto Naegleria, la cual se reporta con menos frecuencia que incluso las
testadas), atribuyéndolo a que en las épocas donde la eutrofizacién se intensifique o exista este
aumento de cianobacterias, solo las amibas con la tolerancia a estas condiciones pudieron
prevalecer. El presente estudio coincide con estos datos, pues a excepcién de las densidades
de amibas, en los sitios con mayor concentracién de clorofila a se reportd solo un taxén de
amibas testadas.

Se han realizado estudios en cuerpos de agua con condiciones no muy similares al
presente, pues han sido en rios (Andrade et al., 2015; Bonilla-Lemus et al., 2014; Ettinger et al.,
2003; Ren et al., 2018) o en lagos con condiciones ambientales distintas a las observadas en el
presente estudio (Sigala et al., 2016, 2018). A pesar de no ser condiciones similares a las
observadas en el presente estudio, es importante considerarlos al observar en qué condiciones
ambientales se da la presencia de amibas.

En diversos rios de la cuenca de México, un estudio reporté el mismo numero de
géneros (11) y un menor numero de taxones (12) comparandolos con el presente estudio, el
oxigeno disuelto y pH fueron similares también, pero las temperaturas fueron mas bajas, a
excepcion del rio con mas especies y cuya temperatura fue similar a las registradas en el
presente estudio (16°C). Acanthamoeba triangularis, A. polyphaga, Naegleria sp., Vannella
platypodia y Vermamoeba vermiformis, fueron taxones que coincidieron con el presente estudio,
a su vez los taxones Thecamoeba similis, Vahlkampfia aberdonica fueron registrados y aunque
no son taxones similares, los géneros si se observaron en el canal (Andrade et al., 2015). En
este mismo estudio se observd que el rio con mayor niumero de taxones estuvo asociado con

los valores mas elevados de temperatura.
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En otros estudios como el de Bonilla-Lemus et al. (2014) donde reportaron un numero
de taxones y géneros mayor aun con temperaturas inferiores, igualmente en rios de la cuenca
de México, donde se reportaron 26 taxones coincidiendo en cinco con este estudio;
Hartmannella cantabrigiensis, Korotnevella stella, Naegleria gruberi, Vannella platypodia, V.
simplex y Vermamoeba vermiformis. En ambos estudios mencionan que la temperatura fue uno
de los parametros que mas influencié la presencia de amibas en sus muestreos, también
reportado por Patsyuk & Onyshchuk, (2019) y Ren et al., (2018), quienes ademas mencionan
que la turbidez es un factor relevante. Ademas de las temperaturas mas bajas en ese estudio,
reportaron también valores mas bajos que los del presente estudio de conductividad y fosforo
total (calculado en dicho estudio como fosforo reactivo disuelto). Los cambios en el nimero de
taxones entre los tres estudios (Andrade et al., 2015; Bonilla-Lemus et al., 2014 y el presente)
no puede atribuirse a alguna variable ambiental; sin embargo, puede deberse al tipo de sistema,
ya que el canal estudiado en el presente estudio se comporta mas como un sistema Iéntico,
mientras que los otros son rios donde existe un constante y elevado flujo de agua, lo que puede
conducir a un ambiente menos estable para las amibas.

En otro estudio realizado en el eje volcanico transversal de México en 29 cuerpos de
agua se reportaron 40 taxones de amibas testadas, siendo Arcella discoides, Difflugia
protaeiformis acuminata y D. urceolata elongata unos de los mas frecuentes. A su vez, se
registraron variables ambientales que mostraban una relacion con la presencia de amibas
testadas; como son temperatura, profundidad, oxigeno disuelto, conductividad, alcalinidad total
y pH, mencionando que existe una importante relacion entre las amibas y los factores
ambientales. Las variables ambientales de los cuerpos de agua tuvieron valores superiores a
los obtenidos en el presente estudio, pues el pH tuvo un rango de 6.9 a 10.3; la temperatura de
13°C a 41.2 °C, conductividad de 9 a 14700 uS/cm y oxigeno disuelto de 0.08 a 12.3 mg/L.
(Sigala et al., 2018).

Acanthamoeba fue el género con mas taxones observados y se ha reportado que es el

género de AVL mas comun en el ambiente (Page, 1988; Ramirez et al., 2014; Reyes-Batlle
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et al., 2021), debido a que resiste diversas condiciones gracias a la presencia de celulosa en la
pared de su quiste (Barrett & Alexander, 1977). Ha sido en reportado en aguas residuales,
acuiferos, lagos, lagunas agua potable, rios, manantiales, entre otros ambientes (Berrilli et al.,
2021; Bonilla-Lemus et al., 2010; Ettinger et al., 2003; Feiz Haddad et al., 2019; John & Howard,
1995; Latifi et al., 2020; Patsyuk & Onyshchuk, 2019; Ramirez et al., 2009, 2014, 2016; Rivera
et al., 1993; Ustiintirk-Onan, 2020; Ustiintiirk-Onan & Walochnik, 2018).

En México se ha encontrado en rios con temperaturas entre los 7°C a 16°C (Andrade et
al., 2015; Bonilla-Lemus et al., 2014), pero a pesar de ser un género ampliamente distribuido,
en algunos estudios (Andrade et al., 2015; Bonilla-Lemus et al., 2014; Ramirez et al., 2016),
incluido el presente, no se observé con una alta frecuencia, y esto puede deberse a que
Acanthamoeba se ha visto mayormente vinculada al sedimento y zonas con muchas particulas
suspendidas a las cuales pueda adherirse (De Jonckheere, 1991; Rodriguez-Zaragoza, 1994),
aunque en este estudio no se encontré en las muestras del bentos. Acanthamoeba se ha
considerado uno de los géneros de amibas mas resistente frente a condiciones ambientales
extremas (Ramirez et al., 2014), por lo que su ausencia en las muestras del sedimento pudo
deberse a un factor no relacionado con la amiba y mas bien al método de estudio; ya que se ha
mencionado que la selectividad del medio, asi como las preferencias de alimento de las amibas
pueden interferir en la observacion de la amiba en la muestra. Lo anterior puede justificar
también su ausencia en secas; sin embargo, para explicar este hallazgo también puede
sumarse que en secas la entrada de sedimentos y la remocion del bentos es minimo, lo que
conlleva a una menor probabilidad de observar este género en dichas fechas.

