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Resumen 
El declive global de los anfibios observado en los últimos años, ocasionado en parte 

por la infección de la enfermedad fúngica denominada quitridiomicosis, ha promovido el 
estudio del microbioma de su piel. Esto debido a que se ha observado que algunos 
microorganismos que lo conforman son capaces de inhibir el crecimiento de patógenos y 
proteger al hospedero. No obstante, variaciones en el microbioma ocasionadas por 
alteraciones en los factores inherentes al hospedero, factores bióticos y abióticos, pueden 
hacerlo más susceptible a la infección por patógenos. De ahí que en este trabajo se evaluó la 
relación entre múltiples factores abióticos y el microbioma de cuatro especies de ajolotes del 
género Ambystoma.


Para realizar esto, primero, se determinaron el clima y los parámetros fisicoquímicos del 
hábitat (lagunas) de las especies Ambystoma andersoni, Ambystoma dumerilii, Ambystoma 
mexicanum y Ambystoma taylori. Luego, se describió la diversidad y composición de las 
comunidades de bacterias y hongos presentes en su piel para, finalmente, analizar el efecto 
del clima y los parámetros fisicoquímicos sobre éstas. Para contestar nuestra pregunta se 
obtuvieron los registros históricos (1970-2017) de precipitación y temperatura de cada 
locación, se midieron los parámetros fisicoquímicos de cada hábitat y se realizó la 
secuenciación de 16S e ITS del microbioma de la piel de las cuatro especies así como su 
procesamiento y análisis por qiime2 y R.


Con respecto al microbioma, encontramos que las especies de A. andersoni y A. dumerilii, 
ambas ubicadas en Michoacán, tuvieron una diversidad de bacterias y hongos similar. En A. 
mexicanum y A. taylori, especies ubicadas en Xochimilco y Alchichica, respectivamente, la 
comunidad bacteriana fue menos diversa a la observada en A. andersoni y A. dumerilii 
mientras que la comunidad de hongos fue bastante parecida entre todas las especies. El 
microbioma de las cuatro especies estuvo dominado por las clases de Gammaproteobacteria y 
Bacteroidia, para el caso de las bacterias, y por Dothideomycetes, para el caso de los hongos.


Al analizar el efecto de los factores abióticos sobre el microbioma, hallamos que el pH y el 
oxígeno disuelto tuvieron una correlación positiva con la diversidad alfa de bacterias y hongos 
en tanto que la conductividad tuvo una correlación negativa con esta en ambas comunidades. 
Asimismo, la temperatura promedio de 1990-2017 tuvo una correlación positiva con la 
diversidad alfa de bacterias mientras que la precipitación de 1990-2017 tuvo una correlación 
negativa con la diversidad alfa de hongos. Se observó que en las especies de A. andersoni y 

 | 6 69



A. dumerilii los factores abióticos tuvieron un efecto parecido sobre el microbioma. En cambio, 
estos factores impactaron de distinta manera al microbioma de A. mexicanum y A. taylori.


En conclusión, podemos sugerir que las factores abióticos tienen un efecto similar sobre el 
microbioma de aquellas especies que habitan en regiones cuyo clima y parámetros 
fisicoquímicos son semejantes.
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Introducción 

El microbioma de la piel de los anfibios y los factores que influyen sobre su 
estructura y diversidad 

La piel es un ecosistema que posee una abundancia de pliegues, invaginaciones y 
microambientes, los cuales son hábitat de diversas comunidades de microbios, 
colectivamente referidas como microbioma (Byrd et al., 2018; Harrison et al., 2019). La piel, al 
estar en contacto directo con el ambiente que rodea al organismo, tiene el papel principal de 
ser una barrera física que lo protege de microorganismos transitorios o sustancias tóxicas que 
tienen el potencial de causar enfermedades (Grice y Segre, 2011; Loudon et al., 2014a). De ahí 
que su caracterización sea esencial para los diversos grupos animales que se encuentran 
amenazados, como los anfibios (Alroy, 2015).


Los anfibios son una clase de vertebrados que poseen una piel delgada, permanentemente 
húmeda y cubierta de una capa de mucosa rica en carbohidratos (Heatwole y Barthalmus, 
1994; Scheele et al., 2019). Estas características permiten que su piel sea permeable al agua, 
capaz de realizar un intercambio de gases y particularmente susceptible a enfermedades 
(Varga et al., 2019). Dicho órgano contribuye a la respiración y osmorregulación de los anfibios, 
a la par de funcionar como parte del sistema inmune innato (Varga et al., 2019).


El microbioma de la piel de los anfibios se ha establecido como un sistema modelo para 
entender las relaciones tripartitas entre el hospedero, el microbioma y organismos patógenos 
(Bernardo-Cravo et al., 2020). Esto debido a que se ha observado que la presencia de 
determinados microorganismos en la piel, así como los compuestos antifúngicos que son 
capaces de producir, permiten competir con otros microbios por espacio y recursos, 
inhibiendo el crecimiento de patógenos y protegiendo al hospedero (Kueneman et al., 2016; 
Bletz et al., 2017a-b; Bates et al., 2018).


El microbioma de la piel de los anfibios está determinado por las interacciones que tiene la 
microbiota con los factores inherentes al hospedero, los factores bióticos y abióticos. Dentro 
de los factores inherentes al hospedero se incluyen la diversidad genética, su dieta y fisiología 
(ej. los sistemas inmunes innato y adaptativo) junto con su comportamiento, ecología y 
desarrollo (Rebollar et al., 2020). Los factores bióticos incluyen las interacciones ecológicas 
entre los microbios simbiontes de la piel y la composición microbiana de las reservas 
ambientales mientras que los factores abióticos incluyen las condiciones ambientales, como la 
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temperatura, el pH, la humedad y la presencia de contaminantes (Rebollar et al., 2016a; 
Jiménez et al., 2016).


El efecto del ambiente en el microbioma de la piel de los anfibios 
Aún cuando todos estos factores impactan al microbioma de la piel de los anfibios, en 

vista de los rápidos cambios ambientales en todo el mundo, se cree que los factores abióticos 
pueden alterar más fácilmente el balance del microbioma, repercutiendo en la salud del 
hospedero y la selección y evolución de los anfibios (Kueneman et al., 2019; Ruthsatz et al., 
2020). De acuerdo con esto, se ha observado que la riqueza bacteriana de múltiples especies 
de anfibios distribuidos a lo largo del mundo aumenta con factores asociados a la temperatura 
(en particular con temperaturas frías y la estación), sugiriendo que la composición bacteriana 
cambia a lo largo de un gradiente y que la riqueza bacteriana del hospedero decrece en 
ambientes más térmicamente estables (Kueneman et al., 2019).


No obstante, la temperatura no es el único factor abiótico con un efecto sobre el microbioma. 
Anteriormente, se ha observado que la riqueza y estructura bacteriana del microbioma de 71 
especies de ranas arborícolas a lo largo del Bosque Atlántico estaban significativamente 
influenciadas por la elevación, la latitud y algunas variables climáticas, como la precipitación 
anual (Ruthsatz et al., 2020), aún y cuando las regiones de donde se recuperaron a los 
individuos eran ampliamente heterogéneas. Si bien estas conclusiones han surgido a partir del 
análisis de las comunidades bacterianas, García-Sánchez et al. (2022) observaron que también 
existe una correlación significativa entre las comunidades de hongos y el clima, principalmente 
con las variables de temperatura por temporada, precipitación anual y precipitación del cuartil 
más húmedo.


Con respecto a la precipitación, Varela et al. (2018) evidenciaron que el microbioma de las 
ranas panameñas varía menos en aquellas expuestas a climas más húmedos; concluyendo así 
que la precipitación es un factor capaz de hacer más similares el microbioma de la piel de 
diferentes especies. Estas evidencias apuntan a que la exposición a condiciones ambientales 
semejantes promueve la presencia de comunidades microbianas parecidas en la piel, a pesar 
de tratarse de distintas especies. 


Por otro lado, se ha demostrado que los factores abióticos pueden afectar al microbioma del 
hospedero a través de 1) modificar la reserva de microorganismos disponible en su hábitat  
(Bletz et al., 2017a) y 2) al promover condiciones favorables para el desarrollo de patógenos, 
como Batrachochytrium dendrobatidis (Bd) (Bielby et al., 2008), patógeno causante de la 
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enfermedad fúngica llamada quitridiomicosis. Con respecto al primer caso, estos cambios 
provocan que el hospedero modifique su microbiota de acuerdo a los microorganismos 
disponibles en el ambiente (Bletz et al., 2017a). Por ejemplo, se ha observado que la falta de 
un reservorio bacteriano, como el bacterioplancton, promueve un microbioma menos diverso 
(Loudon et al., 2014b). En cuanto al segundo caso, se ha reportado que anfibios sanos 
presentan un microbioma distinto al de los individuos infectados por Bd (Rebollar et al., 
2016b), aumentando las probabilidades de su deceso. Considerando esto y las evidencias de 
que se puede favorecer la quitridiomicosis en regiones constantemente húmedas, fuertemente 
asociadas a hábitats acuáticos perennes y/o en donde ocurren aumentos grandes en la 
variabilidad de las condiciones climáticas (ej. temperatura), es que resulta relevante conocer 
cómo está conformado el microbioma del anfibio y cómo lo puede modificar el ambiente.


Los ajolotes, unos anfibios muy peculiares 
En México, la riqueza de anfibios incluye a poco más de 400 especies (Frost, 2013), 

equivalente al 5.23% del total mundial; de ahí que esté posicionado como el quinto país más 
diverso de anfibios, justo después de Brasil, Colombia, Ecuador y Perú (Parra‐Olea et al., 
2014). De las 400 especies, 252 son endémicas en México, equivalente al 67% de la 
diversidad total, y 164 están amenazadas, equivalente al 43% de la diversidad total (Parra‐
Olea et al., 2014). Dentro de éstas se encuentran los ajolotes, especies de interés debido a sus 
capacidades regenerativas, funciones ecosistémicas e importancia cultural (SEMARNAT, 2018).


Los ajolotes son anfibios del género Ambystoma. Este género está constituido por 33 especies 
descritas, las cuales se distribuyen desde el suroeste de Alaska y el sur de Canadá hasta el 
Altiplano Mexicano (Pough et al., 2001). En el caso particular de los ajolotes, existen 17 
especies descritas, de las cuales 16 se reportan como endémicas a México, y de acuerdo a la 
NOM-059-SEMARNAT-2010, 3 están clasificadas como amenazadas y 12 sujetas a protección 
especial. Dicho estado de riesgo se debe a la sobreexplotación causada por ser utilizados 
como comida o propósitos medicinales y al daño a su hábitat (SEMARNAT, 2018).


Estos animales presentan un cuerpo robusto de una longitud promedio de 23cm, con surcos 
costales a los lados, una cabeza ancha y una piel lisa, glandular y húmeda (SEMARNAT, 2018). 
A diferencia de otros anfibios (Ohmer et al., 2017), los ajolotes no mudan de piel; este proceso 
únicamente se ha observado en condiciones de enfermedad y estrés (Farkas y Monaghan, 
2015). El periodo de reproducción de los ajolotes ocurre principalmente en primavera, mas en 
algunas especies este puede extenderse hasta verano (Krebs & Brandon, 1984). La mayoría de 
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las especies pasan por un proceso de metamorfosis durante el cual los individuos en etapas 
larvarias transicionan a adultos acompañado de una serie de cambios fisiológicos, como la 
reabsorción de la cola, el desarrollo de extremidades y el remodelamiento de músculos, 
corazón y piel (Brown y Cai, 2007). No obstante, existen algunas especies que son 
pedomórficas obligadas, pues alcanzan la madurez sexual reteniendo características larvarias; 
tal es el caso de Ambystoma andersoni, Ambystoma dumerilii, Ambystoma mexicanum y 
Ambystoma taylori (Farkas y Monaghan, 2015). 

La mayoría de las especies se distribuyen en el Eje Neovolcánico Transmexicano (ENT) 
(SEMARNAT, 2018), donde suelen habitar lagos y arroyos cuyas características fisicoquímicas 
les han permitido adecuarse exclusivamente a estos sitios (SEMARNAT, 2018). El ENT se 
caracteriza por ser una gran masa de rocas volcánicas de diversos tipos que cruza el territorio 
mexicano desde Nayarit hasta Veracruz (Suárez-Mota & Téllez-Valdés, 2014). A pesar de que 
se reconoce como un centro de diversificación, de endemismo de anfibios y reptiles y de 
transición biogeográfica para una gran variedad de especies (Suárez-Mota & Téllez-Valdés, 
2014), esta región es una de las más perturbadas en el país a causa de los asentamientos 
urbanos, carreteras y áreas agrícolas (Monroy-Vilchis et al., 2019). A escala global y continental 
se ha predicho que el ENT, junto con la Sierra Madre Oriental y la Sierra Madre Occidental, 
presentan las condiciones ideales de temperatura, precipitación y vegetación para el desarrollo 
de Bd (Bolom-Huet et al., 2019). Asimismo, estudios de cambio climático han predicho un 
incremento del 2-3ºC para el año 2050 en el ENT, amenazando así a las múltiples poblaciones 
de anfibios que habitan la región (Nava-González et al., 2019).


