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1. Introducción 
 

Las amebas de vida libre (AVL) son un grupo polifilético de protistas heterótrofos. Los taxones 

de este grupo presentan un tipo de organización celular “ameboide” (del griego amoibe, que 

significa “cambio”) y son capaces de completar su ciclo de vida sin la necesidad de invadir a un 

hospedero, aunque algunas especies pueden ser parásitas facultativas (Khan 2015). Se encuentran 

en todo tipo de ambientes terrestres y aéreos, pero principalmente habitan en ecosistemas acuáticos 

(Rodríguez-Zaragoza 1994). Todas las AVL presentan un estado activo (trofozoíto), la mayoría, 

presentan un estado latente (quiste) (Smirnov y Brown 2004) y algunas especies de ciertos géneros, 

como Naegleria, Tetramitus y Willaertia pueden presentar estados flagelares (De Jonckheere 

2014). 

Los protistas han estado presentes en el planeta desde hace más de 1,500 millones de años (Javaux 

et al. 2001), lo que se refleja en su extensa distribución a nivel global, en una amplia diversidad 

de ecosistemas (Geisen et al. 2014).  

Estos organismos solían ubicarse en un grupo taxonómico monofilético, debido a sus aspectos 

morfológicos (Levine et al. 1980), por lo que la mayoría de las guías de identificación y 

clasificación requieren de microscopía óptica y electrónica (Page 1976 y 1988). Años después, 

estudios moleculares mostraron claras discrepancias entre los sistemas de clasificación 

morfológica contra los análisis de secuencias (Clark y Cross 1988; Bolivar et al. 2001), incluyendo 

las influyentes llaves morfológicas de Page (Brown y De Jonckheere 1999). Debido a esto, ya no 

se consideran suficientes las características morfológicas para identificar aislados a niveles de 

género y especie (Smirnov y Brown 2004). Los nuevos sistemas de clasificación se basan 

principalmente en secuencias de genes marcadores (Adl et al. 2005). 

En México se sigue empleando la clasificación morfológica como principal sistema de 

identificación en los trabajos de diversidad, lo cual, como se mencionó anteriormente, no es 

recomendado para trabajar con estos organismos. Este trabajo busca implementar estándares 

modernos de identificación molecular de AVL recuperadas de diferentes hábitats y ecosistemas en 

el Estado de Morelos. 
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2. Marco teórico 
 

2.1. Diversidad y distribución de AVL 
 

Las amebas de vida libre forman un grupo definido únicamente por su tipo de movimiento y 

organización celular (Smirnov y Brown 2004), pero evidencia molecular reciente demuestra que 

no presentan una estrecha relación filogenética, por lo que se postula que la forma de vida 

amoeboide ha surgido de manera independiente en varias ocasiones a través de la historia evolutiva 

de los eucariontes (Ligrone 2019). Por ser polifilético, el estudio taxonómico del grupo es 

complejo. En respuesta a esto, recientemente se han publicado dos nuevas aproximaciones para 

abordar la taxonomía de los protistas.  

La primera propuesta fue realizada por la Sociedad de Protozoólogos en 2005. Este trabajo toma 

en cuenta los análisis moleculares, estudios morfológicos modernos y aspectos bioquímicos para 

definir a los taxones. Lo interesante de este sistema de clasificación es que no utiliza la jerarquía 

linneana de grupo taxonómicos. En vez de ello, emplea viñetas para organizar a los grupos, sin 

necesidad de acomodarlos en un rango taxonómico, considerando que un nuevo descubrimiento o 

reclasificación de un taxón podría ocasionar un efecto en cascada que, de utilizar la clasificación 

convencional, causaría problemas de reorganización. Esta clasificación ha sido actualizada 3 

veces, siendo la más reciente de 2018 (Adl et al. 2005 y 2018). 

Los trabajos de Adl et al. fueron también una actualización al sistema de clasificación de protistas 

realizado anteriormente por la Sociedad de Protozoólogos en 1980, el cual únicamente 

contemplaba fenotipos fisiológicos y morfológicos para la agrupación taxonómica y consideraba 

a las amebas como un solo grupo debido a su desplazamiento ameboide, dentro de la superclase 

Rhizopoda (Levine et al. 1980). 

La segunda propuesta pertenece al grupo de Ruggiero et al. y fue publicada en 2015. Esta ordena 

a los protistas bajo la jerarquía taxonómica de grupos Linneanos (reino, filo, clase, orden…). Esta 

clasificación no es filogenética ni evolutiva y no trata de serlo. Lo que busca es simplificar el 

estudio de los protistas y clasificarlos según su uso común o práctico (Ruggiero et al. 2015). 
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Para este trabajo se decidió implementar la clasificación sugerida por la sociedad de 

protozoólogos, porque el sistema de viñetas es el que presenta una sistemática más realista y útil a 

largo plazo para trabajar con organismos que tienen una taxonomía inestable como las AVL. Para 

realizar un mapa taxonómico con algunos grupos de AVL (Figura 1) que se podrían llegar a 

encontrar en el estudio, se consultó bibliografía en torno a estudios de diversidad ambiental en 

México, reacomodando los géneros descritos con base en el reciente trabajo de Adl et al. en 2018. 

Para la identificación molecular de AVL en estudios de diversidad, el marcador más utilizado es 

el gen 18S rRNA, el cual es considerado un marcador idóneo para identificar con precisión a estos 

organismos a nivel de género (Nassonova et al. 2010). Otra consideración importante para emplear 

este gen es que en la base de datos del NCBI son las secuencias más abundantes de AVL. 

El estudio del 18S rRNA ha logrado revelar problemas y limitaciones en la identificación 

morfológica de AVL, demostrando que se trata de un grupo polifilético distribuido en diferentes 

ramas del árbol eucariota (Clark y Cross 1988; Zettler et al. 2000; Bolivar et al. 2001). Además, 

se ha reportado que algunos aislados que muestran ser morfológicamente similares poseen 

diferencias genéticas importantes. Del mismo modo, algunos aislados que se pueden distinguir 

claramente de manera morfológica, presentan pocas diferencias genéticas (Smirnov et al. 2002, 

2007). Las repercusiones de años de estudio con sistemas de clasificación morfológicos se ven 

reflejadas en la necesidad de reclasificar géneros y especies en trabajos recientes (Smirnov y 

Kudryavtsev 2005; Smirnov et al. 2011; Brown et al. 2011, Tice et al. 2016).  