En otros estudios realizados en rios o lagos el género predominante ha sido
Acanthamoeba; sin embargo, las temperaturas del agua al momento de los muestreos han sido
superiores (<21°C) (Kang et al., 2020; Niyyati et al., 2012; Ortiz-Ortega et al., 2014), entre ellos,
Ballares et al. (2020) reportaron la presencia de Acanthamoeba en cuatro lagos que se utilizan
para acuacultura y actividades turisticas de la zona de las lagunas crater en Filipinas. Aunque

no describen mas condiciones ambientales, atribuyen la presencia del género a una
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temperatura favorable del agua (27° a 31°C) y al impacto antropogénico de la zona. Este
estudio confirma que es posible que la actividad turistica realizada cerca del canal deba
considerarse un factor mas a considerar en futuros estudios.

Acanthamoeba castellanii y A. polyphaga se han reportado en acuiferos, aguas termales,
canales de riego, cascadas, posas, rios y sistemas de tratamiento (Andrade et al., 2015; Kang
et al., 2020; Koyun et al., 2020; Latifi et al., 2020; Ortiz-Ortega et al., 2014; Ramirez et al., 2009;
Ramirez-Flores, 2019; Reyes-Batlle et al., 2021; Rivera et al., 1993; Toledo, 2007). Por su parte,
A. triangularis se ha reportado en agua potable, reservorios naturales, rios, sistemas de
tratamiento (Al-Herrawy et al., 2017; Andrade et al., 2015; Campos, 2015; Koyun et al., 2020;
Mitsuwan et al., 2020).

Las tres especies de Acanthamoeba arriba mencionadas se han reportado como
patégenas (Visvesvara, 2014; Xuan et al., 2008), a su vez, no se ha reportado que exista algun
factor particular de estas especies que intervenga en la presencia o ausencia de estos en el
ambiente; se ha reportado que al igual que todo el género, la disponibilidad de alimento, la
temperatura, la turbidez y el nitrdgeno amoniacal podria llegar a influir en su distribucion y
abundancia (Ettinger et al., 2003; Ren et al., 2018; Rodriguez-Zaragoza, 1994).

Korotnevella stella es una especie observada en todos los sitios durante la primera
época (Cuadro 2). Se ha reportado en rios, lagos, aguas residuales y manantiales (Bonilla-
Lemus et al., 2014; Patsyuk, 2013; Ramirez et al., 2005, 2014, 2016; Smirnov & Thar, 2003;
Takamura et al., 2000; Udalov, 2016; Udalov et al., 2017; Udalov & Volcker, 2022; Van
Wichelen et al., 2012). Posee una forma flotante al igual que Vannella por lo que la presencia
en todos los sitios puede ser explicada por la facilidad de la amiba de desprenderse del sustrato
y ser llevada en la corriente de agua; asimismo, se reportd que posee una gran capacidad de
soportar una amplia variaciéon de la temperatura, la concentracién de oxigeno disuelto y de
materia organica disuelta (Patsyuk, 2013).

Hartmannella cantabrigiensis se observo en ambas temporalidades en los sitios con

Hydrocotyle (Cuadro 2 y Cuadro 3), aunque en secas también se observo en el sitio sin planta.
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Es una especie que ha sido poco estudiada, pues los pocos registros que se tienen de ella sélo
se limitan a mencionarla; sin embargo, ha sido objeto de estudio en el ambito de taxonomia,
pues se ha sugerido mover la especie a otro género (Brown et al., 2011). También se ha
documentado que son vectores para Legionella (Hsu et al., 2011; Thomas et al., 2008). La
especie se ha aislado de acuiferos, rios y sistemas de tratamiento (Bonilla-Lemus et al., 2014;
Ramirez et al., 2009; Rivera et al., 1993). Como género se ha reportado también en acuiferos,
aguas termales, agua potable, lagos, entre otros ambientes (Berrilli et al., 2021; Bonilla-Lemus
et al., 2010; Ramirez et al., 2010; Takamura et al., 2000; M. Xu et al., 2005). También como
género se ha observado que su presencia puede ser afectada por el oxigeno disuelto, la
disponibilidad de alimento, la temperatura y la turbidez (Bonilla-Lemus et al., 2014; Ettinger
et al., 2003; Ren et al., 2018).

Naegleria sp. se encontré en todos los sitios de muestreo de este estudio, en ambas
épocas (Cuadro 2 y Cuadro 3). Se considera que Naegleria es mas susceptible a las
condiciones ambientales, como pH, temperatura, oxigeno disuelto, entre otros. (Bonilla-Lemus
et al., 2014; Stahl & Olson, 2020); sin embargo, en varios estudios se ha mostrado que
Naegleria tiene intervalos de tolerancia amplios a diversos parametros ambientales, como
temperatura, pH y oxigeno disuelto, aunque depende mucho de la cepa y si esta se encuentra
en forma de quiste o de trofozoito (Stahl & Olson, 2020). Es importante mencionar que las
cepas con potencial patégeno de Naegleria son comunmente termdfilas (en aguas con
temperaturas promedio de 30°C) y tienen la capacidad de crecer a mas de 40°C (De
Jonckheere, 2012, 2014). La determinacién a nivel de especie del género Naegleria, no es
posible sin la aplicacion de técnicas moleculares (Kilvington & Beeching, 1995; Page, 1988).

Por otro lado, Bellini et al. (2020) realizaron un estudio en un rio de Brasil, el cual tiene
caracteristicas fisicas y quimicas similares al cuerpo de agua de este estudio, y encontraron la
presencia de cinco especies de Naegleria en todos los sitios muestreados a lo largo del rio.
Dichas especies fueron N. philippinensis, N. canariensis, N. australiensis, N. gruberiy N.

dobsoni.
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Es posible atribuir la alta frecuencia de las especies de este género a dos hechos, uno
de ellos es que posee una forma flagelar, la cual le permite desplazarse si las condiciones
ambientales o de disponibilidad de alimento no le son favorables, por lo que se puede recuperar
de diferentes sitios con las mismas condiciones en un mismo cuerpo de agua. El otro, es su
amplia resistencia a amplias condiciones ambientales, pues se ha demostrado que ahora cepas
patdgenas se pueden observar en ambientes con agua “fria” (=16°C) cuando antes se
consideraba que solo era posible encontrarlas en agua con temperatura por arriba de 30°C
(Bonilla-Lemus et al., 2020).