Contrario a los estudios desarrollados en otras especies de anfibios, es poca la información 
que se tiene disponible con respecto a los ajolotes. Hasta el momento únicamente se ha 
descrito el microbioma de la piel de dos especies pedomórficas facultativas; A. rivulare (Nava-
Gonzalez et al. 2021), cuyo microbioma se ve afectado por la infección por Bd, y A. altamirani 
(Martínez-Ugalde et al. 2022), cuyo microbioma está influenciado por variaciones estacionales 
de temperatura, pH, oxígeno disuelto y conductividad.
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Planteamiento del problema 

Las interacciones que tiene el microbioma con los factores abióticos, así como con los 

factores bióticos e inherentes al hospedero, influyen en la determinación de las comunidades 

bacterianas y de hongos que se encuentran presentes en la piel de los anfibios. Previos 

estudios ha reportado que las variaciones en la temperatura y precipitación tienen un efecto 

sobre las comunidades microbianas de la piel, haciéndolas más parecidas incluso entre 

distintas especies.


De las múltiples especies de anfibios en México, los ajolotes son de especial interés debido a 

sus funciones ecosistémicas e importancia cultural a lo largo del Eje Neovolcánico 

Transmexicano, región donde se desarrolla la mayoría. Si bien múltiples especies de ajolotes 

alternan su ciclo de vida entre el ambiente acuático y terrestre, existen cuatro que tienen una 

distribución restringida, desarrollándose en su totalidad en un solo hábitat acuático. En 

consecuencia, cualquier modificación ambiental que ocurra resulta una potencial amenaza, 

comprometiendo las funciones que tiene el ajolote en el sitio, su salud y las interacciones que 

tiene su microbioma.


Hasta el momento únicamente se conoce que las variaciones temporales de las condiciones 

fisicoquímicas y la infección por Bd son capaces de alterar el microbioma de la piel en ajolotes 

pedomórficos facultativos. No obstante, se carece de esta información con respecto al resto 

de los ajolotes. De acuerdo con esto y a la importancia que tiene el ambiente en la 

sobrevivencia de los ajolotes pedomórficos obligados, es que este trabajo busca realizar la 

primera evaluación del microbioma de la piel y su relación con el ambiente. 
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Hipótesis 

La comunidad microbiana de la piel será parecida entre los ajolotes pedomórficos obligados 

cuyos factores abióticos sean similares.


Objetivos 

General 

Describir las comunidades microbianas de cuatro especies de ajolotes y determinar el posible 

efecto de los factores abióticos sobre éstas.


Particulares 

1. Describir las condiciones climáticas (precipitación y temperatura) reportadas de 

1970-2017 y los parámetros fisicoquímicos (pH, temperatura, oxígeno disuelto y 

conductividad) de la laguna en donde habita cada especie.


2. Describir la diversidad y composición de las comunidades microbianas (bacterias y 

hongos) que habitan en la piel de cada especie.


3. Identificar si las condiciones climáticas y los parámetros fisicoquímicos influyen en la 

diversidad y composición de las comunidades microbianas de la piel.
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Sistema de estudio 
Ambystoma andersoni - Laguna de Zacapu, Michoacán, México 

Los individuos de esta especie tienen una longitud de 162-235 mm, alcanzan la 
madurez sexual a los 90 mm y 12 meses de edad, presentan una coloración naranja obscuro 
con manchas negras a lo largo del cuerpo y se alimentan de invertebrados terrestres y 
acuáticos (Aguilar-Miguel, 2005). En la NOM-059-SEMARNAT-2010 tiene la categoría de 
protección especial (Pr) y de acuerdo con la Lista Roja de la Unión Internacional para la 
Conservación de la Naturaleza (UICN) está en la categoría de en peligro crítico (Cr). Esta 
especie se distribuye únicamente en la laguna de Zacapu (Fig. 1a), ubicada dentro de la 
subcuenca del río Angulo, tributario de la Cuenca Lerma-Chapala en el estado de Michoacán.


La laguna de Zacapu es un remanente de la desecación y canalización de la Ciénaga de 
Zacapu, cuyos pantanos y lagos fueron drenados desde 1900 (Pétrequin, 1994); fungiendo así 
como un refugio para varias especies de la zona. La laguna tiene una longitud de 0.635 km, 
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Figura 1. Sitios de muestreo 
a) Laguna de Zacapu, Michoacán, b) Laguna de Pátzcuaro, Michoacán, c) Centro de Investigaciones Biológicas y 
Acuícolas de Cuemanco (CIBAC), Ciudad de México y d) Laguna de Alchichica, Puebla. Cada estado se 
representa en un color distinto. Todos los sitios muestreados forman parte del Eje Neovolcánico Transversal. 

c)
d)b)

a)

0 100 200 km



una superficie de 0.216 km2, una profundidad máxima de 14 m y ubicada a una altitud de 
1,980 msnm (Tabla 1). Sus suelos son muy fértiles y ricos en materia orgánica y nutrientes 
provenientes de las rocas basálticas que lo conforman (SEMARNAT, 2004a). De ahí que ésta 
represente para la localidad de Zacapu un lugar de actividades domésticas y recreativas, un 
generador de fuentes de trabajo y parte de la identidad cultural, lo que motiva el interés de la 
municipalidad y de la sociedad del lugar por conocer el tipo y la situación de los recursos con 
los que cuenta el cuerpo de agua (Pétrequin, 1994). Sin embargo, como resultado de que por 
muchos años se vertieron aguas negras provenientes de la ciudad y desechos del rastro 
municipal se han provocando impactos perceptibles en la laguna (SEMARNAT, 2004a).


Ambystoma dumerilii - Laguna de Pátzcuaro, Michoacán, México 
Los individuos de esta especie tienen una longitud de 142 mm, alcanzan la madurez 

sexual a los 16 meses de edad, son de una coloración verde claro, con tonalidades violeta y 
café y se alimentan de acociles, plancton, crustáceos, insectos, moluscos y peces pequeños 
(Aguilar-Miguel, 2005). Se considera un animal epibentónico, pero puede encontrarse en todos 
los estratos de la columna de agua. En la NOM-059-SEMARNAT-2010 tiene la categoría de 
protección especial (Pr) y de acuerdo con la Lista Roja de la UICN está en la categoría de en 
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Tabla 1. Características generales de los sitios que habitan los ajolotes

Laguna de Zacapu Laguna de Pátzcuaro CIBAC Laguna de Alchichica

Coordenadas 19°49′29″N 
101°47′15″O

19°38′00″N 
101°38′00″O

19° 16' 55″N

99° 6' 11″O

19º24’49.64’’N 
97º24’13.24’’O

Ubicación general Dentro de la subcuenca 
del río Angulo, 
tributario de la Cuenca 
Lerma-Chapala.

Dentro de una cuenca 
interior y endorreica.

En la delegación de 
Xochimilco, CDMX

En la parte central de la 
cuenca Libres–
Oriental, Puebla

Altitud (msnm) 1,980 2,035 2,250 2,345

Longitud (km) 0.635 55 ———— 1.73

Superficie (km²) 0.216 260 ———— 1.81

Profundidad (m) Máxima: 14 Media: 5

Máxima: 8 ———— Media: 38.59 


Máxima: 64.61 

Clima al que está 
expuesta

Templado y 
moderadamente 
húmedo

Templado y 
subhúmedo

Templado y 
subhúmedo

Seco

Suelos Son rocas basálticas 
ricas en calcio, 
magnesio, hierro y 
moderadamente ricas 
en potasio y calcio, y 
pobres en fósforo. 

Es mineral, 
principalmente 
dominado por arcillas y 
limos ————

Constituido por 
sedimentos tales como 
arena, arcillas, lutita y 
caliza

https://es.wikipedia.org/wiki/Libres_(Puebla)
https://es.wikipedia.org/wiki/Oriental_(Puebla)
https://es.wikipedia.org/wiki/Puebla


peligro crítico (Cr). Esta especie se distribuye únicamente en la laguna de Pátzcuaro, 
Michoacán (Fig. 1b).


La laguna de Pátzcuaro reside en una bahía terminal rodeada de montañas volcánicas, por lo 
que no tiene flujo de salida hacia otro cuerpo de agua (SEMARNAT, 2004b). La laguna tiene 
una longitud de 55 km, una superficie de 260 km2, una profundidad máxima de 8m y ubicada a 
una altitud de 2,035 msnm (Tabla 1). Sus suelos, formados sobre una secuencia de sedimentos 
y depósitos de ceniza volcánica, son minerales y dominados por arcillas y limos, permitiendo 
la actividad agrícola alrededor de la cuenca de la laguna (SEMARNAT, 2004b). Ésta ha pasado 
por múltiples cambios ambientales en los últimos 50 años, principalmente derivados de la 
contaminación causada por el vertido de aguas residuales y los residuos sólidos arrojados al 
agua generados en las inmediaciones de los poblados de Pátzcuaro, Tzintzuntzan, Quiroga, 
San Jerónimo Purenchécuaro y Erongarícuaro; provocando así una disminución de la 
profundidad, el aumento en la turbidez, la disminución del oxígeno disuelto y la eutrofización 
del lago; todo esto a su vez repercutiendo sobre las especies que habitan en la misma 
(Ramírez y Domínguez, 2015; SEMAR, s.f).


Ambystoma mexicanum - Centro de Investigaciones Biológicas y Acuícolas de 
Cuemanco, Ciudad de México, México 

Los individuos de esta especie tienen una longitud de 133 mm, alcanzan la madurez 
sexual a los 12 meses, son de una coloración café oscuro con numerosas manchas rosas 
dispersas en todo el cuerpo y se alimentan de pequeños crustáceos, insectos, hojas de planta 
y caracoles (Aguilar-Miguel, 2005). En la NOM-059-SEMARNAT-2010 tiene la categoría de 
protección especial (Pr) y de acuerdo con la Lista Roja de la UICN está en la categoría de en 
peligro crítico (Cr). Esta especie se distribuye en el centro del país, en el límite suroeste de la 
Ciudad de México en canales y humedales de Xochimilco. Se cree que esta especie tenía una 
amplia distribución en el Valle de México, Texcoco y Zumpango, pero ha desaparecido de esas 
localidades (Zambrano et al., 2010). Adicionalmente, se conoce una población en el parque 
Chapultepec en la Ciudad de México, la cual ha sido estudiada anteriormente (Recuero et al., 
2010).


Desde hace unos 13 años, los ajolotes de la especie A. mexicanum y cualquier otro organismo 
en situación de riesgo que habita la zona de Xochimilco son manejados por el Centro de 
Investigaciones Biológicas y Acuícolas de Cuemanco (CIBAC) de la Universidad Autónoma 
Metropolitana, registrado por la SEMARNAT como Unidad de Manejo para la Conservación de 
la Vida Silvestre (UMA), a fin de lograr su conservación (Fig. 1c) (Ocampo, s.f.). Dentro del 
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CIBAC los ajolotes se conservan en mesocosmos, ubicados a una altitud de 2,250 msnm 
(Tabla 1) y cuya agua proviene de las plantas de tratamiento, las cuales eliminan posibles 
patógenos, remueven el exceso de nutrimentos y metales pesados, además de que retiene 
toda la materia suspendida (Ocampo, s.f.).


Ambystoma taylori - Laguna de Alchichica, Puebla, México 
Los individuos de esta especie tienen una longitud promedio de 76 mm, los ejemplares 

neoténicos son de color amarillo brillante con manchas oscuras y se alimentan de 
invertebrados terrestres y acuáticos pequeños (Aguilar-Miguel, 2005). En la NOM-059-
SEMARNAT-2010 tiene la categoría de protección especial (Pr) y de acuerdo con la Lista Roja 
de la UICN está en la categoría de en peligro crítico (Cr). Su distribución está restringida a la 
laguna de Alchichica, en el Municipio de Tepehuayo, Puebla (Fig. 1d).


La laguna de Alchichica corresponde a un cuerpo de agua formado tras la explosión de 
material ígneo y erosión natural de cráteres (Alcocer et al., 2000), el cual tiene una longitud de 
1.73 km, una superficie de 1.81 km2, una profundidad máxima de 64.61 m y ubicada a una 
altitud de 2,345 msnm (Tabla 1). Sus suelos están constituidos por arena, arcillas, lutita y 
caliza. Esta laguna funge como un sumidero de carbono la mayor parte del año (Oseguera et 
al., 2015). La cuenca es altamente susceptible a la desertificación, pues la tala y aclareo del 
bosque, sobrepastoreo y sobrexplotación agrícola del suelo que se lleva a cabo en la zona 
junto con las lluvias torrenciales que en ocasiones ocurren en el área, contribuyen a la 
aceleración de los procesos erosivos (Alcocer et al., 2004) y a la disminución del nivel del lago.
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Metodología 
Parte I.