Incluso existe controversia dentro de ciertos géneros, como en Acanthamoeba, en donde se 

encuentran 24 especies descritas. No obstante, algunos expertos sugieren que no deberían de 

continuar siendo clasificadas como especies y que en su lugar se deberían clasificar en “genotipos” 

(de los cuales existen alrededor de 20), los cuales están organizados con base en la secuencia 

“ASA.S1” (Acanthamoeba specific amplimer), localizada dentro del gen 18S rRNA y que ha sido 

útil para la identificación de estos grupos (Schroeder et al.  2001; Jercic et al. 2019).  Dados los 

problemas taxonómicos y de identificación de AVL, hablar de su distribución es complicado, 

considerando también su aparente ubiquidad (Tabla 1) y la carencia de datos moleculares.  
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Tabla 1. Ecosistemas terrestres, acuáticos y artificiales de los que se han aislado AVL. 
Ecosistema Referencia 

Desierto Dumack et al. 2016 

Permafrost  Shmakova y Rivkina 2015 

Micorrizosfera  Timonen et al. 2004 

Pantanos  Seneviratna y Waidyasekera 1995 

Sedimentos marinos Butler y Rogerson 2000 

Mar abierto  Vørs 1992; Murzov y Caron 1996 

Manglares  Rogerson y Gwaltney 2000 

Lagunas  Garstecki y Arndt 2000 

Lagos salinos Hauer et al. 2001; Rogerson y Hauer 2002 

Lagos ácidos  Bell y Weithoff 2008 

Aguas termales  Baumgartner et al. 2003 

Estuarios Rogerson y Laybourn-Parry 1992 

Agua marina y continental del antártico Tong et al. 1997 

Albercas públicas  Vesaluoma et al. 1995 

Bañeras termales  Scaglia et al. 1983 

Plantas de tratamiento de agua  García et al. 2013 

Sistemas de aire acondicionado  Gabr et al. 2020 

Sistemas de conducción de agua potable  Taravaud et al. 2018; Shaheen et al. 2019 

Camillas para odontología  Singh y Coogan 2005 

Sistemas de agua domésticos  Jeong y Yu 2005 

Estaciones de lavado de ojos  Paszko-Kolva et al. 1991 

Sistemas de conducción de agua de hospital  Thomas et al. 2006 

 

Se discute la existencia de una relación entre el tipo de hábitat y la diversidad específica, debido a 

que algunos géneros se han aislado en ambientes contrastantes (Smirnov y Brown 2004). Otro 

argumento que sugiere su ubiquidad es el estudio en aislados de géneros como Naegleria y 

Acanthamoeba, que, a pesar de haber sido encontrados en países mutuamente distantes, presentan 

una alta similitud genética (Pélandakis et al. 1998; Geisen et al. 2014). Sin embargo, también 

existen especies que solo crecen en ambientes específicos, por ejemplo: a altas temperaturas o a 

altos niveles de salinidad (Baumgartner et al. 2009; Schulz et al. 2015). Por lo tanto, es razonable 

asumir que existan especies generalistas y cosmopolitas, mientras que haya otras que presenten 

una mayor especificidad para ciertos ambientes. 
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3. Antecedentes 
 

Los trabajos que se consultaron fueron realizados con aislados mexicanos obtenidos del ambiente. 

No se consideraron los aislados clínicos ni los que no hayan sido publicados en artículos. 

3.1. Análisis de diversidad de AVL en México 
El primer estudio realizado en el país fue en 1841, por el alemán Christian Gottfried Ehrenberg, el 

cual reportó los géneros Arcella y Difflugia (Esto se encuentra reportado en López-Ochoa y 

Madrazo 1979).  

A partir de entonces fue hasta la década de 1980 que el grupo de Fermín Rivera, de la FES-Iztacala, 

realizó 3 estudios de diversidad de AVL: en albercas deportivas, en la atmósfera de la CDMX y 

en aguas termales en el Estado de Hidalgo (Rivera et al. 1983, 1987, 1989). 

Guzmán-Fierros y Lares-Villa realizaron un estudio en sitios recreativos del Estado de Sonora, 

con el objetivo de obtener aislados del género Naegleria (Guzmán-Fierros et al. 2008). 

Lares-Jiménez ha publicado 2 trabajos de diversidad, ambos realizados en el balneario “Agua 

Caliente”, en el Estado de Sonora, en los años 2009 y 2018. El primer estudio empleó 

identificación morfológica, pero el segundo empleó 3 juegos de primers, uno de ellos dirigido a 

eucariotas en general, para realizar una identificación a nivel molecular (Lares-Jiménez y Lares-

Villa 2009; Lares-Jiménez et al. 2018). 

Ramírez ha realizado 4 estudios alrededor del Valle de México, dos de ellos en cuerpos de agua 

de Morelos, uno de ellos en una planta tratadora de agua en el Estado de México y el otro se realizó 

tomando partes de lirio acuático del lago de Xochimilco en CDMX (Ramírez et al. 2009, 2010, 

2014 y 2016). 

El grupo de Patricia Bonilla Lemus contribuyó con 3 reportes de diversidad de AVL en México, 

alrededor de la CDMX, el primero de ellos en sistemas de conducción de agua en hogares de la 

CDMX enfocado en encontrar al género Acanthamoeba en usuarios de lentes de contacto. Los 

otros dos fueron realizados en cuerpos de agua alrededor de la Cuenca del Valle de México. Los 

primeros dos únicamente emplearon claves morfológicas para su identificación y el último, en 

colaboración de Andrade, empleó diferentes juegos de primers 18SrRNA género específicos. En 
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2020 Bonilla-Lemus realizó un reporte de diversidad enfocado únicamente en el género Naegleria 

en Mexicali (Bonilla-Lemus et al. 2010, 2014 y 2020; Andrade et al. 2015). 

El grupo de Elvia Gallegos-Neyra, ha publicado dos estudios y una revisión referentes a diversidad 

de AVL, el primer estudio fue realizado en un arrecife y en una planta termoeléctrica del Estado 

de Veracruz y el segundo en las “cascadas de sal” localizadas en el Estado de Oaxaca. Las amebas 

de ambos estudios fueron identificadas con claves morfológicas (Gallegos-Neyra et al. 2018 y 

2019). Para la revisión, se tomaron en cuenta estudios formales (artículos y libros) e informales 

(tesis) para intentar mostrar un panorama general de la diversidad de amebas en México. En este 

reportan 315 especies, siendo los géneros más recurrentes: Difflugia, Arcella, Acanthamoeba, 

Vahlkampfia, Amoeba, Naegleria, Mayorella, Euglypha, Centropyxis y Hartmannella, en ese 

orden. Además, mencionan que existen 9 entidades federativas para las que aún no se reporta la 

diversidad de amebas (Gallegos-Neyra et al. 2014). La Tabla 2 muestra la diversidad reportada en 

México a partir de los estudios citados anteriormente. 