En otros estudios se ha confirmado la presencia de Naegleria en acuiferos, agua potable,
aguas termales, canales de riego, lagos, rios, entre otros ambientes (Bonilla-Lemus et al., 2020;
Ettinger et al., 2003; Gianinazzi et al., 2009; John & Howard, 1995; Kang et al., 2020; Kyle &
Noblet, 1986, 1987; Lares-Jiménez et al., 2018; Latifi et al., 2020; Milanez et al., 2019; Niyyati
et al., 2012; Ramirez et al., 2009; Reyes-Batlle et al., 2021; Takamura et al., 2000).

Saccamoeba stagnicola'y Thecamoeba quadrilineata son dos especies que solo
aparecieron en un sitio de muestreo en la época de lluvias (Cuadro 3). Desafortunadamente no
se ha profundizado la relacion de estas especies con las variables ambientales; sin embargo, se
han aislado de diversos cuerpos de agua naturales, residuales, entre otros ambientes, como
son T. quadrilineata (Beltran, 2008; Campos, 2015; Toledo, 2007) y S. stagnicola (Campos,
2015; Ibarra, 2015; Patsyuk, 2013; Ramirez et al., 2009).

Vahlkampfia ustiana estuvo presente en las dos épocas en tres sitios (Cuadro 2 y
Cuadro 3); este género no posee una forma que le permita desplazarse en el agua, aunque
pertenece a Heterolobosea como Naegleria (Smirnov et al., 2011), por lo que queda restringida
al sustrato, materia suspendida o a la interfaz agua-aire; por otra parte, se ha visto que la
frecuencia de V. ustiana en algunos cuerpos de agua se relaciona con periodos de lluvia o
bajas temperaturas (Anderson, 1997; Ettinger et al., 2003; Ramirez et al., 2016; Rodriguez-
Zaragoza, 1994). Por tanto, se le puede atribuir a la baja temperatura la presencia de V. ustiana

puesto que la mayoria de los registros fueron en la columna de agua o superficie y en la
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temporada de secas (Cuadro 2 y Cuadro 3). También se ha aislado de canales de riego, lagos,
sistemas de tratamiento, entre otros ambientes (Ramirez-Flores, 2019; Rivera et al., 1993;
Takamura et al., 2000).

Vannella es un género que estuvo presente en los tres sitios durante el primer muestreo
y en dos del segundo (Cuadro 2 y Cuadro 3), es decir que tuvo una alta frecuencia. No posee
la capacidad de formar quistes como una estructura de resistencia a condiciones ambientales
adversas; sin embargo, posee una forma denominada “forma flotante” (Page, 1988), la cual le
permite la permanencia en la columna de agua y ser arrastrada por las corrientes, resultando en
una mayor distribucién en el cuerpo de agua; por lo que la capacidad de desprenderse de
donde se encuentra adherida y moverse en la columna de agua, puede ser parte de la
explicacién de la alta frecuencia de este género. También se ha mencionado que Vannella
posee un trofozoito muy resistente a la desecacion y a la falta de alimento. (Bonilla-Lemus et al.,
2014; Ettinger et al., 2003).

No se ha establecido alguna relacion entre especies de Vannella y los parametros
ambientales. Al igual que otras amibas, las correlaciones significativas que se han reportado
son tomando en cuenta su género; por ejemplo, Ettinger et al. (2003) observaron una
correlacion positiva entre Vannella y coliformes fecales en un rio, donde al igual que en el
presente estudio, Vannella fue uno de los géneros mas frecuentes.

En la mayoria de los estudios se han registrado juntos a los dos taxones de Vannella
que se observaron en el presente estudio a V. platypodia y V. simplex, siendo estos en
acuiferos, lagunas, rios, sistemas de tratamiento, entre otros (Bonilla-Lemus et al., 2014;
Garstecki & Arndt, 2000; Ramirez et al., 2009; Toledo, 2007).

Vermamoeba vermiformis es una especie que también se observo en todos los sitios de
muestreo en secas y lluvias (Cuadro 2 y Cuadro 3); aunque no se tienen muy claras las
condiciones ambientales que favorecen su reproduccion, se ha reportado en cuerpos de agua
de 40°C y en nieve a 0°C, inclusive se le ha considerado tan ampliamente distribuida como

Acanthamoeba (Ramirez et al., 2016; Reyes-Batlle et al., 2015; Scheid, 2019). V. vermiformis
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se comporta como un depredador de superficies, pues es mas efectivo a la hora de depredar
bacterias cuando estas estan adheridas a alguna superficie, por lo que su presencia en la
columna de agua puede estar mas relacionada a la materia en suspension que ahi se
encuentra.

Existen diversos motivos por lo que esta amiba se puede encontrar en todos los sitios de
muestreo, como se menciond, V. vermiformis puede tener una distribuciéon tan amplia como
Acanthamoeba, y esto es debido a que posee un quiste bastante resistente, pues consta de dos
paredes, un endoquiste y un ectoquiste, que aunque no posee celulosa como el quiste de
Acanthamoeba, estan conformados por diversas capas filamentosas, lo que le proporciona una
resistencia al ambiente, e inclusive a la desinfeccion (Fouque et al., 2012; Masangkay et al.,
2019). Teniendo un quiste resistente junto con la cercania de los sitios muestreados en este
estudio pudo ser una combinacién favorable para el aislamiento frecuente de esta especie.

Es importante mencionar que V. vermiformis ha cobrado importancia en el ambito
médico, al verse involucrada en diferentes casos de queratitis, aislarse de un caso de
meningoencefalitis, aunque no se comprobéd que fuese directamente responsable de la
enfermedad (Centeno et al., 1996) y encontrandose que es vector de otros organismos
patdgenos como Legionella (Cabello-Vilchez et al., 2014; Masangkay et al., 2019; Scheid, 2019).