Esta parte de la metodología fue realizada por múltiples compañeras y compañeros del 
Laboratorio de la Dra. Eria Rebollar de Microbiología Genómica, en el Centro de Ciencias 
Genómicas (CCG), Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM).


Muestreo del microbioma de la piel 
El muestreo del microbioma se realizó en A. andersoni, A. taylori, A. dumerilii y A. 

mexicanum, especies de ajolotes pedomórficos. La distribución de cada especie está 
restringida a la laguna en donde habita; de ahí que no se pudieron obtener más poblaciones 
que las observadas en cada sitio. La muestras se tomaron bajo un mismo periodo (entre abril y 
mayo del 2021) con el propósito de que las condiciones ambientales correspondieran a la 
misma estación (primavera). Sin embargo, para el caso de A. dumerilii fue necesario realizar 
muestreos en junio, julio y octubre, pues no se encontraban suficientes individuos. En total se 
tomó la muestra del microbioma de 94 individuos adultos: 30 individuos de A. andersoni (20 
machos y 10 hembras), 24 de A. taylori (11 machos, 10 hembras y 3 cuyo sexo no fue 
definido), 13 de A. dumerilii (3 machos y 10 hembras) y 27 de A. mexicanum (9 machos, 15 
hembras y 3 cuyo sexo no fue definido). 


Los ajolotes fueron capturados de manera manual mediante el empleo de redes para peces 
usando guantes de látex estériles (Martínez-Ugalde et al., 2022). Una vez que se capturaba al 
individuo, éste se colocaba cuidadosamente en un contenedor de plástico que previamente 
había sido llenado con agua de la laguna (Martínez-Ugalde et al., 2022). Este contenedor se 
tapó y colocó fuera de la luz del sol para que mantuviera su temperatura. Se utilizó un 
contenedor diferente por cada individuo.


Una vez fuera del cuerpo de agua, se enjuagó al ajolote con 25 mL de agua destilada estéril a 
fin de remover la mayor cantidad de bacterias transitorias (Martínez-Ugalde et al., 2022). 
Después, se frotó la piel del individuo con dos hisopos de rayón, pasando ambos hisopos 5 
veces (ida y vuelta) por la parte dorsal, ventral y en las coyunturas de cada una de las 
extremidades, sumando un total de 30 veces (Martínez-Ugalde et al., 2022). Posteriormente, 
uno de los frotis se colocaba en un tubo Eppendorf con 170 uL de DNA Shield (Zymo 
Research, Irvine CA, USA) y se almacenaba a 4 ºC durante el trabajo de campo. Una vez en el 
laboratorio, este se almacenaba a -80 ºC hasta su uso para el procesamiento del microbioma. 
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Muestreo de datos fisicoquímicos 
Con el objetivo de realizar una caracterización del ambiente de cada especie, al 

momento del muestreo se registraron las mediciones de temperatura, pH, oxígeno disuelto y 
conductividad; los dos últimos se realizaron mediante el uso del multiparámetro HANNA 
HI98194 (HANNA Instruments, USA). Las mediciones se tomaron en cada locación por 
triplicado en un transecto de 10 m.


Extracción del DNA, preparación de bibliotecas del 16S y secuenciación de 
fragmentos del gen 16SrRNA e ITS 

El DNA fue extraído de los hisopos preservados en DNA Shield de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante del kit de DNeasy Blood and Tissue (Qiagen, Valencia, CA, USA).


Para caracterizar el microbioma bacteriano el DNA fue utilizado para amplificar la región V4 del 
gen 16S rRNA usando los cebadores con código de barras (F515/R806) y las condiciones de 
PCR adaptadas de Caporaso et al. (2011). Los amplicones fueron cuantificados utilizando el 
qubit v4 (ThermoFisher Scientific). Posteriormente, se obtuvieron muestras compuestas 
mediante la combinación de radios equimolares de los amplicones de muestras individuales, 
seguido de una limpieza con el kit QIAquick PCR clean up (Qiagen, Valencia, CA, USA). Los 
productos de PCR conjuntos fueron mandados al Dana Farber Cancer Institute’s Molecular 
Biology Core Facilities (Boston, MA, USA) para secuenciación Illumina MiSeq 250PE. Para 
caracterizar el microbioma de los hongos, las muestras de DNA se cuantificaron y se 
mandaron a University of Minnesota Genomics Center: UMGC (MN, USA) para la preparación 
de bibliotecas de ITS y la secuenciación de Illumina MiSeq 250 PE.
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Parte II.

Esta parte de la metodología fue realizada por mí bajo la asesoría de la Dra. Rebollar.


Procesamiento de secuencias y asignación taxonómica de las secuencias 16S e 
ITS 

Los datos obtenidos a partir de la secuenciación fueron procesados utilizando QIIME2 
2022.2 (Bolyen et al., 2019). Las secuencias en crudo fueron filtradas por calidad, seguido del 
proceso de eliminación de quimeras y desreplicación con DADA2 (Callahan et al., 2016). Se 
obtuvieron un total de 4, 012, 236 lecturas de las secuencias de 16S y 12, 405, 881 lecturas de 
ITS. Debido a que el promedio de calidad de ciertas bases de las secuencias era menor a 25, 
se removieron de las secuencias de 16S las primeras 12 bases tanto de la secuencia forward 
como reverse. En el caso de las secuencias de ITS, se removieron las primeras 30 bases de la 
secuencia reverse y se truncaron las secuencias en las bases 220 y 170 para las secuencias 
forward y reverse, respectivamente. El 70-80% de las secuencias de 16S pasaron los filtros, 
fueron empalmadas y resultaron ser no quiméricas mientras que, debido a la mala calidad de 
las secuencias ITS, solo el 30-50% de las secuencias pasaron por este proceso. El número 
final de lecturas para 16S fue de 3,077,888 y de 4,338,606 para ITS.


A todas las variantes de secuencia de amplicon resultantes (ASV, por sus siglas en inglés), 
obtenidas con QIIME2 2022.2 (Bolyen et al., 2019), se les asignó una taxonomía. Para las 
secuencias de 16S se empleó el clasificador de taxonomía ya entrenado, Silva 138 99% OTUs 
F515/R806, en el cual las secuencias de referencia de las ASVs se obtuvieron para la región V4 
del gen 16S rRNA usando los cebadores con código de barras (F515/R806) y se agruparon 
con el 99% de similitud. Para ITS se entrenó un nuevo clasificador utilizando la base de datos 
de UNITE v.2021 (Nilsson et al., 2018), pues QIIME2 no contaba con un clasificador ya 
entrenado.


Una vez asignada la taxonomía, se removieron todos los contaminantes (mitocondrias y 
cloroplastos). Posteriormente, todos los ASVs fueron alineados con mafft (Katoh et al., 2002) y 
utilizados para construir una filogenia con fasttree2 (Price et al., 2010). Finalmente, se 
rarefaccionaron las secuencias a una profundidad de secuenciación de 11,167 para las 16S y 
5, 904 para las de ITS; en el Anexo 1 se observan las curvas antes y después de la rarefacción. 
Se eligieron estos cortes, pues de esta forma se conservaba el mayor número de muestras al 
mismo tiempo que se alcanzaban las asíntotas de las curvas. Con respecto a las secuencias 
de 16S, únicamente se perdieron 2 de 93 muestras, de las cuales 1 correspondía a A. 
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andersoni y la otra a A. mexicanum. En el caso de las secuencias de ITS, se perdieron 11 de 
las 92 muestras, de las cuales 10 correspondía a A. andersoni y 1 a A. dumerilii.


Análisis de diversidad de las comunidades bacterianas y de hongos 
Una vez obtenidas las tablas rarefaccionadas de ASVs, la taxonomía y el árbol 

filogénetico, se realizaron los análisis estadísticos y de diversidad utilizando las paqueterías de  
qiime2R (Bisanz, 2018), la cual permite exportar a R los datos ocupados en QIIME2, sus 
resultados asociados y la metadata, y phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013), la cual permite la 
manipulación, análisis estadístico y visualización de datos taxonómicos.


Para el estudio del microbioma comúnmente se emplean estimadores de diversidad, de los 
cuales los más ocupados son la diversidad alfa y beta. La diversidad alfa nos permite conocer 
la diversidad de las especies encontradas en una muestra mientras que la diversidad beta 
compara las diferencias en la diversidad entre muestras. En este trabajo, tanto para hongos 
como para bacterias, la diversidad alfa a nivel de ASVs se calculó a partir de los ASVs 
observados y el índice de Shannon. Se eligió el índice de Shannon pues este considera tanto 
el número de especies presentes como la abundancia relativa de cada una, lo que me permitió 
distinguir los sitios en los que solo unas cuantas especies predominan de aquellos en los que 
cada especie tiene una influencia similar en toda la diversidad. Para bacterias adicionalmente 
se calculó la diversidad filogenética de Faith, esta a diferencia de los otros indicadores 
incorpora información de las relaciones filogenéticas entre las especies de una muestra. Se 
realizó la prueba de Shapiro-Wilk para definir si los datos tenían una distribución normal. 
Debido a que los resultados demostraron ser no normales, se ocupó el test de Kruskal-Wallis y 
una prueba pareada de Wilcoxon para determinar si las diferencias de diversidad alfa 
observadas eran significativas.


En el caso de la diversidad beta, se calculó el índice de disimilitud de Bray-Curtis, basado en 
los datos de abundancia, y la distancia de Jaccard, basada en la presencia/abundancia de las 
especies. Para las secuencias de 16S también se calcularon las distancias de Unifrac 
ponderadas y no ponderadas. Los resultados de diversidad beta se representaron mediante 
PCoAs. Para determinar si la varianza observada en la estructura de la comunidad podía ser 
explicada por las diferentes especies se realizó el análisis permutacional multivariado de 
varianza (PERMANOVA; Anderson, 2001) usando la función adonis de la paquetería de vegan 
(Oksanen et al., 2013). Esta paquetería provee herramientas para realizar análisis de 
diversidad, ordenación y disimilitud.
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Para conocer la composición taxonómica de las comunidades bacterianas y de hongos, se 
analizó la abundancia relativa a nivel de clase mediante un gráfico de barras apiladas, 
descartando para su identificación a los ASVs con una abundancia menor al 0.1%. Igualmente, 
se realizó un gráfico UpSet para identificar los ASVs únicos y compartidos entre especies. Éste 
fue realizado mediante la función upset perteneciente a la paquetería UpSetR  en RStudio 
(Conway et al., 2017; RStudio Team, 2020), la cual permite crear visualizaciones de las 
agrupaciones en común de dos o más grupos. A partir de los ASVs compartidos se realizó un 
mapa de calor, utilizando la función plot_core de la paquetería microbiome en RStudio (Leo et 
al., 2017; RStudio Team, 2020), para representar a las clases y órdenes a los que 
correspondían esos ASVs y su abundancia relativa en las diferentes especies. La paquetería de 
microbiome brinda herramientas para la manipulación, análisis estadístico y visualización de 
datos taxonómicos. 


Se realizó el análisis de discriminante lineal con efecto del tamaño (LEfSe) en Python y la 
paquetería de ggplot2 en RStudio (RStudio Team, 2020), paquetería enfocada en la creación 
de gráficos, para identificar que clases de bacterias y hongos son diferencialmente 
abundantes entre las especies de estudio. LEfSe primero realiza una prueba de Kruskal-Wallis 
para detectar las diferencias significativas en abundancia de los grupos taxonómicos e 
identificar a los grupos a los que pertenecen estas diferencias. Después, realiza pruebas 
pareadas para determinar si estas diferencias son biológicamente consistentes (ej. dada la 
estructura de una población en un set de muestras es un componente (especie) más 
abundante en todas las subclases de la población o solo en una). Finalmente, utiliza el análisis 
de discriminante lineal (LDA) para estimar el tamaño del efecto de cada componente (especie) 
diferencialmente abundante.


Obtención de datos climáticos 
Los datos de precipitación y temperatura de las diferentes localidades fueron obtenidos 

del Sistema de Información Hidrológica (SIH). El SIH contiene datos recientes e históricos de 
estaciones convencionales y automáticas climatológicas e hidrométricas de la red de 
CONAGUA y de otras dependencias del Gobierno Federal. Si bien, el SIH reporta la existencia 
de múltiples estaciones dentro de los municipios en los que habitan los ajolotes, varias de 
éstas ya no están en funcionamiento. De ahí que las seleccionadas fueron aquellas que se 
reportan como activas; en la Figura 2 se muestra que tan distantes están las estaciones de 
nuestros sitios de muestreo.
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Procesamiento de los datos bioclimáticos 
A fin de recuperar la mayor cantidad de información posible de las condiciones 

climáticas de cada municipio, pues los datos no se encuentran completos para todos los años, 
se seleccionaron los años de acuerdo al número de registros que se encontraban disponibles, 
el cual se decidió que fuera mayor o igual a 300 registros por año. Una vez seleccionados, se 
obtuvo para cada año el acumulativo de la precipitación, valor que nos indica la precipitación 
anual, y la temperatura promedio. Estos datos fueron ocupados para describir los patrones de 
precipitación y temperatura a lo largo del tiempo mediante gráficos de línea y estacionales 
ocupando las paqueterías de ggplot2 (Wickham, 2016) y forecast (Hyndman et al., 2022) en 
RStudio (RStudio Team, 2020). La estadística se realizó únicamente para los datos de 
temperatura debido a que al calcular el acumulativo de la precipitación se obtuvo un solo valor 
por año.