Tabla 2. Taxonomía de AVL reportadas en México de acuerdo con la literatura consultada y reclasificada en este 

trabajo según el estudio de Adl et al. 2018. 

Super grupos Género 

Amoebozoa Discosea   Centramoebia  Acanthopodida Acanthamoeba 

        Balamuthia 

    Flabellinia Vannellida Clydonella 

        Vannella 

      Thecamoebida Thecamoeba 

        Sappinia 

      Dactylopodida Vexillifera 

        Paramoeba 

        Korotnevella 

      Dermamoebida Mayorella 

     Stygamoebida  --------------------- Stygamoeba 

  Tubulinea Elardia Leptomyxida Flabellula 

      Euamoebida Amoeba 

        Saccamoeba 

        Hartmannella 

      Arcellinida Difflugia 

        Arcella 

        Centropyxis 

    Echinamoebida ------------------------ Echinamoeba 

        Vermamoeba 

  Evosea Archamoebea Mastigamoebida  Mastigamoeba 

      Entamoeba  Entamoeba  

    Variosea Filamoeba Filamoeba 
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Discoba  Heterolobosea Tetramitia  Vahlkampfiidae Naegleria 

        Vahlkampfia 

        Willaertia 

        Fumarolamoeba 

        Tetramitus 

      Gruberellidae Stachyamoeba 

Haptista Centroplasthelida Pterocystida Oxnerellidae  Oxnerella 

Rhizaria Endomyxa Vampyrellida ------------------------- Penardia 

        Hyalodiscus 

  Cercozoa Imbricatea Silicofilosea Euglypha 

    Sainouroidea Guttulinopsidae Rosculus 

        Guttulinopsis 

Stramenopiles  Bigyra Sagenista Amphitremida Paramphitrema 

 

3.2. Análisis de diversidad de AVL en Morelos 
En el estado de Morelos, el grupo de Ramírez, proveniente de la FES-Iztacala de la UNAM ha 

realizado 2 estudios, el primero fue en 2009, a través del acuífero de Zacatepec y el segundo, en 

2016, fue realizado en ocho manantiales recurridos por la población cercana. Dos de ellos en 

Cuernavaca, uno en Tlaquiltenango, uno en Amacuzac, uno en Tlaltizapán, uno en Tepalcingo y 

dos en Cuautla. En ninguno de ellos se emplearon técnicas moleculares para la identificación 

(Ramírez et al. 2009 y 2016). La diversidad reportada en ambos estudios se muestra en la Tabla 3. 

Tabla 3. Taxonomía de AVL reportadas en Morelos de acuerdo con la literatura consultada y reclasificada en este 

trabajo según el estudio de Adl et al. 2018. 

Super Grupo Género 

Amoebozoa Discosea Centramoebia Acanthopodida Acanthamoeba   
Flabellinia Vannellida Vannella    

Dactylopodida Vexillifera     
Korotnevella    

Dermamoebida Mayorella    
Thecamoebida Thecamoeba  

Evosea Variosea Filamoeba Filamoeba  
Tubulinea Elardia Leptomyxida Saccamoeba    

Euamoebida Hartmannella   
Echinamoebida ----------- Echinamoeba     

Vermamoeba 

Discoba Heterolobosea Tetramitia Vahlkampfiidae Naegleria     
Willaertia     
Tetramitus     
Vahlkampfia    

Gruberellidae Stachyamoeba 

Rhizaria Endomyxa Sainouroidea Guttulinopsidae Rosculus     
Guttulinopsis 
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4. Justificación 
 

Este estudio, al aplicar métodos de identificación molecular, es relevante porque la caracterización 

de AVL ambientales en México sigue siendo escasa y la existente se encuentra poco detallada, ya 

que la mayor parte de los estudios hechos en el país y todos los realizados en el Estado de Morelos 

se basaron en claves morfológicas antiguas para identificar a los aislados a nivel de género e 

incluso a nivel de especie, cuando estas no han sido actualizadas de acuerdo con los últimos 

avances de taxonomía molecular. Esto dificulta la comparación de los datos con estudios 

internacionales y con futuros estudios nacionales. Otro aspecto importante para considerar es la 

falta de estudios realizados en suelos en el país, ya que todos se han enfocado en hábitats acuáticos 

para realizar los muestreos (Tabla 4), por lo que no se conoce la diversidad de AVL en los suelos 

del país. Por otro lado, el único estudio filogenético utilizó únicamente métodos de distancias 

(Bonilla-Lemus et al. 2020), siendo este el primer trabajo que utiliza el método de máxima 

verosimilitud para inferir filogenia en AVL en México. Este también es el primer trabajo que hace 

uso de un marco estadístico para definir la asociación entre taxones y variables ecológicas. 

Tabla 4. Trabajos relacionados a la búsqueda de diversidad de AVL ambientales en México. 

Autores y año Tipo de estudio Hábitat Medio 

Ehrenberg C.G. 1841 

(citado en López-Ochoa y Madrazo 1979) 

Morfológico Cuerpos de agua fresca -  

Rivera et al. 1983 Morfológico Albercas Peptona-Agar + Escherichia coli 

Rivera et al. 1987 Morfológico Agua de lluvia Infusión de paja 

Rivera et al. 1989 Morfológico Aguas termales Agar no nutritivo + E. coli 

Guzmán-Fierros et al. 2008 Molecular enfocado a 

Naegleria 

Agua de sitios recreativos Agar no nutritivo + E. coli 

Lares-Jiménez et al. 2009 Morfológico Aguas recreativas Agar no nutritivo 

Ramírez et al. 2009 Morfológico Pozos Agar no nutritivo + 

Enterobacter aerogenes 

Bonilla-Lemus et al. 2010 Morfológico Agua doméstica Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Ramírez et al. 2010 Morfológico Raíces de lirio acuático Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Bonilla-Lemus et al. 2014 Morfológico Arroyo Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Ramírez et al. 2014 Morfológico Sistema de tratamiento de agua industrial Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Andrade et al. 2015 Molecular Ríos Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Ramírez et al. 2016  Morfológico Manantiales Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Gallegos-Neyra et al. 2018 Morfológico Playas y arrecifes Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Lares-Jiménez et al. 2018 Molecular  Aguas termales  Agar no nutritivo 

Gallegos-Neyra et al. 2019 Morfológico Cascadas Agar no nutritivo + E. aerogenes 

Bonilla-Lemus et al. 2020 Molecular enfocado a 

Naegleria 

Canales de irrigación de uso recreacional Agar no nutritivo + E. aerogenes 
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5. Objetivo 
 

5.1. Objetivo general 
 

Determinar la diversidad molecular de amebas de vida libre recuperadas de ecosistemas naturales 

y artificiales del Estado de Morelos. 