Vermamoeba vermiformis se ha aislado de acuiferos, agua potable, aguas termales,
canales de riego, lagos, lagunas, pozos, rios, sistemas de tratamiento, entre otros (Feiz Haddad
et al., 2019; Garstecki & Arndt, 2000; Kang et al., 2020; Lares-Jiménez et al., 2018; Latifi et al.,
2020; Ramirez et al., 2009, 2014; Reyes-Batlle et al., 2021; Rivera et al., 1993; Ustiintirk-Onan
& Walochnik, 2018).

Las especies del género Arcella han sido asociadas con una variedad de habitats de
agua dulce y se consideran oportunistas, aisladas de condiciones hostiles en ambientes
tropicales, subtropicales y templados; se caracteriza por tolerar altas conductividades, altas
salinidades, pH bajos y soportar una gran variabilidad ambiental de su habitat (Escobar et al.,

2008; Sigala et al., 2016, 2018; Sullivan & Booth, 2011). Ademas, se ha reportado en varios
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estudios como uno de los géneros dominantes mas abundantes en el plancton de lagos y rios,
algunos con caracteristicas similares a las del presente estudio, como se menciona
anteriormente (Dabés & Velho, 2001; Escobar et al., 2008; Ju et al., 2014; Sullivan & Booth,
2011; Tran et al., 2021). Lo anterior coincide con este estudio, pues a pesar de que no se
analizaron las muestras de sedimento o la superficie del agua en busca de amibas testadas,
este género si aparecio en todas las muestras de la columna de agua, al contrario que Difflugia
que solo aparecio en dos (Lansac-Toha et al., 2000; Tran et al., 2021; Velho et al., 1999).

Se ha reportado que la presencia de Arcella se encuentra relacionada positivamente
con la turbidez, pH, temperatura y clorofila a, asi como negativamente con el oxigeno disuelto
(Escobar et al., 2008; Picapedra et al., 2019). Esta tendencia no se encontré del todo en el
presente estudio, pues segun el CCA un taxén de Arcella (sp.1) se relaciona mas con
concentraciones altas de OD, mientras que el segundo taxon (sp.2) se relaciona con valores
altos de pH. Esto puede contradecirse a lo sugerido por Picapedra et al. (2019); sin embargo,
considerando la gran cantidad de especies de este género se puede considerar que ambos
puntos son correctos. Por ejemplo, se puede observar a A. vulgaris, la cual se ha mencionado
que ha sido una especie muy frecuente, pero en condiciones de pH acido, inclusive en pH de
~2.5 y por otro lado se tienen especies como A. discoidea, que también ha sido muy frecuente
incluso en estudios en cuerpos de agua con oxigeno disuelto moderadamente altos y
condiciones similares al presente como se ha mencionado anteriormente (Dabés & Velho, 2001;
Escobar et al., 2008; Patterson & Kumar, 2000; Velho et al., 1999). También se ha reportado
como un género mas frecuente en el plancton de lagos y rios, lo que coincide con este estudio,
pues a pesar de que no se analizaron las muestras de sedimento o la superficie del agua en
busca de amibas testadas, este género se identificé en todas las muestras de la columna de
agua, al contrario que Difflugia que solo se observé en dos (Lansac-Téha et al., 2000; Tran et
al., 2021; Velho et al., 1999).

Las especies del género Difflugia también se han reportado principalmente en el

sedimento (Lansac-Téha et al., 2014; Tran et al., 2021) y se han asociado con el aumento en la
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entrada de sedimentos y materia organica a los sistemas, densidad de bacterias, asi como a la
eutrofizacion (Dabés & Velho, 2001; Roe et al., 2010; Xu et al., 2005). Se ha observado que las
condiciones 6ptimas para la presencia de este género son en pH cerca de la neutralidad y poca
profundidad (Patterson & Kumar, 2000; Velho et al., 1999), encontrando principalmente en
estas condiciones a Difflugia oblonga.

Frecuentemente las especies de Difflugia que se observan en diferentes estudios en
lagos son las mismas, aunque exista alguna variacion en los parametros ambientales
(exceptuando aquellos con alguna caracteristica que los haga generar condiciones adversas,
como en el estudio de Patterson & Kumar [2000], donde reportaron pH muy acidos), dichas
especies son D. avellana, D. corona, D. gramen, D. lobostoma, D. pseudogramen y D. oblonga
(Arrieira et al., 2015; Dabés & Velho, 2001; Lansac-Téha et al., 2007; Takamura et al., 2000;
Velho et al., 1999).

Se ha observado en varios estudios con caracteristicas ambientales similares al
presente como uno de los géneros mas abundantes (Arrieira et al., 2015; Escobar et al., 2008;
Ju et al., 2014; Tran et al., 2021), lo que es contrastante, ya que en este estudio se encontré en
sélo dos sitios en la época de secas; sin embargo, su baja presencia en el canal puede deberse
a que es un género asociado al bentos y en el presente estudio no se identificaron amibas
testadas de dicho habitat, por o que su presencia pudo deberse gracias a la materia
suspendida en la columna de agua.

La técnica usada en este estudio para el conteo de amibas desnudas es una de las dos
que actualmente se usan como métodos indirectos, las cuales son preferidas por sobre otras
técnicas como PCR cuantitativa, citometria, entre otras (Moussa et al., 2020; Smirnov & Brown,
2004). Los meétodos indirectos, a pesar de que todos se basan en diluciones y conteos de
presencia o ausencia de amibas en pozos o cajas, el fundamento matematico sobre el que se
formulan es distinto (Anderson & Rogerson, 1995; Garstecki & Arndt, 2000; Smirnov & Brown,
2004), lo que les confiere una pequefa diferencia en los resultados finales; mientras que el

método de la MPA puede llegar a subestimar la cantidad de amibas en el ambiente, el método
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del numero mas probable (NMP) lo puede sobreestimar (Smirnov & Brown, 2004; Smirnov &
Thar, 2003; Smirnov, 2002).

Referente a la técnica usada en este estudio, Smirnov & Brown (2004) indicaron que el
método sera mas preciso en cuanto mas especifico se haga el conteo y la dilucion sea la
correcta; es decir, habra mas certeza en la densidad de amibas si se cuenta por especie y la
dilucion realizada haga que esa especie no esté presente en mas del 13% de los pozos. Sin
embargo, son precisiones que requieren estandarizar la técnica tras diversos estudios. En los
estudios mas precisos usando esta técnica no se ha considerado mas alla de morfotipo y soélo
en algunos casos se ha alcanzado el nivel de especie ya que es complejo identificar a este nivel
(Anderson, 1997, 2007, 2013; Anderson & Rogerson, 1995; Rogerson et al., 2003).