Para visualizar las anomalías de precipitación y temperatura, primero se calculó la 
precipitación y la temperatura mensual ocurrida desde 1970 hasta 2017. En el caso de la 
precipitación, se obtuvo el valor acumulativo mensual mientras que para la temperatura se 
calculó la temperatura mensual promedio. Luego, se calculó el valor de referencia mediante 
calcular el valor promedio del mes (sin clasificar por año) de precipitación y temperatura. 
Después, se calcularon las anomalías de cada parámetro. Para la precipitación, la anomalía fue 
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Figura 2. Ubicación de los sitios donde habitan las distintas especies de ajolotes con respecto a la estación 
climática del SIH. Las cruces rojas representan las coordenadas en las cuales se realizó la toma de las 
mediciones fisicoquímicas por los miembros del laboratorio. Las cruces azules representan las coordenadas en 
donde están ubicadas las estaciones del SIH de las que se recopilaron los datos climáticos. 
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calculada a partir de multiplicar cada valor individual (ej. la precipitación acumulativa ocurrida 
en enero de 1970) por 100 (para poder expresarla en porcentaje), dividir este resultado sobre el 
valor de referencia y restarle a ese valor el 100. En el caso de la temperatura, únicamente se le 
restó a cada valor individual (ej. la temperatura promedio de enero de 1982) el valor de 
referencia. Adicionalmente, se calculó para cada mes el valor máximo, mínimo, los cuartiles y 
el rango intercuartil. Estos análisis se realizaron ocupando el código descrito por Dominic 
Royé, disponible en: https://dominicroye.github.io/en/2019/visualize-monthly-precipitation-
anomalies/. Las especificaciones para realizar este análisis con los datos de la temperatura se 
tomaron del código descrito por Dominic Royé, disponible en: https://dominicroye.github.io/
en/2020/visualize-climate-anomalies/.


Análisis de los factores abióticos 
Las mediciones de pH, temperatura, oxígeno disuelto y conductividad, tomadas al 

momento del muestreo, se representaron en gráficos de caja y bigotes. Se realizó la prueba de 
Shapiro-Wilk para definir si los datos tenían una distribución normal. Debido a que los 
resultados demostraron ser no normales, se ocupó el test de Kruskal-Wallis y una prueba 
pareada de Wilcoxon para determinar si las diferencias observadas entre las mediciones de 
estos parámetros eran significativas. Adicionalmente, se realizó un análisis de componentes 
principales (PCA) utilizando los parámetros fisicoquímicos (pH, temperatura, conductividad y 
oxígeno disuelto) y climáticos (precipitación anual y temperatura promedio de 1990-2017) para 
identificar las similitudes entre lagunas. En el caso de los factores climáticos, se decidió 
emplear únicamente los datos climáticos de 1990-2017, puesto que fue a partir de 1990 que 
existen anomalías en la precipitación y temperatura. Una vez obtenido el valor de precipitación  
anual y temperatura promedio de cada año desde 1990 hasta 2017, se obtuvo la mediana de 
cada parámetro y ese fue el valor ocupado para los análisis posteriores.


Análisis de correlación entre los factores abióticos y las comunidades 
bacterianas y de hongos 

Para identificar si los factores abióticos tienen un efecto sobre la diversidad y 
composición de las comunidades microbianas de la piel, se evaluó cada factor fisicoquímico 
medido al momento del muestreo y la precipitación anual y temperatura promedio de 1990 a 
2017.


Se realizaron modelos de regresión lineal para conocer cómo es la relación entre dos variables 
y si el valor de una se puede predecir a partir del valor de la otra. Estos fueron realizados 
ocupando la función lm de la paquetería stats de RStudio (RStudio Team, 2020), la cual 
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permite realizar múltiples cálculos estadísticos. En este trabajo se realizaron estos modelos de 
regresión lineal con el objetivo de conocer como los factores abióticos modifican la diversidad 
alfa, calculada con el índice de Shannon. 


Asimismo, se realizó un análisis de distancia basado en redundancia (dbRDA). El dbRDA nos 
permitió identificar si los parámetros climáticos y fisicoquímicos tenían algún impacto en las 
disimilitudes observadas entre las comunidades de bacterias y hongos. Para esto, el dbRDA 
ocupa una matriz de distancias para realizar un análisis de coordenadas principales (PCoA). 
Posteriormente, con los resultados de este PCoA se realiza un análisis de redundancia (RDA). 
En nuestro caso, este análisis se realizó ocupando la matriz de distancias calculada con el 
índice de Bray-Curtis a partir de los datos de diversidad y usando la función cal_ordination 
proveniente de la paquetería microeco (Liu et al., 2021), la cual tiene herramientas que facilitan 
el análisis y manejo de los datos de microbioma.


Adicionalmente, se realizó un mapa de calor para representar la correlación, calculada con el 
índice de Spearman, entre las clases de bacterias y hongos con el PC1 y PC2 del PCA 
realizado a partir de los datos abióticos obtenidos para cada laguna (parámetros 
fisicoquímicos, precipitación anual y temperatura promedio de 1990-2017). Este análisis fue 
realizado con las funciones cal_cor y plot_cor de la paquetería microeco (Liu et al., 2021). Se 
optó por realizar la correlación con los PCs y no directamente con los factores ambientales 
debido a que cada PC refleja más de una variable lo que nos permite reducir dimensiones e 
inferir cual puede ser la influencia que tienen unos con otros en la naturaleza.
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Resultados 
Capítulo 1. Variaciones climáticas y fisicoquímicas presentadas en los sitios de 
estudio


1.1 La precipitación y temperatura de cada sitio ha presentado cambios desde 
1990 

Con el objetivo de describir las condiciones climáticas en las que se han desarrollado 
las diferentes especies de ajolotes a lo largo del tiempo en su hábitat, se describieron los 
patrones y anomalías de precipitación y temperatura anual de las diferentes localidades desde 
1970 hasta el último registro disponible en 2017.


Con respecto a la precipitación anual (Fig. 3a), se observó que la precipitación en Zacapu es 
bastante variable año con año oscilando entre 600-1100 mm. En Pátzcuaro, la precipitación 
anual osciló entre 700-1000 mm. En Xochimilco, la precipitación de 1970 a 1989 se mantuvo 
en un rango de 600-1000 mm. Sin embargo, a partir de 1990, la precipitación fue más variable, 
aumentando unos años y descendiendo en otros. En cambio, en Alchichica se ha mantenido 
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a)

b)

Figura 3. Datos de precipitación y temperatura en los diferentes sitios de 1970-2017 
a) Precipitación anual en milimetros b) Temperatura promedio en grados centígrados. Las barras de error 
representan el error estándar. Debido a que los registros no estaban completos en las bases de datos del SIH, se 
dejaron los años para los cuales 2 o más sitios tenían un mínimo de 300 registros.



en un rango de 300-500 mm desde 1970 hasta el 2017. Comparando los valores de 
precipitación anual se determinó que Alchichica presenta diferencias significativas con 
respecto a los otros tres sitios (Tabla 2).


En cuanto a la temperatura anual se observó que cada sitio ha experimentado diferentes 
cambios de temperatura a lo largo de los años (Fig. 3b). En Zacapu la temperatura osciló entre 
12.5-17.5 ºC de 1970 a 1985; posteriormente ocurrieron aumentos año tras año. En Pátzcuaro 
la temperatura osciló entre 15-17.5 ºC, pero a partir de 1999 se reportaron temperaturas más 
altas. A diferencia de estos dos sitios, en Xochimilco y Alchichica la temperatura osciló entre 
12.5-15 ºC la mayoría de los años. Comparando los valores de temperatura promedio se 
determinó que Alchichica y Xochimilco presentan diferencias significativas con Pátzcuaro y 
Zacapu (Tabla 2).


Con el propósito de identificar alteraciones en los parámetros climáticos, se calcularon y 
representaron las anomalías de precipitación y temperatura. Éstas son definidas como 
desviaciones positivas o negativas del promedio a largo plazo de alguna medida (e.j 
precipitación, temperatura) sobre determinada región en un periodo de tiempo (National 
Weather Service Glossary, 2021).


En el caso de la precipitación, se observó que en Zacapu la mayoría de las anomalías durante 
los años 70’s y 80’s fueron positivas y ocurrieron dentro de la temporada de lluvias, reportada 
de mayo a noviembre (Fig. 4a). Sin embargo, a partir de los 90’s, las anomalías negativas 
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Tabla 2. Comparaciones estadísticas de parámetros bioclimáticos

Parámetro Comparación P-valor Significancia

Precipitación

Alchichica-Patzcuaro 2.0E-13 ****

Alchichica-Zacapu 6.2E-13 ****

Alchichica-Xochimilco 1.5E-11 ****

Patzcuaro-Zacapu 0.18 ns

Patzcuaro-Xochimilco 0.46 ns

Zacapu-Xochimilco 0.18 ns

Temperatura

Alchichica-Patzcuaro 4.9E-22 ****

Alchichica-Zacapu 3.5E-11 ****

Alchichica-Xochimilco 1 ns

Patzcuaro-Zacapu 1 ns

Patzcuaro-Xochimilco 4.8E-20 ****

Zacapu-Xochimilco 2.9E-11 ****



aumentaron. En Pátzcuaro, las anomalías positivas y negativas ocurrieron en los mismos 
meses durante los 70’s y 80’s mientras que en las décadas posteriores este patrón cambió 
(Fig. 4b). En Xochimilco y Alchichica, dominaron las anomalías positivas durante los años 70’s 
y 80’s mientras que en las décadas posteriores predominaron las negativas (Fig. 4c y 4d). Por 
lo que se refiere a la temperatura (Fig. 5a-d), se observó en todas las localidades que las 
anomalías fueron negativas en los años 70’s y 80’s, y positivas para el resto de las décadas.
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Figura 4. Anomalías de precipitación en las diferentes regiones en 1970’s, 1980’s, 1990’s, 2000’s y 2010’s 
Anomalías de precipitación en a) Zacapu, b) Pátzcuaro, c) Xochimilco y d) Alchichica. En el eje de las x se representa el 
mes en orden de enero-diciembre y en el eje de las y se representa el porcentaje de anomalía. Cada panel cuenta con 5 
gráficos, donde cada uno representa una década distinta.

a)

b)

c)

d)
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a)

b)

c)

d)

Figura 5. Anomalías de temperatura en las diferentes regiones en 1970’s, 1980’s, 1990’s, 2000’s y 2010’s 
Anomalías de temperatura en a) Zacapu, b) Pátzcuaro, c) Xochimilco y d) Alchichica. En el eje de las x se representa 
el mes en orden de enero-diciembre y en el eje de las y se representa la anomalía en ºC. Cada panel cuenta con 5 
gráficos, donde cada uno representa una década distinta.



Una vez descritos los promedios anuales de precipitación y temperatura, así como las 
anomalías positivas o negativas entre décadas, se analizaron los patrones y tendencias 
(temporales y cíclicas) para cada uno de los factores a lo largo del tiempo mediante gráficos 
estacionales (seasonal plots).


Para el caso de la precipitación anual se observó que durante los 70’s (color azul) y 80’s (color 
naranja) la temporada de precipitación ocurrió principalmente entre junio-octubre para todos 
los sitios (Fig. 6a-d). Sin embargo, en los 90’s (color morado) esto cambió, con excepción de 
Alchichica que mantenía la precipitación en los mismos meses (Fig. 6d). Durante esta década 
en Zacapu la temporada de lluvias ocurrió principalmente de mayo-agosto; en Pátzcuaro, de 
abril-julio y en Xochimilco de marzo-julio. En los 2000’s (color rosa) y 2010’s (color verde), la 
temporada de precipitación ocurrió de febrero-septiembre en Zacapu, de diciembre-marzo en 
Pátzcuaro, de octubre-mayo en Xochimilco y de febrero-agosto en Alchichica. Adicionalmente, 
se identificaron los meses en los que ha ocurrido mayor precipitación, independientemente de 
la década. En Zacapu, la máxima de precipitación se alcanzó en julio (Fig. 6e); en Pátzcuaro, 
en julio (Fig. 6f); en Xochimilco, no se observó un mes en particular pues la precipitación fue 
constante a lo largo del año (Fig. 6g) mientras que en Alchichica el máximo ocurrió en julio (Fig. 
6h).