 

5.2. Objetivos particulares 

 
1. Aislamiento de amebas de vida libre colectadas en ecosistemas naturales y artificiales de 

Morelos. 

2. Identificación molecular de los aislamientos de amebas de vida libre mediante 

amplificación, secuenciación y análisis filogenético del gen 18S rRNA. 

3. Caracterización microscópica a nivel de morfotipo de las amebas recuperadas. 

4. Realizar una prueba de asociación estadística entre los géneros encontrados, sus hábitats 

de aislamiento y sus ecosistemas de origen. 
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6. Materiales y métodos 
 

6.1. Colecta de muestras en campo 
 

6.1.1. Sitios de muestreo 
Se seleccionaron 8 sitios de muestreos (Figura 2) en hábitats contrastantes del estado de Morelos 

y aledaños. Se eligieron estos puntos considerando los dos ecosistemas predominantes del Estado 

de Morelos, el bosque templado (el cual cubre el extremo norte del estado, incluyendo al corredor 

biológico Chichinautzin y al parque nacional Iztaccíhuatl-Popocatépetl) y a la selva baja 

caducifolia (que abarca el centro y sur del estado, que además contiene reservas estatales como 

Las Estacas, la Sierra de Huautla y la Sierra de Montenegro) (CONABIO y UAEM 2004). 

También se muestrearon ecosistemas artificiales. Los sitios de muestreo fueron los siguientes: 

1. El río Apatlaco, debajo del puente “paso de las aves”, a la altura del municipio de Temixco, 

Morelos.  

(N 18°51’14.6” W 99°13’19.8”).  

2. Bosque de pino-encino, localizado detrás del Centro de Ciencias genómicas de la UNAM.  

(N 18° 59' 06" W 99° 14' 05") 

3. Bosque de pino-oyamel, localizado en Mexicapa, en el borde entre el Estado de México y 

Morelos.  

(N 18° 58' 32" W 99° 20' 31") 

4. Sistema doméstico de purificación de agua potable en la colonia Bella Vista, Cuernavaca, 

Morelos. 

(N 18° 57' 41" W 99° 14' 46") 

5. Sistemas domésticos de conducción de agua en la colonia Chamilpa en Cuernavaca, 

Morelos. 

(N 18°58'51.0" W 99°14'41") 

6. Sistemas domésticos de conducción de agua en la colonia Lienzo Charro en Cuernavaca, 

Morelos. 

(N 18°58' 22" W 99°14'46") 

7. Selva baja caducifolia, localizada en el municipio de Xochitepec, Morelos.  

(N 18° 48' 17.8" W 99° 15' 53.3") 

8. Parque Natural de las Estacas, localizado en el municipio Tlaltizapán, Morelos. 

(N 18° 43' 47" W 99° 06' 46") 
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Figura 2. Vista aérea de la sección del Estado de Morelos que abarca los 8 sitios seleccionados para el estudio, sus 

ecosistemas y el hábitat en el cual se realizó el muestreo. Imagen obtenida de Google Earth. 

 

Tabla 5. Características ecológicas y geográficas de los 8 sitios de muestreo. 

 

 

Sitio de 

muestreo 

Ecosistema Hábitat Altura 

1 Selva baja caducifolia Río: sedimento y agua 1,240 msnm 

2 Bosque templado Suelo 1,917 msnm 

3 Bosque templado Suelo 2,327 msnm 

4 Artificial Filtro de purificación de agua 1,750 msnm 

5 Artificial Sistema de conducción de agua doméstica 1,829 msnm 

6 Artificial Sistema de conducción de agua doméstica 1,864 msnm 

7 Selva baja caducifolia Suelo 1,112 msnm 

8 Selva baja caducifolia Río: plantas acuáticas y agua 954 msnm 
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6.1.2. Método de muestreo 
 

Muestras de agua: 

1. Se tomó un tubo Falcon de 50 ml y se colectó una muestra de la columna de agua a 

contracorriente, colectando también materia orgánica flotante. 

2. Se rotuló el tubo de 50 ml y se guardó, a continuación, se transportó al laboratorio para su 

procesamiento inmediato. 

Muestras de sedimento:  

1. Se tomó un tubo Falcon de 15 ml y se clavó en el sedimento a 2-3 cm de profundidad. 

2. Se cerró firmemente la tapa para crear un efecto de vacío y se retiró el tubo del sedimento 

y se decantó el agua cuidadosamente por el extremo superior del tubo. 

3. Se guardó el tubo Falcon de 15 ml en un tubo Falcon de 50ml, se rotuló el tubo de 50 ml y 

se guardó, a continuación, se transportó al laboratorio para su procesamiento inmediato. 

Muestras de suelo: 

1. Se tomó, con una pequeña pala, muestras de tierra debajo de hojarasca, buscando 

preferentemente sitios con humedad. 

2. Se colocaron las muestras en bolsas de plástico con sello hermético, estas se rotularon y se 

transportaron al laboratorio para su procesamiento inmediato. 

Muestras en sistemas de conducción de agua: 

1. Se recolectaron las muestras directamente del agua y de raspados en algunas de las 

superficies. 

2. Se depositaron en tubos Falcon de 50ml, estos se rotularon y se guardaron para ser 

transportados al laboratorio para su procesamiento inmediato. 

Muestras de plantas acuáticas: 

1. Se realizaron cortes de los tejidos de las plantas que mantenían contacto con el agua. 

2. Se depositaron los tubos Falcon de 50 ml, estos se rotularon y guardaron, a continuación, 

se transportaron al laboratorio para su procesamiento inmediato. 
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6.2. Procedimiento de laboratorio 
 

6.2.1. Aislamiento de amebas de vida libre 
Se utilizó la técnica de aislamiento “por enriquecimiento” que fue empleada en el trabajo de 

Greub y Jacquier (Jacquier et al. 2013). 

 

Procedimiento: 

1. Se prepararon cajas Petri de PAS (Page's Amoeba Saline) (120 mg de NaCl, 4 mg de 

MgSO4•7H2O, 4 mg de CaCl2•2H2O, 142 mg de Na2HPO4 y 136 mg de KH2PO4 en 1 

L de agua destilada) solidificado con 1% de agar. A estas se les agregó Escherichia coli 

inactivadas por congelación como fuente de alimento. 