En México no hay trabajos publicados que consideren a las amibas desnudas en su
totalidad y en los que se realice un intento de cuantificacion. En Sonora se realiz6 un estudio
sobre la concentracion de amibas termdfilas en aguas naturales usadas para recreacion; la
técnica usada fue la del NMP, y reportaron que en verano los niumeros de amibas fueron
mucho mayores, teniendo como maximo 9175 NMP/L, el cual es parecido a los 8334 MPA que
se obtuvieron en este estudio, y como minimo 3477 NMP/L, pero se debe considerar que el
numero de amibas reportado son sélo de las termdfilas, por lo que puede ser que el nimero de
amibas no termofilas y termofilas sea mayor al encontrado en el presente estudio.
Lamentablemente no realizaron andlisis fisicos o quimicos, mas que el registro de temperatura,
la cual estuvo en un rango de 23-35°C (Lares-Villa & Hernandez-Pefa, 2010), mientras que en
el presente estudio la temperatura tuvo un rango de 15.8°C-19.6°C.

Otro estudio realizado en México fue considerando las amibas patégenas de un sistema
de tratamiento de agua (Rivera et al., 1993). Este estudio resulta dificil de comparar, ademas
del habitat diferente en donde se realiza el estudio, utilizaron dos métodos de conteo de amibas,
uno fue por conteo directo de colonias y otro por NMP. Se reporté en este estudio que el
meétodo de cuenta por colonias arroja una cantidad de amibas mayor que el obtenido por NMP.

A pesar de no poder comparar datos con este estudio resulta interesante considerarlo como
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referencia para observar el resultado de usar un método que no involucre el cultivo de amibas y
el considerar el tiempo que se ha intentado cuantificar a las amibas desnudas.

Al igual que en otros estudios (Anderson, 1997; Anderson & Rogerson, 1995), se puede
observar que la densidad de amibas es mayor en los meses de verano; tal vez debido al
aumento de temperatura. Si comparamos las densidades de amibas con otros estudios debe
considerarse de donde fue tomada la muestra, pues Anderson (1997) reporté densidades de
amibas superiores, inclusive de millones, que, aunque sea de un lago somero sus muestras se
obtuvieron cerca del sedimento, y se ha visto que las amibas se encuentran en su mayoria
asociadas a particulas y al sedimento, pues necesitan de una superficie para adherirse
(Rodriguez-Zaragoza, 1994; Rogerson et al., 2003), y es posible que en un cuerpo de agua con
poca turbidez, el numero de amibas sea mayor en la superficie que en la columna de agua
debido a que la cantidad de materia suspendida es menor, por lo que las amibas se ubican
principalmente en la pelicula superficial del agua en la interfaz agua-aire. (Bastian et al., 2009;
Rodriguez-Zaragoza, 1994).

En un estudio realizado en diversos lagos con un oxigeno disuelto, pH y conductividad
parecidos a los registrados en el canal del presente estudio, inclusive se menciona que son
lagos poco profundos; sin embargo, a diferencia del presente estudio, se menciona que dichos
lagos se encuentran en un proceso de eutrofizacidn muy avanzado, y esta caracteristica puede
ser una de las razones por la que las densidades de amibas no coincidan entre ambos estudios,
pues en dichos lagos se encontraron densidades desde 339 mil a poco mas de un millén de
amibas desnudas por litro. En dicho estudio también se menciona que las altas concentraciones
del mejillén cebra que se encuentra en esos lagos puede alentar la proliferacion de amibas;
dicha informacion no puede compararse directamente al presente estudio; sin embargo, se
puede decir que la influencia de un organismo externo puede ser relevante en las densidades
de amibas desnudas (Bischoff & Horvath, 2011).

Anderson (2007) report6é una densidad de amibas muy superior en un lago,

comparandolo con la MPA obtenida en el presente estudio; el lago lo describe como altamente
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productivo, por lo que puede existir mas disponibilidad de alimento. A su vez compara las
abundancias de amibas con la de ciliados, concluyendo que las amibas desnudas ocupan un
lugar de igual importancia que los ciliados en la red trofica, reportando que hay mas abundancia
de amibas en meses mas frios, mientras que en los calidos la abundancia de ciliados aumenta,
infiriendo que se puede deber al aumento de bacterias en esa temporada; sin embargo, en el
presente estudio se observé una relacion entre las bacterias totales y la MPA de amibas. Por
ejemplo, coincidieron en la muestra Hydro2 los mayores valores de densidad de bacterias
totales y la MPA mas elevada del estudio (Cuadro 3).

Se observo que con un nivel de p<0.06, existe una correlacion significativa positiva con
el numero de bacterias totales y la abundancia de amibas. Esto puede explicar que la MPA del
segundo muestreo sea en promedio mayor, que los del primer muestreo, pues el nimero de
bacterias totales resulté también mayor en este muestreo. Kim & Choi (2019) discuten las
consideraciones para elegir el nivel de confianza en los analisis estadisticos y porque el criterio
de p<0.05 no es siempre el mas adecuado.

En cuanto a las amibas testadas, el valor mas alto de AT/L fue de mas de 90 mil en el
sitio con Hydrocotyle en secas, mientras que el segundo fue el sitio con Potamogeton en la
temporada de lluvias. No hay un patrén claro en cuanto a las estaciones climaticas; sin
embargo, se observo que en el sitio sin planta se registré el niumero mas bajo en ambas épocas.
Resulta dificil comparar los datos de abundancias, ya que muchos estudios han registrado
abundancias a partir de muestra del sedimento o por especie, mientras que en el presente
estudio sélo se considero la columna de agua y una abundancia total.

Es importante mencionar que la abundancia de amibas testadas y la presencia de
especies suele ser menor en cuerpos de agua tropicales que en cuerpos de agua templados
(Patterson et al., 2015; Sigala et al., 2018). Esta relacién no se ha observado en amibas
desnudas.

En este estudio los valores de AT/L fueron mucho mayores que las MPA, esto tiene

sentido pues se ha establecido que la abundancia de amibas testadas es la mayor entre todos
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los protistas, en algunas ocasiones pueden llegar a alcanzar una abundancia igual o superior a

la de los rotiferos y copépodos (Mieczan, 2007; Velho et al., 1999).