Con respecto a la temperatura, se observó que en Zacapu el patrón de corrimiento no se 
modificó a lo largo del tiempo (Fig. 7a). En cambio, en Pátzcuaro durante los 70’s, 80’s y 90’s 
las temperaturas más altas se registraron de marzo-septiembre; posteriormente, se registraron 
de octubre-enero (Fig. 7b). En Xochimilco, las temperaturas más altas ocurrieron entre marzo y 
septiembre en los 70’s y 80’s mientras que en los 90’s fueron de enero-marzo, en los 2000’s de 
octubre-enero y en los 2010’s de agosto-diciembre (Fig. 7c). En Alchichica, el patrón de 
corrimiento no se modificó a lo largo del tiempo (Fig. 7d). Se observó que las temperaturas 
más altas se registraban en marzo para Zacapu (Fig. 7e), en marzo y abril para Pátzcuaro (Fig. 
7f) y Xochimilco (Fig. 7g) y en mayo para Alchichica (Fig. 7h).
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Figura 6. Gráficos estacionales de la precipitación ocurrida de 1970-2017 para las diferentes regiones 
Los paneles a-d representan la cantidad de precipitación anual (mm), ocurrida en cada sitio. El aumento se refleja 
en que tan lejos se encuentra del centro. Cada mes representa un ángulo diferente mientras que las décadas son 
representadas por un color distinto. Las figuras e-h representan la cantidad mensual de precipitación. Cada línea 
negra representa un año distinto mientras que la línea azul refleja el promedio.

Década
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e)

f)

g)

h)
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c)
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a)

Figura 7. Gráficos estacionales de la temperatura registrada de 1970-2017 para las diferentes regiones 
Los paneles a-d representan la cantidad de temperatura (ºC) registrada en cada sitio. El aumento se refleja en que 
tan lejos se encuentra del centro. Cada mes representa un ángulo diferente mientras que los años son 
representados por un color distinto. Las figuras e-h representan la cantidad mensual de temperatura registrada. 
Cada línea negra representa un año mientras que la línea azul refleja el promedio.

Década



1.2 Cada laguna se distingue en su composición fisicoquímica 
Con la finalidad de caracterizar las condiciones del hábitat en donde viven las 

diferentes especies, se analizaron los parámetros fisicoquímicos (pH, temperatura, oxígeno 
disuelto y conductividad) de cada localidad, los cuales fueron medidos al momento del 
muestreo.


Se observó que el pH fue alcalino para todas las lagunas con un promedio entre 8.7-9.5 (Fig. 
8a). Se observaron diferencias significativas de Zacapu con Alchichica y Pátzcuaro y entre 
Alchichica y Pátzcuaro (Fig. 8a y Anexo 2). La temperatura promedio observada osciló entre 
los 18-22 ºC (Fig. 8b), observándose diferencias significativas entre Alchichica-Zacapu, 
Alchichica-Xochimilco, Pátzcuaro-Zacapu y Pátzcuaro-Xochimilco (Fig. 8a y Anexo 2). Con 
respecto al oxígeno disuelto, Zacapu presentó en promedio una mayor cantidad de oxígeno 
disuelto (14 ppm) comparada con los valores registrados en los otros sitios, los cuales iban de 
3-8 ppm (Fig. 8c). La laguna de Alchichica y Zacapu tuvieron diferencias significativas con las 
otras lagunas (Anexo 2). La conductividad promedio fue desde 100 μS/cm hasta 2000 μS/cm, 
observándose diferencias significativas entre todos los sitios (Fig. 8d).
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Figura 8. Parámetros fisicoquímicos de las lagunas y mesocosmos 
a) pH registrado al momento del muestreo b) Temperatura del agua (ºC) de cada sitio registrada al momento del 
muestreo c) Oxígeno disuelto (ppm) registrado al momento del muestreo y d) Conductividad (uS/cm) registrada al 
momento del muestreo. En el eje de las x se encuentran los sitios donde habitan las especies de ajolotes 
ocupadas acomodadas por su ubicación geográfica de oeste a este.



Con el propósito de identificar si existían similitudes entre los diferentes sitios, se realizó un 
análisis de componentes principales (PCA) ocupando los cuatro parámetros fisicoquímicos 
analizados junto con la precipitación anual y temperatura promedio reportada de 1990-2017. 
Si bien se tenían datos desde 1970, se decidió ocupar únicamente aquellos que van a partir de 
1990, pues es a partir de este año que se observó un cambio en los patrones de precipitación 
y temperatura (Fig. 3-7). A partir del PCA se observó que los datos de cada localidad se 
agrupan entre sí y difieren con las otras localidades (Fig. 9). Los dos primeros ejes del PCA 
explicaron el 56.26% de la varianza, la cual en el primer eje estuvo explicada por las 
diferencias en el oxígeno disuelto, la conductividad, pH y la temperatura promedio de 
1990-2017 mientras que para el segundo fueron las diferencias en la precipitación de 
1990-2017 (Anexo 3).
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Figura 9. Análisis de componentes principales (PCA) realizado con los parámetros fisicoquímicos y 
climáticos (precipitación y temperatura media de 1990-2017) 
Este PCA se realizó ocupando las mediciones fisicoquímicas tomadas en el muestreo y los datos bioclimáticos 
analizados de 1990-2017. Los datos climáticos previos a 1990 fueron descartados debido a que es a partir de 
este año que se observaron variaciones. La varianza del PC1 estuvo explicada por las diferencias en el oxígeno 
disuelto, el pH, la conductividad y la temperatura media de 1990-2017 mientras que para el PC2 fueron las 
diferencias en la precipitación media de 1990-2017. Cada color representa una localidad distinta. 



Capítulo 2. Composición y estructura de la comunidad microbiana de ajolotes 
pedomórficos obligados


2.1 Diversidad alfa y beta 
Para investigar la diversidad que se encuentra en la piel de las distintas especies de 

ajolotes pedomórficos obligados analizados en este estudio, se analizó un total de 91 
muestras de microbioma para la secuenciación de 16S y 81 muestras para la secuenciación de 
ITS. Este total de muestras representan a aquellas que pasaron el corte de rarefacción (Anexo 
1).


Con respecto a la diversidad alfa bacteriana, esta fue significativamente distinta entre especies 
de acuerdo al número de ASVs observados (Kruskal-Wallis (KW), χ2 = 45.233, p-valor < 0.001), 
el índice de Shannon (KW, χ2 = 40.37, p-valor < 0.001) y la diversidad de Fade (KW, χ2 = 
45.179, p-valor < 0.001). Al realizar las comparaciones pareadas post hoc para cada índice se 
observó que la diversidad alfa de A. andersoni y A. dumerilii, ambas especies ubicadas en 
Michoacán, fue significativamente mayor a la observada en A. mexicanum y A. taylori (Fig. 10a-
c). De manera similar, la diversidad alfa fúngica fue significativamente distinta entre especies 
para el número de ASVs observados (KW, χ2 = 34.367, p-valor < 0.001) y el índice de Shannon 
(KW, χ2 = 18.438, p-valor < 0.001). La diversidad alfa de acuerdo al número de ASVs 
observados de A. taylori fue significativamente diferente a la del resto (Fig. 10d) mientras que 
bajo el índice de Shannon, esta solo fue significativamente diferente a la de A. andersoni y A. 
mexicanum (Fig. 10e).


En cuanto a la diversidad beta, las comunidades bacterianas de A. andersoni y A. dumerilii 
fueron más similares entre sí, mostrado un patrón de agrupación en el análisis de coordenadas 
principales (PCoA), tanto en términos de abundancia (índice de Bray-Curtis) como de 
presencia/ausencia (índice de Jaccard). En el caso de A. mexicanum y A. taylori, si bien la 
abundancia de la comunidad de bacterias es similar (Fig. 11a), la presencia/ausencia de éstas 
difiere (Fig. 11b). La varianza explicada en Bray-Curtis fue del 36.3% mientras que en Jaccard 
fue del 21.6%. Al realizar el análisis de varianza por PERMANOVA de ambos índices se 
observó que las comunidades bacterianas difieren significativamente (Bray-Curtis 
PERMANOVA, pseudo-F = 16.548, p-valor = 0.001 y Jaccard PERMANOVA, pseudo-F = 
8.0142, p-valor = 0.001). Adicionalmente, se analizó la diversidad beta ocupando las métricas 
de Unifrac ponderado y no ponderado. En el Unifrac ponderado se observó que las 
comunidades bacterianas de A. andersoni, A. dumerilii y A. mexicanum fueron similares entre 
sí (Fig. 11c) mientras que en el Unifrac no ponderado solo las comunidades de A. andersoni y 
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A. dumerilii fueron similares (Fig. 11d). La varianza explicada en Unifrac ponderado fue del 
35.3% mientras que en Unifrac no ponderado fue del 15.7%. Al realizar el análisis de varianza 
por PERMANOVA de estos dos índices se observó que las comunidades bacterianas difieren 
significativamente (Unifrac ponderado PERMANOVA, pseudo-F = 13.79, p-valor = 0.001 y 
Unifrac no ponderado PERMANOVA, pseudo-F = 7.0631, p-valor = 0.001).


Igualmente, las comunidades de hongos de A. andersoni y A. dumerilii fueron similares entre sí 
en términos de abundancia (Fig. 11e) y presencia/ausencia (Fig. 11f). Asimismo, A. mexicanum 
y A. taylori presentaron similitudes en la abundancia de sus comunidades (Fig. 11e), pero estas 
difieren en términos de presencia/ausencia (Fig. 11f). La varianza explicada en Bray-Curtis fue 
del 18% mientras que en Jaccard fue del 12.6%. El análisis de varianza por PERMANOVA de 
ambos índices mostró que las comunidades de hongos difieren significativamente (Bray-Curtis 
PERMANOVA, pseudo-F = 5.6344, p-valor = 0.001 y Jaccard PERMANOVA, pseudo-F = 
3.8168, p-valor = 0.001).
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Figura 10. Diversidad alfa de la comunidad bacteriana y de hongos presente en las cuatro especies de 
ajolotes pedomórficos obligados 
Diversidad alfa de las secuencias 16S basada en a) el número de ASVs observados y b) el índice de Shannon. c) 
Cuantificación de la diversidad filogenética de las secuencias 16S. Diversidad alfa de las secuencias ITS basada 
en d) el número de ASVs observados y e) el índice de Shannon. En el eje x se muestra a la especie de Ambystoma 
correspondiente, estas están acomodadas de acuerdo a su locación geográfica en dirección oeste a este. 
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Figura 11. Diversidad beta de la comunidad bacteriana y de hongos presente en las cuatro especies de 
ajolotes pedomórficos obligados 
PCoA de la diversidad beta de las secuencias 16S, la cual fue calculada con a) el índice de Bray-Curtis, b) el índice 
de Jaccard, c) el índice de Unifrac ponderado y d) Unifrac no ponderado.En el caso de la diversidad beta de las 
secuencias ITS, esta únicamente fue calculada con d) el índice de Bray-Curtis y e) el índice de Jaccard. En la 
esquina superior izquierda se encuentra el valor de r2 y el p-valor obtenido a partir del análisis estadístico del 
PCoA.



2.2 Composición taxonómica de la microbiota 
Con el objetivo de conocer la composición de la microbiota de los ajolotes 

pedomórficos obligados, se identificaron a las clases de bacterias y hongos que estaban 
presentes en la microbiota de la piel de cada especie, agrupando a aquellas que tuvieran una 
abundancia relativa menor al 0.1% en una sola categoría. En las cuatro especies la clase 
Gammaproteobacteria se encontró en una abundancia mayor comparada con el resto; sin 
embargo, Bacteroidia, Alphaprotebacteria y Verrucomicrobiae fueron otras clases igualmente 
abundantes (Fig. 12a). En el caso de la comunidad de hongos, la clase Dothideomycetes se 
encontró en una abundancia mayor, seguida de Eurotiomycetes, Tremellomycetes y 
Agariomycetes (Fig. 12b).


 | 40 69

b)

a)
Bacterias

Hongos

Figura 12. Composición taxonómica de las comunidades de bacterias y hongos presentes en las especies 
estudiadas 
Gráfico de barras apiladas de las clases de a) bacterias y b) hongos presentes en la piel de las diferentes 
especies. En el eje y se encuentra la abundancia relativa en porcentaje (%) de cada una de las clases 
encontradas. Las clases con una diversidad menor a 0.1% fueron agrupadas en una sola categoría. Cada panel 
muestra a una especie de Ambystoma distinta, estas están acomodadas acorde a su locación geográfica en 
dirección oeste a este. 