2. Se resuspendieron las muestras de sedimento en PAS. 

3. Se centrifugó la suspensión a 180 g por 10 minutos, lo que permitió el enriquecimiento de 

amebas en el sedimento, se decantó el sobrenadante hasta dejar solo 15 ml de suspensión 

y se vortexearon nuevamente. Las muestras de agua únicamente se vortexearon. 

4. Se tomaron 50 µL de cada muestra y se dejó caer la gota de un extremo a otro en cajas Petri 

con PAS (1% de agar) con una capa de E.coli inactivada por congelación. 

Para las muestras de plantas acuáticas, se realizaron cortes de éstas y se colocaron 

directamente sobre las cajas de PAS c/ E. coli. 

5. Se observaron las cajas todos los días para buscar frentes de migración, al encontrarlos se 

recortó un pequeño cuadro de agar que contenía al frente de migración y se inoculó en cajas 

frescas de PAS con césped de E.coli inactivadas. Durante el primer pase se realizaron 3 

inoculaciones por caja, dando un total de 18 cajas. 

6. Se repitieron las reinoculaciones varias veces, hasta lograr la pureza morfológica del 

cultivo (alrededor de 5 a 7 pases). 

7. Una vez purificadas, se rasparon las células del agar y se colocaron en matraces con medio 

PAS líquido y E.coli inactivadas, donde son más sencillas de manejar. 

6.2.2. Extracción de DNA 
 

1. Se empleó el kit de extracción de Quiagen: DNeasy Ultra Clean Microbial Kit para extraer 

DNA de AVL, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
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6.2.3. Amplificación de genes 18S rRNA de amebas de vida libre 
 

1. Se realizaron PCRs con las parejas de primers que han sido reportadas en la literatura como 

óptimas para estudios de diversidad ambiental (Tabla 6) y las cuales se han verificado en 

este estudio de manera in silico que se pueden pegar a la secuencia de la AVL modelo A. 

castellanii NEFF (Figura 4). Se empleó la Taq DNA polimerasa y se realizaron 30 ciclos 

de: 45 segundos a 95°, 30 segundos a 60° y 45 segundos a 72°.  

2. Se seleccionó el par de primers que presentaron una mayor intensidad y especificidad en 

la electroforesis de los amplicones. 

3. Los productos de PCR de 18S rRNA se purificaron con el kit de purificación de PCR 

GeneJET, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

4. Los amplicones purificados se secuenciaron comercialmente en Macrogen, utilizando 

ambos primers empleados en el PCR, para llevar a cabo la secuenciación de ambas hebras. 

 

Tabla 6.  Primers empleados en la literatura para realizar amplificaciones totales o parciales de 18S rRNA 

en AVL. 

Primers  Secuencias Referencia: 

 

JDP1-JDP2 

(Acanthamoeba) 

JDP1 

GGCCCAGATC GTTTACCGTGAA 

JDP2 

TCTCACAAGCTGCT AGGGAGTCA 

 

Schroeder et al. 2001 

 

ERIB1-ERIB10 

(Universal eucariontes) 

ERIB1 

ACCTGGTTGATCCTGCCAG 

ERIB10 

CTTCCGCTGGTTCACCTACGG 

 

Barta et al. 1997 

 

RibA-RibB 

(Universal eucariontes) 

RibA 

ACCTGGTTGATCCTGCCAGT 

RibB 

TGATCCATCTGCAGGTTCACCTAC 

 

Geisen et al. 2014 

 

NA1-NA2 

(Vermamoeba) 

NA1 

GCTCCAATAGCGTATATTAA 

NA2 

AGAAAGAGCTATCAATCTGT 

 

Lasjerdi et al. 2011 

 

F-566 - R-1200 

(Universal eucariontes) 

F-566 

CAGCAGCCGCGGTAATTCC 

R-1200 

CCCGTGTTGAGTCAAATTAAGC 

 

Hadziavdic et al. 2014 
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Figura 3. Mapa del gen 18S rRNA de la AVL modelo Acanthamoeba castellanii Neff con los primers disponibles en 

el laboratorio que pueden ser empleados en AVL y el rango de amplicones que se genera con cada par en esta. 

Generado en SnapGene® software (de GSL Biotech; disponible en snapgene.com). 
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6.3. Análisis de datos 
 

6.3.1. Ensamblado y generación de alineamientos múltiples 

 

1. Se realizó un ensamblado con las lecturas de las cadenas forward y reverse secuenciadas 

comercialmente por Macrogen (Corea) utilizando SnapGene® software (de GSL Biotech; 

disponible en snapgene.com). 

2. Se realizó una búsqueda de secuencias homólogas en la base de datos NCBI con las 

secuencias ensambladas generadas en el estudio mediante Blastn (en el portal 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) contra la base de datos no redundante de NCBI. 

De los hits, se seleccionaron a aquellas secuencias con la mayor longitud y que de 

preferencia incluyeran una publicación asociada. Estas se emplearon como secuencias de 

referencia y se recortaron a la posición de los primers que fueron seleccionados, utilizando 

SnapGene® software para obtener la misma región del gen que se amplificó. 

3. Las secuencias de referencia y las secuencias generadas en este estudio se agruparon con 

base en el nivel de similitud mostrado en el Blastn, generando cuatro grupos de similitud.  

4. Se realizaron alineamientos múltiples con el programa Clustal OMEGA (Sievers et al. 

2011) para generar una matriz de datos de caracteres homólogos para cada grupo de 

similitud. Debido a la naturaleza polifilética de estos organismos, se agregó un grupo 

externo de un género cercano dentro de cada grupo de similitud para enraizar a cada uno 

de estos. 

Los alineamientos de cada grupo fueron curados manualmente. 

5. Una vez que se obtuvieron los alineamientos de cada grupo de similitud, se empleó el 

programa MEGA X (Sudhir et al. 2018) para cuantificar el nivel de divergencia dentro de 

estos, utilizando un análisis de distancias p (proporción de diferencias entre pares de 

secuencias). 

6. Finalmente, para reunir a todas las secuencias en un solo alineamiento, se utilizó la 

estrategia de alineamientos de perfiles (alineamientos de alineamientos) utilizando Clustal 

OMEGA (Sievers et al. 2011), de acuerdo con la cercanía filogenética entre grupos de 

similitud. 
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6.3.2. Análisis filogenético de genes 18S rRNA de AVL 

1. Una vez generados los alineamientos, estos se utilizaron para estudiar las características de 

los datos en cuanto a sesgo composicional de bases, la complejidad del patrón de sustitución y 

la heterogeneidad de tasas de substitución entre sitios mediante la selección de un modelo de 

sustitución, para obtener un grado de parametrización razonable. Para esto se empleó el 

programa jModelTest2 (Darriba et al. 2012), con 88 modelos candidatos incluyendo modelos 

que tienen diferente frecuencia de bases (F) y modelos con una tasa de variación individual en 

cada posición (G), buscando la mejor topología de árbol durante la operación. A continuación, 

se seleccionó el más ajustado usando el criterio de información Bayesiano (BIC). 