Conclusiones

La riqueza de especies del canal fue de 15 taxones, y de acuerdo con el modelo de
estimacion de Chao2 falté solo un taxén del total estimado, por lo que se puede considerar
practicamente completo el inventario de especies del canal.

De los géneros identificados, Arcella, Naegleria y Vermamoeba estuvieron presentes en
todos los sitios en ambas épocas, mientras que Vannella y Korotnevella solo se identificaron en
secas. Difflugia, Saccamoeba 'y Thecamoeba solo en lluvias.

Al comparar entre épocas, la de lluvia tuvo una riqueza de 12 taxones mientras la de
secas nueve, coincidiendo en siete taxones; Arcella sp.1, Hartmannella cantabrigiensis,
Naegleria sp., Vahlkampfia ustiana, Vannella platypodia, V. simplex'y Vermamoeba vermiformis.

La abundancia de amibas desnudas fue menor que la de amibas testadas, siendo el sitio
con Hydrocotyle en el que se registraron los valores mas altos de abundancia de cada una.
Mientras que las abundancias de amibas testadas fueron similares a otros estudios, las de
amibas desnudas variaron mas. Este es otro motivo por el cual los estudios con abundancias de
amibas desnudas son necesarios, pues se requieren para poder realizar mas comparaciones.

Es importante utilizar métodos de cuantificacion de amibas desnudas pues los estudios
ecolégicos serian mas completos.

El método utilizado para conteo en este trabajo, a pesar de tener sus limitantes, tiene el
potencial de permitir realizar mejores estudios ecoldgicos una vez estandarizado. Por lo anterior
es que en este estudio resultdé complicado comparar los datos de abundancias obtenidos, pues
pocos son los estudios publicados que han considerado a todas las amibas desnudas.

De entre los parametros ambientales, solo la correlacién de las bacterias totales con la

MPA de amibas desnudas fue significativa con p<0.06 de confianza. Posiblemente un estudio
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con mas muestreos podria ofrecer suficientes datos para encontrar alguna otra correlacion de
las amibas con alguna otra variable ambiental.

Se encontré que algunas especies se relacionan con valores mayores de pH, como
Acanthamoeba polyphaga, A. castellanii, Arcella sp.2, y Saccamoeba stagnicola.

Otras prefirieron concentraciones altas de oxigeno disuelto, fosforo total, nitrégeno total
y valores altos de conductividad, como son Arcella sp.1, Difflugia sp., Naegleria sp. y
Vahlkampfia ustiana.

Con mayor abundancia de bacterias se relacionaron Acanthamoeba polyphaga y
Vermamoeba vermiformis.

Acanthamoeba triangularis, Hartmannella cantabrigiensis, Korotnevella stella, Vannella
platypodia y V. simplex se relacionaron con valores elevados de temperatura y clorofila a.

No se encontraron diferencias significativas entre los sitios de muestreo por la riqueza de
amibas o por los parametros ambientales. Sin embargo, los analisis de agrupamiento muestran
que el sitio con Hydrocotyle es el mas similar tanto por la composicion de amibas, como por las
condiciones ambientales; es decir, que este sitio es estable entre estaciones climaticas. Con
esto se puede hipotetizar que Hydrocotyle permite una estabilidad del area circundante ya sea a
través de medios quimicos y/o fisicos.

Se encontré que en los sitios donde estuvieron presentes las macréfitas Potamogeton o
Hydrocotyle se observaron 11 especies en cada sitio, y en el sitio sin macrdfitas se observaron
solo siete especies. Sdlo cinco especies se observaron en todos los sitios; Arcella sp.1,
Korotnevella stella, Naegleria sp., Vahlkampfia ustiana y Vermamoeba vermiformis.

No se ha demostrado un efecto directo de las macrdfitas sobre las amibas, sino que les
afecta de manera indirecta modificando el ambiente, tal vez otorgando una mayor complejidad
al habitat, o ejerciendo algiin cambio sobre los parametros fisicos o quimicos. Las macrdfitas si
pueden tener un efecto directo sobre las bacterias y algas, modificando asi la disponibilidad de

alimento de las amibas.
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Anexos

Anexo 1. Fotografias y corta descripcion de las amibas identificadas

A excepcidn de Korotnevella stella, se tiene registro de todas las amibas reportadas. Las

descripciones generales son tomadas de Page (1988) y Lee et al. (2000).

Como escala considerar la linea azul en cada imagen que equivale siempre a 10um.

- Acanthamoeba spp.

Fotografia 1 Trofozoito de
Acanthamoeba sp.

Fotografia 2 Quiste de A.
polyphaga

Fotografia 3 Quiste de A.
triangularis

La forma de trofozoito se encuentra usualmente entre 12 y 40
pm. Muy poco eruptiva presentando subpseuddépodos
filamentosos llamados acantépodos, lo que le da a la amiba una
apariencia “espinada”. Posee un nucleo esférico con un nucleolo
central. Usualmente se aprecia una vacuola contractil grande en
el citoplasma. La identificacion morfolégica de la especie es
posible observando el quiste, el cual posee dos capas en su
pared; ectoquiste y endoquiste.

El endoquiste de Acanthamoeba polyphaga posee un
endoquiste muy irregular, pero casi nunca estrellado; el
ectoquiste un poco menos rugoso que en otras especies, en
algunos lados bien separado del endoquiste. Posee una media
de cinco o seis brazos. Tiene un tamano promedio de 14 uym.

En el quiste de Acanthamoeba triangularis el endoquiste posee
menos de cuatro brazos. Se puede apreciar un ostiolo en donde
el ectoquiste y endoquiste se encuentran. Con un tamafio

promedio de 13 ym.
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- Arcella spp.

Son amibas con la testa mas o menos circular y una
apertura central. La testa es completamente organica
compuesta por unidades de construccion parecidas a una caja
que se distribuyen en una sola capa. Las testas jovenes carecen

de color, mientras que las mas antiguas toman un color café.

En el género existen diversas variedades y formas en

Fotografia 4 Testa de imad te 50 .
Arcella sp.1 aproximadamente 50 especies.