Una vez analizada la composición de la comunidad microbiana a nivel de clase, se realizó el 
análisis del número de ASVs únicos de cada especie y de los compartidos entre ellas. Con 
respecto a la comunidad bacteriana (Fig. 13a), A. andersoni fue la especie que tuvo mayor 
número de ASVs únicos con 4724 ASVs, seguido de A. dumerilii con 1638 ASVs, A. taylori con 
1630 ASVs y A. mexicanum con 1131 ASVs. Se encontraron 88 ASVs compartidos entre todas 
las especies, los cuales pertenecieron a 8 clases y 20 órdenes distintos (Fig. 13b), siendo el 
orden Burkholderiales, perteneciente a la clase Gammaproteobacteria, el más abundante en 
las cuatro especies. El resto de los órdenes se encontraron presentes en una abundancia 
relativa menor o igual al 20% (Fig. 13b).
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Figura 13. ASVs únicos de cada especie y compartidos 
Upset plot de los ASVs únicos y compartidos entre especies de  las secuencias a) 16S e b) ITS. Este mismo 
gráfico presenta uno de barras en el cual se observa el número de ASVs totales por cada especie encontrados 
durante el procesamiento de las secuencias. Mapa de calor en el cual se representa a la clase y el orden c) 
bacteriano y d) fúngico al que corresponden los ASVs compartidos entre especies (eje y) y la abundancia relativa 
(%) de cada uno por especie (eje x).

c)a)

b)

Bacterias Hongos

d)



En el caso de la comunidad de hongos (Fig. 13c), A. andersoni fue la especie que tuvo mayor 
número de ASVs únicos con 961 ASVs, seguido de A. mexicanum con 633 ASVs, A. taylori con 
388 ASVs y A. dumerilii con 287 ASVs. Entre todas las especies se compartieron 62 ASVs, los 
cuales pertenecieron a 10 clases y 12 órdenes distintos, siendo el orden Capnodiales, 
perteneciente a la clase Dothideomycetes, el más abundante en las cuatro especies (Fig. 13d). 
El resto de los órdenes estaban presentes en una abundancia relativa del 20-40%.


Con el objetivo de identificar qué bacterias y hongos describen mejor a las especies de 
ajolotes pedomórficos obligados, se realizó un análisis de discriminante lineal por efecto de 
tamaño (LEfSe). Este análisis identifica a los grupos taxonómicos que se encuentran en una 
abundancia significativamente mayor en un grupo comparado con otros. El LEfSe de todas las 
especies mostró 53 clases de bacterias diferencialmente abundantes entre las 4 especies (Fig. 
14a). La especie en la que más clases enriquecidas se encontraron fue A. dumerilii con 29 
clases, seguida de A. andersoni con 19, A. taylori con 3 y por último, A. mexicanum con 2. En 
el caso de las comunidades de hongos, el LEfSe mostró únicamente 4 clases, de las cuales 2 
se encontraron más enriquecidas en A. mexicanum, 1 en A. dumerilii y 1 en A. taylori (Fig. 14b). 
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Figura 14. Bacterias y hongos diferencialmente abundantes entre las especies de ajolotes 
LEfSe de todas las especies realizado a partir de la comunidad de a) bacterias y b) hongos. Cada barra horizontal 
representa a una clase distinta que resultó con un puntaje significativo; la longitud de esta representa el puntaje de 
LDA. Cada color es una especie de ajolote distinta.

Bacterias Hongosa) b)



Capítulo 3. Influencia del ambiente en la comunidad microbiana

Con el objetivo de analizar la influencia del ambiente en el microbioma de las distintas 

especies, se realizaron diferentes modelos simples de regresión lineal ocupando la diversidad 
alfa calculada con el índice de Shannon y los parámetros fisicoquímicos y climáticos 
(precipitación anual y temperatura promedio de 1990-2017). Se observó que el pH (r2 = 0.43, p-
valor = 1.05e-12), el oxígeno disuelto (r2 = 0.12, p-valor = 8.254e-07) y la temperatura 
promedio de 1990-2017 (r2 = 0.33, p-valor = 1.884e-09) tuvieron una correlación positiva 
estadísticamente significativa con la diversidad alfa mientras que la conductividad tuvo una 
correlación negativa estadísticamente significativa (r2 = 0.24, p-valor = 7.043e-07) (Fig. 15a). En 
general, estos factores explicaron entre el 24-43% la varianza total observada en la diversidad.


En los modelos generados con la diversidad alfa de la comunidad de hongos se observó que 
el pH (r2 = 0.18, p-valor = 5.112e-05) y el oxígeno disuelto (r2 = 0.03, p-valor = 0.07468) 
tuvieron una correlación positiva y significativa mientras que la conductividad (r2 = 0.21, p-
valor = 1.132e-05) y la precipitación anual (r2 = 0.08, p-valor = 0.009616) tuvieron una 
correlación negativa y significativa con la diversidad (Fig. 15b). Estos factores abióticos 
explicaron entre el 3-20% de la varianza total observada en la diversidad.


 | 43 69



 | 44 69

R2 = 0.43

R2 = 0.24

R2 = 0.12R2 = 0.01

R2 = 0.33R2 = 0.002

R2 = 0.18 R2 = 0.03R2 = 0.004

R2 = 0.21 R2 = 0.08 R2 = 0.04

Bacterias
a)

Hongosb)

Figura 15. Correlación entre la diversidad alfa de las comunidades bacterianas y de hongos con los factores 
abióticos 
Modelos de regresión lineal creados a partir de los factores abióticos y el índice de diversidad de Shannon de las 
secuencias de a) 16S e b) ITS. En la parte superior de cada regresión se encuentra el valor de la r2 obtenido, 
aquellos en tono azul representan que la correlación resultó significativa.



Para determinar si los parámetros fisicoquímicos y climáticos tuvieron una influencia en la 
estructura de la comunidad bacteriana y de hongos (diversidad beta) presente en la piel de los 
distintos ajolotes, se realizó un análisis de redundancia basado en distancia (dbRDA). Se 
identificó que el oxígeno disuelto y el pH tuvieron un mayor peso, de acuerdo a la longitud del 
vector, en la ordenación de ambas comunidades (Fig. 16a y 16b). Es notable que las 
comunidades bacterianas de A. andersoni y A. dumerilii estaban asociadas positivamente con 
el oxígeno disuelto mientras que A.mexicanum y A. taylori estuvieron asociadas positivamente 
con el pH y la temperatura, respectivamente. La varianza total explicada por los primeros dos 
ejes fue del 80.5%. En el caso de las comunidades de hongos, las presentes en A. andersoni y 
A. dumerilii estuvieron asociadas positivamente con el oxígeno disuelto, pH y temperatura 
mientras que las de A. mexicanum y A. taylori se asociaron negativamente. La varianza total 
explicada por los primeros dos ejes fue del 79.7%.


Finalmente, para inferir cuáles factores pueden estar relacionados con la composición de la 
comunidad bacteriana y de hongos, se realizó la correlación del PC1 y PC2 del PCA realizado 
previamente (Fig. 9) con los taxa a nivel clase. Las variables abióticas que tuvieron más peso 
en el PC1 fueron el oxígeno disuelto, temperatura media de 1990-2017, conductividad y el pH 
mientras que en el PC2 fue la precipitación media de 1990-2017. En la comunidad bacteriana 
la mayoría tuvo correlaciones positivas moderadas (r = 0.4) y significativas con el PC1 mientras 
que con el PC2 la mayoría tuvo correlaciones negativas bajas (r < 0.4) y no significativas (Fig. 
17a). En la comunidad de hongos únicamente tres clases tuvieron una correlación con los PCs 
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Figura 16. Efecto de los factores abióticos en las comunidades de bacterias y hongos presentes 
dbRDA realizado con los factores abióticos y las secuencias de a) 16S e b) ITS. Este fue realizado ocupando los 
parámetros fisicoquímicos tomados al momento del muestreo y los climáticos recuperados del SIH. Cada especie 
está representada en un color distinto
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(Fig. 17b). De estas Malasseziomycetes y Agariomycetes tuvieron una correlación negativa 
moderada (r = -0.5) y significativa mientras que Saccharomycetes tuvo una correlación positiva 
moderada (r = 0.25) y significativa con el PC1.
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Figura 17. Correlación entre los factores abióticos y las bacterias y hongos presentes en todos los ajolotes 
Mapa de calor que representa la correlación entre los PCs y las clases de a) bacterias y b) hongos. Los factores 
abióticos que tuvieron más peso en el PC1 fueron el oxígeno disuelto, el pH, la conductividad y la temperatura 
media de 1990-2017 mientras que en el PC2 fue la precipitación media de 1990-2017. Las correlaciones fueron 
calculadas utilizando el índice de Spearman. Cada correlación significativa presenta uno o más astericos acorde a 
su p-valor (* - 0.1, ** - 0.5, *** - 0.01). 
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Discusión 

El microbioma de la piel de los ajolotes pedomórficos difiere en su diversidad y 
estructura de acuerdo con el hábitat 

Las comunidades microbianas asociadas a los hospederos han sido caracterizadas 
para muchas especies, debido al papel importante que tiene la microbiota en la ecología y 
evolución de los animales (Varela et al., 2018). De estos, uno de los más destacados es la 
salud, pues se ha observado la presencia de bacterias y hongos capaces de generar 
metabolitos e interactuar con el ambiente, promoviendo así la protección del hospedero ante 
microbios exógenos (Bletz et al., 2017b; Hoyt et al., 2019). De ahí que se ha tenido como 
objetivo entender cuáles son los factores que afectan la composición y estructura de las 
comunidades microbianas de los organismos hospederos (García-Sánchez et al., 2022).


En el caso de los anfibios, se sabe que su ambiente puede impactar en el microbioma del 
mismo tanto a gran escala (macroclimática o hábitat) como localmente, a través de diferencias 
en las condiciones ambientales, uso del microhábitat o interacciones abióticas (García-
Sánchez et al., 2022). Por ejemplo, se ha observado que la temperatura del agua (Bletz et al., 
2017a) y su calidad (Kueneman et al., 2014) influía en la variación de la estructura de la 
comunidad microbiana de tres especies de salamandras y ranas. Igualmente, Kueneman et al. 
(2019) reportó que la composición y riqueza del microbioma de la piel de hospederos arbóreos 
cambiaba de acuerdo a la latitud y en temperaturas más altas. Con respecto a los ajolotes, 
hasta el momento únicamente se ha descrito el microbioma de A. rivulare  (Nava-González et 
al., 2021) y A. altamirani (Martínez-Ugalde et al., 2022), ajolotes neoténicos facultativos, y el 
efecto de ciertos factores abióticos sobre su microbioma. Se reportó que el microbioma de la 
piel A. rivulare estaba principalmente conformado por bacterias pertenecientes a las clases de 
Gammaproteobacteria y Betaproteobacteria, además de que la riqueza y abundancia afectaba 
la intensidad de infección por Bd. Con respecto al microbioma de la piel A. altamirani se 
encontró que este se encuentra influenciado por el estado metamórfico del hospedero y la 
variación temporal de los factores abióticos. 


Si bien estas especies también se encuentran en peligro de extinción a causa de afectaciones 
en su hábitat, el ser capaces de vivir fuera del agua les brinda más posibilidades de sobrevivir 
que a los ajolotes neoténicos obligados. De ahí que este trabajo realizó la primera descripción 
de la microbiota de la piel de cuatro especies de ajolotes neoténicos obligados para 
posteriormente analizar cuál es el posible papel que tiene el ambiente sobre su microbiota.
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En general, la diversidad alfa de bacterias que presentaron todas las especies fue mayor que la 
observada en hongos. Previamente se ha reportado que las comunidades de hongos 
comúnmente presentan una diversidad menor comparada con la de bacterias (García-Sánchez 
et al., 2022); por lo que nuestras observaciones coinciden con datos previos. Asimismo, 
observamos que la diversidad alfa tanto de bacterias como de hongos fue significativamente 
distinta entre especies; siendo la diversidad bacteriana de A. andersoni y A. dumerilii más 
parecida entre sí y distinta de la de A. mexicanum y A. taylori. Estas diferencias podrían 
deberse a la exposición de condiciones climáticas y fisicoquímicas contrastantes, pues se ha 
observado que existe una fuerte correlación entre el microbioma de las salamandras y su 
ambiente inmediato (Ellison et al., 2018; Harrison et al., 2019; Jiménez et al., 2016; Ruthsatz et 
al., 2020). Sin embargo, esto no implica que la diversidad de las comunidades de bacterias y 
hongos presentes en la piel de estos ajolotes estén influenciadas por los mismos factores 
abióticos. García-Sánchez et al. (2022) observaron que la temperatura y precipitación 
estacional no afectaba a la comunidad bacteriana presente en la piel de 5 especies distintas 
de salamandras, pero sí a la de hongos. En humanos y animales acuáticos, como peces e 
invertebrados, las diferencias en la diversidad del microbioma se han relacionado con otras 
características como el sexo, la dieta y edad (Ying et al., 2015; Bates et al., 2022). En el caso 
de los anfibios, se ha reportado que el sexo, la edad y el tamaño del cuerpo no tienen un 
impacto significativo en la diversidad alfa y la estructura de la comunidad  bacteriana (Prado-
Irwin et al., 2017; Hughey et al., 2017; Campbell et al., 2019) mientras que la etapa de 
desarrollo se ha reportado como un factor que afecta al microbioma (Kueneman et al., 2015; 
Martínez-Ugalde et al., 2022). Considerando que el sexo no tiene un efecto sobre el 
microbioma y que todos los individuos eran adultos, consideramos que la varianza observada 
en la diversidad de las comunidades de estas especies no podría estar explicada por alguno 
de estos factores. 