2. Una vez seleccionado un modelo de sustitución razonable, se realizó una búsqueda de 

árboles bajo el criterio de máxima verosimilitud con el programa PhyML (Guindon et al. 2010) 

empleando el algoritmo de búsqueda BEST y con 100 árboles semilla aleatorios. El análisis 

filogenético de las secuencias generadas en este estudio, en el contexto de las de referencia, 

permitió clasificar sin ambigüedad a las AVL al menos a nivel de género. 

 

6.3.3. Caracterización de morfotipo de los aislados 
 

Para la caracterización morfológica de las AVL se utilizó microscopía de contraste de fases con el 

equipo ZEISS Axio Vert A1, empleando un objetivo 40X y se tomaron fotografías de las células 

in vivo. También se emplea la guía de identificación de Smirnov y Brown, 2004.  

La guía menciona que, para la identificación a nivel de género y especie realizada únicamente con 

caracteres morfológicos, es necesario el uso de microscopía electrónica y de bastante experiencia, 

por lo que recomienda solo describir el morfotipo de los aislados y fotografiarlos (con medidas y 

descripción de los rasgos característicos) para publicarlos y que posteriormente un experto en 

sistemática sugiera una lista de posibles especies, evitando así una identificación errónea (Smirnov 

y Brown 2004). Se describen en la guía 16 morfotipos diferentes (Figura 3) y para identificarlos 

es necesario realizar observaciones con microscopía de luz, identificando su “forma locomotiva”. 

La forma locomotiva de las amebas se puede observar cuando, en un medio acuoso, estas avanzan 

en una misma dirección de manera continua y es la forma más informativa para la identificación 
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de la ameba. Se considera imposible identificar el morfotipo de una ameba a partir de su forma 

“estacionaria”, en la cual no presenta movimiento. Tampoco es posible identificar su morfotipo 

durante la forma “no direccional”, en la cual se mueve en distintas direcciones al mismo tiempo. 

Una vez observada la forma locomotiva, se necesitará describir (si se encuentran presentes) las 

siguientes características: uroide (bulbo presentado en el posterior de las amebas durante su forma 

locomotiva), hialoplasma (proyecciones del citoplasma libres de contenido granular), crestas, 

planitud lateral, subpseudopodia (pequeñas proyecciones del citoplasma que no presentan función 

locomotiva) lóbulos y arrugas. Una vez descritas y fotografiadas las características anteriores se 

deberá dirigir a la guía para encontrar su morfotipo correspondiente (Smirnov y Brown 2004). 

 

6.4. Análisis de asociación entre variables ambientales y linajes de 

AVL 
 

Se realizó una prueba formal de asociación y significancia estadística entre las variables de género, 

hábitat y ecosistema, medida como residuos de Pearson correspondientes a un análisis de x2 de 

triple vía, haciendo uso del paquete vcdExtra de R (Disponible en https://CRAN.R-

project.org/package=vcdExtra).  

Para realizar esta prueba de triple vía se acomodaron los datos de las tres categorías en un archivo 

“.csv”; esta información se guardó en el ambiente de   como “fullTab”. A continuación se utilizó 

la función assoc, la cual realizó el análisis estadístico. La figura generada fue exportada. El código 

empleado se observa en el siguiente cuadro de texto: 

 

 

library(vcdExtra) 

fullTab <- read.csv(file="C:/Users/R/data4vcd.csv" , header=T) 

assoc(~Ecosystem+Genus+Habitat, data=fullTab, shade=T, gp = shading_Friendly, legend=T, rot_labels = c( right = 25)) 
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Figura 4. Los 16 morfotipos de amebas de vida libre (Smirnov y Brown 2004) 
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7. Resultados 

 

7.1. Lista de aislados recuperados en el estudio 
En la Tabla 7 se enlistan los 35 aislados que se purificaron de los 8 puntos de muestreo. 

Tabla 7. Lista de aislados obtenidos en el estudio, su fecha de colecta y sus coordenadas de muestreo. 

 
ID Origen de muestra Fecha de 

colecta 

Coordenadas 

1 DR1 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

2 DR2 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

3 DR3 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

4 DR4 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

5 DR5 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

6 DR6 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

7 DR7 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

8 DR8 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

9 DR9 Regadera doméstica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46" 

10 JR1 Regadera doméstica 09/19 N 18°58'51.0" W 99°14'41" 

11 3HKMJS1 Suelo en la arboleada detrás del CCG 10/19 N 18° 59' 06" W 99° 14' 05" 

12 4MJS2 Suelo en la arboleada detrás del CCG 10/19 N 18° 59' 06" W 99° 14' 05" 

13 5HKMJS2 Suelo en la arboleada detrás del CCG 10/19 N 18° 59' 06" W 99° 14' 05" 

14 FER1 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

15 FCA1 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

16 FCA2 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

17 FCA3 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

18 FCA4 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

19 SF1-1 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

20 SF1-2 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

21 SF1-3 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

22 SF1-4 Sistema de filtrado de agua potable doméstico 02/20 N 18° 57' 41" W 99° 14' 46" 

23 TS3-1 Sedimento río Apatlaco 03/20 N 18°51’14.6”W99°13’19.8” 

24 TS3-2 Sedimento río Apatlaco 03/20 N 18°51’14.6”W99°13’19.8” 

25 TS37-1 Sedimento río Apatlaco 03/20 N 18°51’14.6”W99°13’19.8” 

26 TS37-2 Sedimento río Apatlaco 03/20 N 18°51’14.6”W99°13’19.8” 

27 S4 Suelo en el bosque de subida a Chalma 09/20 N 18° 58' 32" W 99° 20' 31" 

28 S5 Suelo en el bosque de subida a Chalma 09/20 N 18° 58' 32" W 99° 20' 31" 

29 S6 Suelo en el bosque de subida a Chalma 09/20 N 18° 58' 32" W 99° 20' 31" 

30 XOCH1-2 Suelo en la selva baja caducifolia de Xochitepec 09/20 N 18° 48' 29" W 99° 16' 43" 

31 XOCH2-3 Suelo en la selva baja caducifolia de Xochitepec 09/20 N 18° 48' 29" W 99° 16' 43" 

32 XOCH1-3 Suelo en la selva baja caducifolia de Xochitepec 09/20 N 18° 48' 29" W 99° 16' 43" 

33 TA37-1 Agua río Apatlaco 03/20 N 18°51’14.6”W99°13’19.8” 

34 EAP1L_P11 Hojas de Ludwigia palustris encontrada en Las 

Estacas 

03/21 N 18° 43' 47" W 99° 06' 46" 