Fotografia 5 Testa de
Arcella sp.2

- Difflugia sp.

Amibas con la testa aglutinada, posee una apertura
redonda, ovalada, lobulada o dentada pero nunca con forma de
hendidura. La testa siempre compuesta de particulas minerales
o diatomeas. La taxonomia del género estda basada

principalmente en los tamafios y formas de las testas.

Fotografia 6 Testa de
Arcella sp.



- Hartmannella
cantabrigiensis

Fotografia 7 Trofozoito de
H. cantabrigiensis

- Naegleria sp.

Fotografia 8 Trofozoito de
Naegleria sp.

Fotografia 9 Quistes de
Naegleria sp.
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El género posee un trofozoito con un solo pseudépodo,
excepto cuando cambia de direccién, con punta hialina casi
siempre. Usualmente presenta una pequefia vacuola contractil.
La especie Hartmannella cantabrigiensis posee un tamano
promedio de 16 a 33 pym, usualmente 23 um. El cociente de lo
largo y lo ancho es usualmente 4.5 maximo aproximadamente
6.5. El quiste suele ser liso, esférico u ovoide, con un diametro

promedio de 8.8 um.

Amibas eruptivas de forma limax con un tamafno
promedio de 15 a 30 um; aunque el tamafio puede variar
dependiendo de la especie y aislamiento. Se caracterizan por
poseer una forma de trofozoito, una forma de quiste y una forma
flagelar; para su identificacion es necesario observar la forma
limax del trofozoito, como el quiste y la forma flagelada; sin
embargo, una identificacion morfolégica so6lo es posible hasta
género, y para identificar la especie es necesario usar métodos
moleculares.

El quiste de Naegleria es esférico, algunas veces puede
ser reniforme u ovoide, y con un tamafio promedio de 9 a 17 um,
aunque al igual que el trofozoito varia dependiendo de la
especie y de la cepa. Es caracteristico del quiste observar al
nucleo rodeado por una pared densa negra de cromatina que
tiene una apariencia “perlada”.

Las formas flageladas de Naegleria se caracterizan por



Fotografia 10 Flagelado
de Naegleria sp.

- Saccamoeba
stagnicola

Fotografia 11 Trofozoito
de S. stagnicola
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poseer 2 flagelos y el cuerpo posee una forma de pera.

Al igual que Hartmannella, el género Saccamoeba posee
un solo pseudopodo y tiene forma cilindrica. El trofozoito se
encuentra en movimiento constante; sin embargo, no es
eruptivo. La especie Saccamoeba stagnicola mide usualmente
de largo de 30 a 75 uym, aunque en promedio es de 50 um. El
tamafo del nucleo en promedio mide 6.5 pm. Usualmente

contiene bacterias endosimbiodticas. Puede formar quistes.

Las amibas del género Thecamoeba son aplanadas y de
contorno oblongado usualmente con varios dobleces paralelos.
Uno de los extremos posee una parte hialina que puede llegar a
cubrir hasta la mitad de la célula. La especie Thecamoeba
quadrilineata mide entre 35 a 100 uym, aunque el promedio es de
50 a 70 ym; un nucleo centrado y con un nucleolo liso,

usualmente mide en promedio 9.5um.



de T. quadrilineata

Vahlkampfia ustiana
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El género varia de tamafio desde los 7 hasta los 65 ym,
aproximadamente; sin embargo, al igual que Naegleria, varia de
acuerdo con la especie. Tienen forma limax y no presenta
estado flagelar.

La especie Vahlkampfia ustiana mide desde 30 a 65 ym
y el trofozoito puse un uroide prominente o bulboso. Poseen un
nucleo de 5 a 6.5 ym de diametro. El quiste puede ser circular
ovalado reniforme o piriforme; usualmente miden 15 pym vy

pueden tener una cubierta pegajosa.

El género posee una forma locomotora con un
hialoplasma anterior aplanado que puede ocupar mas de la
mitad del largo del trofozoito. EI ancho es usualmente mas
grande que el largo, lo que le confiere una forma de abanico. En
condiciones acuosas, tienen la capacidad de cambiar su forma
del trofozoito a una con prolongaciones largas llamada forma
flotante. No forman quistes.

La especie Vannella simplex es mas ancha que larga en
su mayoria con un tamafno promedio de 42 a 52 uym. El nucleo
puede medir en promedio de 7.4 a 8.6 um de diametro, a veces

puede presentar mas de un nucleo. Pasa de su forma flotante a
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la forma ameboide muy lentamente.
La especie Vannella platypodia es mas larga que ancha
usualmente, a veces tiene forma espatulada o con la parte
posterior prolongada. En promedio mide de 16 a 21 um y suele

pasar de su forma flotante la forma ameboide en pocos minutos.

El trofozoito posee un solo pseudopodo, con una
prominente zona hialina en uno de los extremos, no es eruptivo
y usualmente tiene una vacuola contractil. Su largo va desde los
12 a los 37 pm, pero a diferencia del género Hartmannella el

cociente de largo entre el ancho es mayor a 6. el nucleo mide en
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promedio de 2.1 a 4.1 ym. El quiste es esférico o ligeramente
ovoide con un diametro promedio de 7 uym, caracteristico por ser

muy refringente en microscopia de contraste de fases.

Fotografia 19 Trofozoito

de V. vermiformis

Fotografia 20 Quiste de V.
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Anexo 2. Analisis estadisticos y tablas de datos.

ANOSIM entre diferentes sitios de muestreo usando datos de riqueza de especies.
Realizado con PAST 4.07 (Hammer et al., 2001).

Permutation N: 9999 R: -0.1111
Mean rank within: 9 p (same): 0.7374
Mean rank between: 7.83

ANOSIM entre diferentes sitios de muestreo usando datos transformados a Log1 de los
parametros fisicos y quimicos, incluida clorofila a. Realizado con PAST 4.07(Hammer et
al., 2001)

Permutation N: 9999 Mean rank between: 9.25
Mean rank within: 3 R: 0.8333



p (same):

0.0674

- Datos de presencia y ausencia de amibas para analisis estadisticos.