De nuestras especies de estudio, A. mexicanum es la única que se encuentra en condiciones 
de cautiverio, a manera de conservar a la especie, pues los arroyos y canales donde habitaban 
se encuentran contaminados por múltiples metales pesados (SEMARNAT, 2018). En múltiples 
especies de anfibios e incluso de mamíferos, el cautiverio se ha reportado como un factor que 
promueve cambios en el microbioma tanto de la piel como intestinal (Becker et al., 2014; Tong 
et al., 2019), al ser una condición que reduce el contacto del organismo con los sustratos 
naturales del ambiente y otros animales (Kueneman et al., 2022). Por ejemplo, se ha observado 
que el microbioma de la piel de las ranas doradas de Panamá (Atelopus zeteki) en estado de 
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cautiverio fue significativamente diferente en riqueza, abundancia, diversidad filogenética y 
composición comparado con el de las ranas silvestres (Becker et al., 2014). Sin embargo, este 
patrón no solo se ha observado en anfibios, sino también en esponjas de mar (Mohamed et al., 
2008), loros (Xenoulis et al., 2010) y focas (Nelson et al., 2012). Si bien en el CIBAC las 
condiciones ambientales asemejan a las silvestres, es imposible simular la gran variedad de 
condiciones a las cuales se puede exponer en la naturaleza. Debido a que no estudiamos 
ningún ejemplar de vida libre, este estudio no puede descartar que las diferencias en 
diversidad observadas en A. mexicanum no correspondan a algún efecto del cautiverio sobre 
el microbioma. 


Se encontró que existen diferencias significativas en la diversidad beta de las comunidades 
bacterianas y de hongos presentes en las especies. En el caso de A. andersoni y A. dumerilii 
se observó que sus comunidades son similares, separándose de las de A. mexicanum y A. 
taylori, las cuales tienen una comunidad cuya abundancia es similar entre sí, pero difieren en la 
presencia/ausencia de la comunidad. Las agrupaciones observadas probablemente reflejan la 
existencia de una asociación geográfica y un hábitat parecido, pues se ha reportado que el 
ambiente promueve más cambios en la abundancia bacteriana que en la presencia/ausencia 
de las mismas (Becker et al., 2017; Muletz-Wolz et al., 2018). Algunos estudios han 
demostrado que la identidad del hospedero es un predictor fuerte de la estructura de las 
comunidades bacterianas en la piel de anfibios, pues especies que cohabitaban el mismo 
estanque albergaban distintas comunidades bacterianas (McKenzie et al., 2012; Kueneman et 
al., 2014). No obstante, otros demuestran que en especies relacionadas estrechamente o 
poblaciones que pertenecen a la misma especie, el hábitat tiene un papel más importante que 
la identidad del hospedero (Ellison et al., 2018; Bird et al., 2018). Debido a estas discrepancias, 
es necesario que en un futuro se estudie el efecto de la identidad de estas especies sobre la 
piel, pues por el momento los datos ocupados en este trabajo no permiten diferenciarlo del 
efecto del ambiente. 


La composición del microbioma de la piel de los ajolotes pedomórficos y su 
relación con el ambiente 

El microbioma de la piel de las especies estudiadas estuvo conformado por 21 clases 
bacterianas y 14 de hongos, encontradas en una abundancia relativa mayor al 0.1%. Para el 
caso de las bacterias, de las 21 clases identificadas, las más predominantes en todas las 
especies fueron Gammaproteobacteria y Bacteroidia. La clase Gammaproteobacteria se ha 
encontrado enriquecida en anfibios de Norteamérica, Centroamérica, Europa y Japón (Rebollar 
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et al., 2016b; Bletz et al., 2017b; Passos et al., 2018), tiene una mayor proporción de cepas 
anti-Bd (Rebollar et al., 2020) y presenta un grado de inhibición a Bd in vitro significativamente 
más alto que otras clases (Rebollar et al., 2019). Anteriormente, esta clase se ha reportado en 
dos especies de ajolotes neoténicos facultativos: A. rivulare, en el cual resultó ser la clase más 
abundante (Nava-González et al., 2021), y A. altamirani, en el cual forma parte de las taxa que 
se expresan diferencialmente entre individuos no metamórficos y metamórficos (Martínez-
Ugalde et al., 2022). La clase Bacteroidia pertenece al filo Bacteroidetes, el cual ha sido 
reportado como uno de los más abundantes en la piel de anfibios y está relacionado con ASVs 
con capacidades anti-Bd (Kruger, 2020). Previamente, las clases de Bacteroidia y 
Gammaproteobacteria han sido encontradas en sistemas de agua dulce cercanos a zonas 
urbanizadas (Numberger et al., 2022).


Con respecto a los hongos, la clase más predominante fue Dothideomycetes, la cual está 
presente en el microbioma de la piel de otros anfibios como el sapo boreal de Colorado 
(Anaxyrus boreas) y ranas venenosas (Dendrobates auratus, D. leucomelas y D. tinctorius) 
(Kueneman et al., 2015; Kearns et al., 2017). A pesar de que es sabido que los hongos pueden 
producir compuestos anti-microbianos (Strobel & Daisy, 2003), no se conoce a profundidad 
sus efectos en la salud de los anfibios. De ahí que ninguna de estas clases ha sido reportada 
con capacidades anti-Bd o algún papel relevante para la salud del ajolote; únicamente se han 
encontrado aislados con la capacidad de inhibir el crecimiento de Bd asociados al filo 
Ascomycota (Kearns et al., 2017).


Al cuantificar el número de ASVs únicos de cada especie y compartidos entre ellas, se observó 
que A. andersoni fue la especie con mayor número de ASVs únicos tanto para bacterias como 
para hongos. En total se encontraron 88 ASVs de bacterias compartidos entre todas las 
especies, los cuales correspondieron a 8 clases y 20 órdenes distintos. De estos el orden 
Burkholderiales, de la clase Gammaproteobacteria, fue el más abundante en las cuatro 
especies, con una abundancia relativa entre el 30-60% dependiendo de la especie. El resto de 
los órdenes se encontraron presentes en una abundancia relativa menor o igual al 20%, como 
Pseudomonadales y Flavobacteriales. Previamente, se han encontrado cepas del orden 
Burkholderiales que inhiben el crecimiento de Bd en pruebas de laboratorio (Kueneman et al., 
2015; Ellison et al., 2021) y que la familia Burkholderiaceae, perteneciente a este orden, se 
encuentra altamente abundante en el microbioma de la piel de Ambystoma altamirani 
(Martínez-Ugalde et al., 2022). Igualmente, la familia Pseudomonadaceae, perteneciente al 
orden Pseudomonadales, se encuentra en la piel de anfibios y ha demostrado ser antifúngica 
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(Loudon et al., 2014b) mientras que la familia Flavobacteriaceae, perteneciente al orden 
Flavobacteriales, ha sido relacionada tanto con proteger a los anfibios de enfermedades 
(Becker et al., 2014) como con mejorar el crecimiento de Bd en co-cultivos (Woodhams et al., 
2015; Rebollar et al., 2016b; Bates et al., 2018). 


Con respecto a la comunidad de hongos, se encontraron 62 ASVs compartidos entre todas las 
especies, los cuales correspondieron a 10 clases y 12 órdenes distintos. De estos el orden 
Capnodiales, de la clase Dothideomycetes, fue el más abundante en las cuatro especies. Este 
orden es principalmente conocido por ser patógeno de hojas (Hyde et al., 2013) y se encuentra 
presente de manera abundante en salamandras de montaña, localizadas en el centro de 
México (García-Sánchez et al., 2022). Sin embargo, no se ha asociado a alguna función en 
particular en el microbioma. El grupo Dothideomycetes está adaptado a hábitats de agua 
dulce y salada (Gnavi et al., 2014), además de que ha sido identificado en ambientes extremos 
y fríos (Onofri et al., 2008). Varios miembros de este grupo son patógenos virulentos de otros 
hongos, insectos y plantas con gran importancia económica (Onofri et al., 2008).


En conjunto, estos resultados sugieren que el microbioma de la piel de los ajolotes 
pedomórficos mantiene un grupo de bacterias y hongos independientemente de la especie. La 
existencia de un grupo de clases y ASVs compartidos entre las cuatro especies resulta 
beneficiosa para el hospedero, pues si una función metabólica esencial se llevara acabo por 
un solo ASV, este podría perderse fácilmente, afectando la adecuación del hospedero (Varela 
et al., 2018). Es posible que la existencia de estos ASVs esté relacionada con su genética, 
pues se reportó que de todas las salamandras que integran al complejo Ambystoma tigrinum 
(Recuero et al., 2010) las cuatro estudiadas en este trabajo conformaban un cluster genético 
en el centro de México (Everson et al., 2020).


Por otro lado, debido a que el microbioma de la piel se encuentra en constante contacto con el 
ambiente (Ruthsatz et al., 2020), es probable que ciertas características ambientales sean las 
que estén promoviendo la permanencia de estas clases de bacterias y hongos en el 
microbioma. Baste, como muestra el microbioma de la piel de tres especies de salamandras 
del género Plethodon que co-habitaban distintas lagunas, cuya variación en abundancia 
estuvo explicada por el pH del suelo y no por la genética del hospedero (Muletz-Wolz et al., 
2018). En Eleutherodactylus coqui, rana puertorriqueña, se observó que la ubicación 
geográfica y el tiempo de muestreo influenciaban la composición del microbioma de la piel. De 
manera similar el efecto del ambiente también se ha observado en otras especies, como las 
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ballenas jorobadas (Megaptera novaeangliae), cuyo microbioma de la piel cambia temporal y 
regionalmente en respuesta a los cambios estacionales en la temperatura del agua del Océano 
Sur (Bierlich et al., 2018). 


A pesar de que varios estudios presentan a la identidad taxonómica del anfibio acuático como 
un predictor más fuerte de la composición microbiana que el ambiente (Bird et al., 2018) 
mientras que otros observan lo contrario (Ellison et al., 2018), lo más seguro es que ambos 
factores estén influyendo al momento de definir a las comunidades que conforman al 
microbioma de la piel del hospedero. Por ejemplo, se ha observado que en Eleutherodactylus 
coqui la temperatura es un filtro ambiental que permite que solo crezcan bacterias con 
características específicas mientras que los factores del hospedero seleccionan a los 
microbios en baja abundancia del ambiente; modelando en conjunto a las bacterias capaces 
de colonizar la piel (Longo & Zamudio, 2017). Esta interacción entre los factores abióticos y el 
genotipo del hospedero no solo se ha observado en anfibios sino también en plantas, pues 
estos interactúan para afectar la colonización de patógenos en Arabidopsis thaliana (Agler et 
al., 2016) mediante dar la señal a los microbios más interconectados de la comunidad para 
que estos a su vez den una señal de protección a cada microbio que conforma al microbioma.


En otros estudios se ha reportado que entre el hospedero y el ambiente se comparte una 
proporción de ASVs, los cuales se encuentran presentes en el ambiente en una baja 
abundancia (Walke et al., 2014; Loudon et al., 2016; Rebollar et al., 2016a; Bates et al., 2018). 
Es posible entonces que los ASVs únicos encontrados sean un reflejo del peculiar ambiente 
que rodea al ajolote, cuyo microbioma está igualmente influenciado por las condiciones 
climáticas y fisicoquímicas del lugar. Se ha observado que el pH, la salinidad y el clima son 
promotores importantes de la diversidad del microbioma ambiental (Ruthsatz et al., 2020). 
Debido a que patrones similares se han encontrado en el microbioma de anfibios, sugerimos 
que los factores abióticos no solo tienen un efecto directo en el microbioma del ajolote sino 
también indirecto, pues al afectar al microbioma de su ambiente modifican la reserva de 
bacterias y hongos a partir de la cual puede seleccionar el ajolote a los microbios que definen 
a su microbiota. 


El objetivo de este trabajo no buscaba directamente evaluar la presencia de Bd, sin embargo 
es importante resaltar que nuestros resultados confirman que el microbioma de la piel de 
múltiples especies de Ambystoma está integrado por bacterias y hongos con la capacidad de 
proteger al hospedero y hacerlo menos susceptible a infecciones por Bd. No obstante, se 
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tienen que realizar más pruebas para confirmar su capacidad de inhibición al crecimiento de 
Bd y en qué magnitud pueden hacerlo. Debido a que aún no se han realizado los análisis de 
los datos que evalúan la infección por Bd tomados al momento del muestreo, no es posible 
concluir si la presencia de estas comunidades en el microbioma está relacionada con la 
aparición de Bd en el ambiente. De ser que se encontrara Bd en estos individuos, sería 
interesante realizar el muestreo del microbioma de la piel en distintas épocas del año como 
una manera de conocer qué tan vulnerables son estos ajolotes, qué elementos abióticos son 
los que promueven su susceptibilidad y qué medidas de conservación podrían emplearse a 
futuro, pues de acuerdo a diferentes estudios (Bolom-Huet et al., 2019; Monroy-Vilchis et al., 
2019; Nava-González et al., 2019) el ENT resulta una región viable para el desarrollo de Bd.  