35 NEFF Cepa de colección NA NA 
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7.2. Evaluación de 5 pares de primers para amplificar el gen 

18SrRNA 
 

Se realizaron electroforesis individuales en un gel de agarosa al 1.5% para cada uno de los 5 pares 

de primers. Al teñirlas con bromuro de etidio y visualizarlas en el transiluminador se obtuvieron 

las siguientes imágenes: 

 

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR de las primeras 13 cepas obtenidas en el estudio 

al emplear los primers JDP1 y JDP2. Se incluyó una escalera de 1Kb. 

 

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR de las primeras 13 cepas obtenidas en el estudio 

al emplear los primers ERIB1 y ERIB10. Se incluyó una escalera de 1Kb. 

 Amplicones  

 Primers  

 Primers  

 Amplicones  
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR de las primeras 13 cepas obtenidas en el estudio 

al emplear los primers RibA y RibB. Se incluyó una escalera de 1Kb. 

 

 

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa con los productos de PCR de las primeras 13 cepas obtenidas en el estudio 

al emplear los primers NA1 y NA2. Se incluyó una escalera de 1Kb. 

Amplicones  

 Primers  

 Amplicones  
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos con las 34 cepas al emplear los primers 

F-566 y R-1200. Se incluyó una escalera de 1Kb. La Figura 9 a) muestra las primeras 19 muestras. La Figura 9 b) 

muestras las siguientes 15 muestras. 

En un principio, cuando únicamente se tenían los 13 aislados obtenidos en 2019 se realizaron PCRs 

con los primeros 4 primers enlistados en la Tabla 6, de los cuales: 

• JDP1: Amplificaron solo 2 de las muestras (Figura 5). 

• ERIB: Amplificaron varias muestras, pero presentaron hasta tres bandas (Figura 6). 

• Rib: Amplificaron varias muestras, pero presentaron hasta tres bandas (Figura 7).  

• NA: Amplificaron una banda en todas las muestras a excepción de 3HKMJS1 (Figura 8). 

 Amplicones  

 Amplicones  
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Una vez que se obtuvieron las 35 cepas aisladas se realizó una amplificación empleando los 

primers F-566 y R-1200. Estos amplificaron con una buena especificidad a todas las muestras 

(Figura 9), por lo que fueron seleccionados para la secuenciación parcial del gen 18S rRNA. Se 

obtuvo una cepa posteriormente en 2021 llamada EAP1L_P11, la cual recibió el mismo 

tratamiento. 

7.3. Distancias pareadas dentro de los grupos de similitud de Blastn 
Se obtuvieron 35 amplicones, de los cuales, al ser secuenciados, 33 mostraron una buena calidad 

(Figuera 10a). Solamente 2 de las secuenciaciones (DR5 y S4) mostraron picos dobles en la mayor 

parte del cromatograma (Figura 10b), esto indica la posibilidad de que la cepa no logró ser 

completamente purificada, por lo cual no fueron utilizadas posteriormente en el estudio.  

 

Figura 10. Región 400pb a 440pb de los cromatogramas obtenidos en la secuenciación del estudio visualizados en 

SnapGene® software. a) Secuencia reverse de la cepa DR6 b) Secuencia reverse de la cepa DR5. 

El Blastn mostró secuencias similares a los géneros: Acanthamoeba, Vermamoeba, Naegleria y 

Tetramitus, las cuales fueron seleccionadas como secuencias de referencia y organizadas en cuatro 

grupos según su similitud a cada género, junto a un grupo externo cercano a cada género: para 

Acanthamoeba fue Balamuthia, para Vermamoeba fue Echinamoeba y en el caso de Naegleria y 

Tetramitus, estos se emplearon como grupos externos mutuos debido a su cercanía taxonómica. 

La longitud de las secuencias ensambladas se muestra en la Tabla 8, según su grupo de similitud. 

Tabla 8. Longitud de las secuencias en los alineamientos de cada grupo de similitud 

Grupo de similitud Acanthamoeba Tetramitus Vermamoeba Naegleria 

Longitud de secuencia 860 pb 713 pb 599 pb 682 pb 
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El análisis de distancias p mostró que todas las secuencias, con excepción de los grupos externos, 

tienen una distancia menor a 0.06, lo cual nos permite inferir que sí pertenecen a un mismo grupo 

taxonómico, cuando se realiza la comparación con el gen 18S rRNA (Tablas 9-12).  

Tabla 9. Distancias p pareadas estimadas entre las secuencias del grupo de similitud Acanthamoeba. El grupo 

externo está marcado en negritas. 
    1 2 3 4 5 

1 4MJS2           

2 5HKMJS2 0.0061         

3 Acanthamoeba_sp._T13_KF928950 0.0012 0.0073       

4 Acanthamoeba_castellanii_Neff_T4_U07416 0.0517 0.0544 0.0518     

5 NEFF 0.0519 0.0544 0.052 0   

6 Balamuthia_mandrillaris_AF019071 0.0979 0.0983 0.0979 0.0875 0.0879 

 

Tabla 10. Distancias p pareadas estimadas entre las secuencias del grupo de similitud Tetramitus. El grupo externo 

está marcado en negritas. 
    1 2 3 4 5 6 

1 TS37-1             

2 TS37-2 0.0000           

3 Tetramitus_dokdoens_KY463322 0.0028 0.0028         

4 Tetramitus_rostratus_M98051 0.0112 0.0112 0.0112       

5 Paratetramitus_jugosus_M98050 0.0326 0.0326 0.0326 0.0297     

6 Tetramitus_thorntoni_X93085 0.0309 0.0310 0.0310 0.0267 0.0057   

7 Naegleria_fultoni_DQ768719 0.2704 0.2709 0.2700 0.2673 0.2690 0.2704 

 

Tabla 11. Distancias p pareadas estimadas entre las secuencias del grupo de similitud Vermamoeba (las secuencias 

idénticas están agrupadas en una misma fila). El grupo externo está marcado en negritas. 
 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 