Primer muestreo Segundo muestreo
Sin Sin
Potamogeton | Hydrocotyle | Planta Potamogeton | Hydrocotyle | Planta
Acanthamoeba castellanii 0 0 0 1 0 0
Acanthamoeba polyphaga 0 0 0 1 1 0
Acanthamoeba triangularis 0 0 0 0 1 0
Arcella sp1 1 1 1 1 1 1
Arcella sp2 0 0 0 1 0 0
Difflugia sp. 1 0 1 0 0 0
Korotnevella stella 1 1 1 0 0 0
Hartmannella cantabrigiensis 0 1 1 0 1 0
Naegleria sp. 1 1 1 1 1 1
Saccamoeba stagnicola 0 0 0 1 0 0
Thecamoeba quadrilineata 0 0 0 0 1 0
Vahlkampfia ustiana 1 1 0 0 0 1
Vannella platypodia 1 1 0 0 1 0
Vannella simplex 0 0 1 0 1 1
Vermamoeba vermiformis 0 1 0 1 1 1

- Analisis de correlacién de Spearman con los datos de MPA y AT/L de amibas y datos.

Realizado con PAST 4.07 (Hammer et al., 2001).

oD T° Cond pH P-tot N-tot Dur Clor-a MPA AT/L
oD 0.77778 0.71111 | 0.49722 | 0.66667 | 0.83889 | 0.20833 | 0.26944 | 0.41944 | 0.80278
T° 1-0.14494 0.41944 | 0.16111 0.45 0.98889 | 0.98333 | 0.59444 | 0.43333 |0.044444
Cond | 0.20292 | -0.41176 0.71111 0.05 0.036111 | 0.55556 | 0.98333 | 0.19444 | 0.98333
pH |-0.37143| -0.66674 | 0.20292 0.36667 | 0.77778 | 0.86111 | 0.35556 | 0.10278 | 0.26944
P-tot | 0.21602 | -0.4227 0.86106 | 0.49377 0.21667 | 0.93333 0.5 0.1 0.86667
N-tot | 0.11595 | -0.014706 | 0.86765 |-0.14494 | 0.62622 0.43333 | 0.83889 | 0.37222 0.6
Dur 0.6 -0.028989 | -0.31887 |0.085714| 0.061721 | -0.40584 0.91944 | 0.65833 | 0.91944
Clor-a | 0.54286 | -0.2609 |-0.028989 | -0.48571 | -0.33947 | -0.11595 | -0.085714 0.15556 | 0.56389
MPA | 0.42857 | 0.40584 | -0.63775 |-0.77143 | -0.77152 | -0.46382 | 0.25714 | 0.65714 0.80278
AT/L |-0.14286| -0.84067 |-0.028989 | 0.54286 | -0.092582 | -0.28989 | -0.085714 | 0.31429 |-0.14286

Analisis de correlacién de Spearman con los datos de MPA y AT/L de amibas y

densidades de bacterias. Realizado con PAST 4.07 (Hammer et al., 2001).




AT/L MPA Cocos Bacilos Largas Totales
AT/L 0.65833 | 0.56389 0.49722 0.29722 | 0.65833
MPA 0.25714 0.080556 | 0.11944 0.26944 | 0.058333
Cocos -0.31429 | 0.77143 0.058333 | 0.080556 | 0.016667
Bacilos -0.37143 | 0.71429 | 0.82857 0.016667 | 0.016667
Largas -0.54286 | 0.54286 | 0.77143 0.94286 0.058333
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Resultados de correlacion de Spearman con densidades de bacterias y MPA de amibas. En negritas estan los
valores con correlacién si se toma p<0.06

Analisis de rarefaccion Mau Tao, con la extrapolacion de muestreos y de estimacion

Chao2. Realizado con EstimateS ver. 9.1 (Colwell &Elsehon, 2014).

S(est) S(est) Chao 2 Chao 2
0, 0, 0, 0,
Muestreos | S(est) 9L5|'n/f|itcél 9L5in/:|)itcen S(est) SD i/rlf;: 9L5|'n/f|itcél 9L5|'n/f|itcél Chsa[? °
inferior superior inferior superior
1 3.92 2.55 5.29 0.7 4.19 0 0 0
2 6.7 4.59 8.81 1.08 11.65 8 30.26 4.51
3 8.7 6.2 11.19 1.27 15.07 10.4 37.7 5.6
4 10.16 7.49 12.83 1.36 14.18 111 31.07 3.99
5 11.26 8.52 14 1.4 14.15 11.91 27.58 3.07
6 12.11 9.35 14.87 1.41 14.75 12.56 28.29 3.05
7 12.8 10.05 15.55 1.4 14.94 13.01 27.7 2.81
8 13.37 10.62 16.12 1.4 15.73 13.7 28.76 2.89
9 13.86 11.11 16.61 1.4 15.96 14.06 28.86 2.81
10 14.29 11.53 17.05 1.41 16.86 14.67 31.29 3.17
11 14.67 11.87 17.46 1.42 16.61 14.95 29.06 2.62
12 15 12.16 17.84 1.45 16.38 15.16 26.63 2.07
13 15.29 12.38 18.21 1.49
14 15.55 12.55 18.56 1.53
15 15.78 12.66 18.89 1.59
16 15.98 12.73 19.22 1.65
17 16.15 12.77 19.54 1.73
18 16.31 12.77 19.85 1.8 A partir del muestreo 13 empieza la
19 16.45 12.75 20.14 1.88 extrapolacion
20 16.57 12.72 20.42 1.96
21 16.67 12.66 20.68 2.04
22 16.76 12.6 20.93 212
23 16.85 12.53 21.16 2.2
24 16.92 12.46 21.38 2,27
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Tablas con valor de similitud por indice de Jaccard. Realizado con PAST 4.07 (Hammer

et al., 2001).

Pota1 Hydro1 Sin1 Pota2 Hydro2 Sin2
Pota1 1 0.375 |0.4285714|0.1111111 | 0.1666667 0.5
Hydro1 0.375 1 0.444444410.1818182 | 0.5454546 0.5
Sin1 0.4285714 | 0.4444444 1 0.0909091 | 0.4545455| 0.375
Pota2 0.1111111 ] 0.1818182 | 0.0909091 1 0.2307692 | 0.2222222
Hydro2 0.1666667 | 0.5454546 | 0.4545455 | 0.2307692 1 0.3636364
Sin2 0.5 0.5 0.375 |0.2222222 | 0.3636364 1
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