Las variaciones climáticas y fisicoquímicas dan un carácter específico al 
microbioma 

La temperatura ambiental ha presentado ascensos y descensos desde 1970 hasta 
2017, yendo en continuo aumento desde 1990 en todos los sitios. Estos resultados son 
congruentes con lo reportado en otros estudios realizados en el país, en donde se observa que 
la temperatura media era menor en años anteriores a 1990 (Arnauld et al., 1994; Medina-
Orozco et al., 2019); reportando a 1990, 1995, 1997 y 1998 como los años más calurosos a 
nivel global (Jones et al., 1999). A consecuencia del cambio climático, esta situación no 
cambio con los años, pues a partir de los 2000’s ocurrieron los 19 años más calurosos, en los 
cuales la frecuencia, intensidad y duración de los eventos extremos de temperatura aumentó a 
nivel global (Zhao et al., 2021). 


La exposición a temperaturas ambientales no óptimas ha estado asociada a alteraciones en el 
microbioma intestinal y de la piel (Sepulveda & Moeller, 2020; Wang et al., 2022). En el salmón 
chum (Oncorhynchus keta) los cambios en la temperatura del agua se consideran un factor 
causante de disbiosis, pues al modificar otros parámetros fisicoquímicos, es capaz de 
favorecer el crecimiento de especies patógenas de Vibrio durante temporadas cálidas (Ghosh 
et al., 2022). En vista de que los anfibios son ectotermos (Bletz et al., 2017a), es decir que 
acoplan su temperatura corporal a la del ambiente, es posible que los continuos ascensos en 
la temperatura estén influyendo en el crecimiento de la taxa asociada a la piel de los ajolotes, 
en las interacciones entre los miembros de la comunidad y en su capacidad antifúngica.


Por otro lado, en este trabajo se observó que a partir de la década de los 90’s hubo meses 
donde se presentaron menos precipitaciones y existió un cambio de fase en la temporada de 
lluvias, la cual hasta hace varias décadas tomaba lugar de mayo a octubre (Bravo-Cabrera et 
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al., 2017). Es posible que estos cambios en los patrones de precipitación estén relacionados 
con el efecto observado del oxígeno disuelto y conductividad sobre la comunidad microbiana, 
pues se ha evidenciado que ambos parámetros son los más afectados por la precipitación 
(Poff et al., 2002). De acuerdo con lo anterior y a que los cambios regionales en los patrones 
de precipitación repercuten en las características hidrológicas del sistema (Poff et al., 2002; 
Milly et al. 2005), se sugiere que los cambios observados en la fase de precipitación podrían 
haber alterado la composición de las lagunas en las que habitan los ajolotes; impactando en la 
estructura de los ensambles microbianos de los lagos y modificando la reserva de microbios 
sobre la cual actúan procesos de selección positiva o negativa que determinan a los microbios 
que se toman del ambiente para la integración del microbioma de la piel del hospedero. 


Al analizar la influencia del clima y las condiciones fisicoquímicas sobre el microbioma, se 
encontró que la diversidad y composición de la comunidad bacteriana y fúngica de las 
distintas especies está influida, principalmente, por los parámetros fisicoquímicos. Esto va de 
acuerdo a lo demostrado en otros estudios, donde el pH, la temperatura del agua y la salinidad 
son los predictores principales de las comunidades microbianas en el hospedero (Kueneman 
et al., 2014; Lozupone & Knight, 2007; Martínez-Ugalde et al., 2022; Ruthsatz et al., 2020). Sin 
embargo, debido a que la temperatura es capaz de promover los cambios en el pH, la 
conductividad y el oxígeno disuelto que impactan a la comunidad microbiana (Alcocer et al., 
2000; Jones et al., 2017), sugiero que la temperatura de cada laguna es el principal factor 
ambiental que influye sobre la diversidad y composición del microbioma de la piel. No 
obstante, esto debe de tomarse con cautela debido a que la temperatura del agua es un 
parámetro que varía a lo largo del año (Trombetta et al., 2022) y de acuerdo a la profundidad 
(Pilla et al., 2020).


De acuerdo con lo anterior, se ha evidenciado que los sitios con menor profundidad, como las 
lagunas de Pátzcuaro y Zacapu, son más afectados por los aumentos en la temperatura del 
aire (Caissie, 2005). De ahí que las aguas profundas, como la laguna de Alchichica, sean 
fisicoquímicamente más estables mientras que las menos profundas tienden a ser más 
variables (Stefansdottir et al., 2010, Spivak et al., 2017); condición que termina alterando las 
concentraciones de oxígeno disuelto disponible y por ende, modificando los procesos 
biológicos de los organismos que ahí habitan así como las interacciones ecológicas entre ellos 
(Ockendon et al., 2014). Basado en estas evidencias es posible que las similitudes 
encontradas en la diversidad y estructura del microbioma entre A. dumerilii y A. andersoni, 
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ajolotes que habitan la laguna de Pátzcuaro y Zacapu, respectivamente, se deban en parte a 
una relación entre la temperatura y la profundidad a la que normalmente se encuentran. No 
obstante, por el momento no se puede comprobar esta hipótesis pues no contamos con datos 
de temperatura a lo largo del año. De ahí que para comprobar el efecto de la temperatura 
sobre otros factores será necesario realizar muestreo que incluya la toma de mediciones 
fisicoquímicas y del microbioma de la piel de estos ajolotes en distintas temporadas. 


Considerando que cada localidad resultó ser significativamente diferente a las otras con 
respecto a sus parámetros fisicoquímicos, se concluye que parte de la varianza observada en 
el microbioma de la piel de los ajolotes pedomórficos es atribuible a las diferencias en las 
condiciones fisicoquímicas a las que estuvieron expuestos antes y durante el muestreo. Es 
posible que incluso algunos taxa encontrados en el microbioma de los ajolotes pedomórficos 
durante este trabajo se modifiquen conforme varían las condiciones ambientales a lo largo de 
las temporadas. Por ejemplo, anteriormente, se ha observado en Lithobates 
yavapaiensis y Eleutherodactylus coqui (Longo et al., 2015), anfibios afectados por Bd, y en el 
panda rojo gigante (Ma et al., 2021), que la estructura de la comunidad bacteriana es mayor en 
temporadas como primavera y verano mas no en invierno. Debido a que pueden ocurrir 
múltiples cambios en las variables ambientales a lo largo del año y que estos a su vez 
repercuten en el microbioma del hospedero (Longo et al., 2015; Tong et al., 2019; Martínez-
Ugalde et al., 2022), es que consideramos que este trabajo es solo un primer acercamiento a 
definir cómo el ambiente puede afectar al microbioma de la piel de los ajolotes pedomórficos. 
Por lo cual se requieren  de otros estudios que permitan conocer cómo es la interacción entre 
los parámetros ambientales y fisicoquímicos de los sitios así como realizar modelos de 
correlación entre el ambiente y el microbioma más complejos; esto último con el fin de poder 
eliminar aquellas covariables ambientales y definir cómo están afectando al microbioma.
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Conclusiones 

1. Cada laguna tiene una composición fisicoquímica característica; sin embargo en todas se 

observó que la precipitación anual y temperatura media han aumentado con el paso de los 

años.


2. La diversidad y estructura del microbioma de la piel de los ajolotes pedomórficos difiere 

entre determinadas especies. No obstante, presenta una composición similar con respecto 

a los grupos taxonómicos más abundantes.


3. Los parámetros climáticos y fisicoquímicos tienen una influencia en la diversidad y 

estructura del microbioma de la piel de los ajolotes pedomórficos.


Perspectivas 

A lo largo de este trabajo se observó como el efecto del ambiente no se puede distinguir de la 
identidad del hospedero. Previos trabajos han podido determinar esto en diferentes sistemas 
de estudio, como murciélagos (Lemieux-Labonté et al., 2016), ballenas (Bierlich et al., 2018) y 
otros anfibios (McKenzie et al., 2012; Ellison et al., 2018; Kruger et al., 2020), la distribución 
restringida a una sola localidad que tienen los ajolotes pedomórficos hace imposible poder 
evaluar in situ si el microbioma de una misma especie puede cambiar de acuerdo a las 
características abióticas de diferentes localidades. De ahí que para poder diferenciar los 
efectos del ambiente de los del hospedero será necesario realizar experimentos de jardín 
común en los cuales expondremos a las distintas especies a las mismas condiciones 
abióticas. Si observamos que después de un tiempo el microbioma cambia, entonces 
podríamos estar hablando de que los factores intrínsecos del ajolote tienen un efecto sobre el 
microbioma. Otra posibilidad es analizar si existe presencia de especies simpátricas en las 
lagunas donde estos ajolotes se desarrollan; de ser que sí, sería posible realizar 
comparaciones entre esta y el ajolote para determinar el efecto del hospedero sobre el 
microbioma.


De acuerdo con lo anterior, otros compañeros del laboratorio ya se encuentran trabajando 
tanto en el análisis de la genética del hospedero, mediante polimorfismos de un solo 

 | 56 69



nucleótido (SNPs, por sus siglas en inglés), así como en el análisis de la microbiota ambiental 
de las lagunas. Esto con el propósito de poder determinar cuál es la relación entre el 
hospedero y los factores abióticos en la determinación del microbioma de los ajolotes.


A futuro se espera realizar análisis ambientales basados en más mediciones climáticas y 
fisicoquímicas en el tiempo, pues es posible que las mediciones que utilizamos no sean 
suficientes para capturar las señales climáticas y fisicoquímicas que correlacionan con la 
variación observada entre sitios de la comunidad presente en el microbioma. Asimismo, será 
necesario investigar el efecto de los minerales y nutrientes que se encuentran en el suelo y del 
efecto antropogénico, no estudiados en este trabajo, sobre el microbioma de las distintas 
especies, pues se han reportado como que afectan a las comunidades microbianas presentes 
en la piel (Becker et al., 2017; Barnes et al., 2021). Finalmente, sería ideal realizar predicciones 
matemáticas sobre los cambios ambientales que se esperarían observar a manera de 
promover los esfuerzos de protección y conservación de estas especies.
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a) b)

16S

c) d)

ITS

Anexo 1. Curvas de rarefacción de 16S e ITS 
a) Curva antes de realizar la rarefacción de las secuencias de 16S. b) Curva posterior a la rarefacción cuyo corte fue de 
11,167 secuencias para 16S. c) Curva antes de realizar la rarefacción de las secuencias de ITS. d) Curva posterior a la 
rarefacción cuyo corte fue de 5, 904 secuencias para ITS. 
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Anexo 2. Comparaciones estadísticas de parámetros fisicoquímicos

Parámetro Comparación P-valor Significancia

pH

Alchichica-Patzcuaro 0.00067 ***

Alchichica-Zacapu 0.09927 ***

Alchichica-Xochimilco 6.8E-05 ns

Patzcuaro-Zacapu 0.03144 *

Patzcuaro-Xochimilco 7.8E-06 ns

Zacapu-Xochimilco 0.01032 ns

Temperatura

Alchichica-Patzcuaro 0.01232 *

Alchichica-Zacapu 0.00087 ***

Alchichica-Xochimilco 0.00010 ***

Patzcuaro-Zacapu 2.5E-05 ****

Patzcuaro-Xochimilco 1.9E-07 ****

Zacapu-Xochimilco 0.38084 ns

Oxígeno 
Disuelto

Alchichica-Patzcuaro 0.00072 ***

Alchichica-Zacapu 0.00169 **

Alchichica-Xochimilco 0.00012 ***

Patzcuaro-Zacapu 0.56754 ns

Patzcuaro-Xochimilco 2.1E-07 ****

Zacapu-Xochimilco 4.5E-07 ****

Conductividad

Alchichica-Patzcuaro 0.00071 ***

Alchichica-Zacapu 0.00087 ***

Alchichica-Xochimilco 0.00012 ***

Patzcuaro-Zacapu 2.4E-05 ****

Patzcuaro-Xochimilco 2.2E-07 ****

Zacapu-Xochimilco 4.8E-07 ****
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Anexo 3. Contribuciones a los PCs

PCs

Parámetros 1 2 3 4 5 6

pH            20.0843260 0.1379401 10.930063 6.720811E+01 1.5963359 0.04322031

Temperatura   2.0538635 7.5981035 68.880389 4.165565E+00 16.2703174 1.03176220

Oxígeno 
Disuelto

28.8577652 5.4484731 3.843148 8.546638E-01 57.1779807 3.81796916

Conductividad 24.2999670 19.0075850 2.263085 5.144246E+00 1.0588836 48.22623318

Precipitación 
Mediana de 
1990-2017

0.2610657 63.1018698 3.614996 9.24574E-07 0.0124227 33.00964497

Temperatura 
Mediana de 
1990-2017

24.4430127 4.7060285 10.468319 2.262741E+01 23.8840599 13.87117019
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