1 DR1-9                   

2 JR1 0.0033                 

3 FER1 0.0050 0.0050               

4 FCA1-4 0.0050 0.0050 0.0000             

5 SFI-1-4 0.0117 0.0083 0.0100 0.0100           

6 Vermamoeba_vermiformis_KC188996 0.0033 0.0000 0.0050 0.0050 0.0083         

7 Vermamoeba_vermiformis_KP792393 0.0050 0.0050 0.0000 0.0000 0.0100 0.0050       

8 Vermamoeba_vermiformis_KP792397 0.0117 0.0083 0.0100 0.0100 0.0000 0.0083 0.0100     

9 Uncultured_eukaryote_LC222939 0.0000 0.0033 0.0050 0.0050 0.0117 0.0033 0.0050 0.0117   

10 Echinamoeba_thermarum_AJ489263 0.1789 0.1773 0.1773 0.1773 0.1706 0.1773 0.1773 0.1706 0.1789 
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Tabla 12. Distancias p pareadas estimadas entre las secuencias del grupo de similitud Naegleria (las secuencias 

idénticas están agrupadas en una misma fila). El grupo externo está marcado en negritas. 
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En primer lugar, se realizaron los alineamientos por grupo de similitud. Posteriormente se 

alinearon estos grupos en función de su cercanía filogenética: Acanthamoeba con Vermamoeba, 

que pertenecen al supergrupo Amoebozoa y posteriormente Naegleria y Tetramitus, los cuales 

pertenecen al supergrupo Discoba. Finalmente se alinearon ambos perfiles entre ellos obteniendo 

así el alineamiento completo (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Vista parcial del alineamiento completo de las secuencias obtenidas en el estudio y sus referencias, 

visualizado en Seaview (Gouy et al. 2010). 

 

7.4. Selección de modelo de substitución  
 

El criterio de información Bayesiano (BIC), mostró al modelo de substitución TrN+G como el 

más indicado (Tabla 13). También se obtuvieron las estimaciones de los valores e importancia de 

los parámetros del alineamiento (Tabla 14). 
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Tabla 13. Mejores modelos de sustitución ordenados según el Criterio de Información Bayesiano en JModelTest. 

 
Model (-lnL) K BIC delta weight cumWeight 

1 TrN+G  4674.729 122 10179.621 0 0.515919 0.515919 

2 TrNef+G 4685.479 119 10180.708 1.087056 0.299592 0.815510 

3 TIM2+G 4673.798 123 10184.565 4.944215 0.043547 0.859057 

4 TIM3ef+G 4684.155 120 10184.864 5.243131 0.037502 0.896559 

5 TIM1+G 4674.477 123 10185.921 6.300215 0.022106 0.918665 

6 TIM3+G 4674.649 123 10186.267 6.645675 0.018599 0.937264 

7 TIM3+G 4674.749 123 10186.467 6.845895 0.016827 0.954091 

 

Tabla 14. Las estimaciones de los valores e importancia de los parámetros calculadas por medio del Criterio de 

Información Bayesiano en JModelTest. 

Parámetro Estimaciones promedio del modelo Importancia 

fA 0.2546 0.6199 

fC 0.2055 0.6199 

fG 0.2738 0.6199 

fT 0.2661 0.6199 

kappa 4.7786 0.0001 

titv 2.3877 0.0001 

rAC 1.0296 0.1191 

rAG 3.1612 0.9999 

rAT 1.0969 0.1 

rCG 0.8008 0.097 

rCT 7.0759 0.9999 

rGT 1 0.9999 

pinv(I) 0.2945 0 

alpha(G) 0.5835 0.9685 

pinv(IG) 0.001 0.0315 

alpha(IG) 0.5912 0.0315 

 

7.5.  Filogenia de máxima verosimilitud de las AVL recuperadas en 

el estudio  
 

La búsqueda de árboles de máxima verosimilitud encontró el árbol mostrado en la Figura 12 con 

una Log likelihood de -4675.42. La filogenia muestra a dos clados profundamente divergentes (A 

y B), que corresponden a Amoebozoa y a Discoba, respectivamente. 

 En el clado A (Amoebozoa), de las secuencias obtenidas en el trabajo, se agrupan 3 aislados del 

género Acanthamoeba, 2 del genotipo T13 y uno del genotipo NEFF. Así mismo se agrupan 18 

aislados dentro del género Vermamoeba. En el clado B (Discoba), se agrupan 2 aislados en el 

género Tetramitus y 10 aislados en el género Naegleria. 
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Figura 12. Estima filogenética de máxima verosimilitud bajo el modelo TrN+G (lnL = -4675.42), empleando 

PhyML (búsqueda con algoritmo BEST) y mapeo que muestra el origen de la secuencia, género, lugar y ecosistema 

de aislamiento. Se pueden observar dos clados con un alto soporte. El clado A corresponde al supergrupo 

Amoebozoa y el clado B corresponde al supergrupo Discoba. Árbol editado en ITOL (Letunic y Bork 2019). 
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7.6. Análisis de morfotipos 
 

El género Acanthamoeba mostró su característico morfotipo acanthopodial (Figura 13), el cual 

presenta células irregulares con proyecciones citoplasmáticas cortas, afiladas e hialinas. Sin 

embargo, AVL de diferentes géneros presentan esta morfología, por lo que también deben tomarse 

en cuenta las formas de su quiste para identificarlas (Smirnov y Brown 2004). El parecido de estos 

acanthapodios con espinas es lo que proporcionó el prefijo “acanth-” al género. Se pueden observar 

grandes vacuolas contráctiles como cuerpos refringentes al microscopio de contraste de fases en 

la mayoría de las células. 

El género Vermamoeba presentó un morfotipo monotácito (Figura 14), el cual representa a amebas 

monopodiales y subcilíndricas con un flujo citoplasmático constante, además de que presenta un 

exterior liso, sin arrugas laterales. Este morfotipo se encuentra en bastantes géneros de tubulinea, 

por lo que se requiere de microscopía electrónica para identificarlo (Smirnov y Brown 2004). Su 

parecido morfológico a gusanos le proporcionó el prefijo “vermi-“ tanto al género como a la 

especie. 

Naegleria y Tetramitus, pertenecen al grupo Vahlkampfiidae, siendo estos géneros hermanos (Adl 

et al. 2018) y presentan el mismo morfotipo eruptivo, el cual comprende a amebas monopodiales 

con una locomoción eruptiva generada por el flujo de su citoplasma, estos géneros pueden ser 

confundidos como monotácitos en las fotografías, debido a que no se observa su locomoción, sin 

embargo, algunas de las especies de estos géneros presentan etapa flagerlar, la cual se les induce 

para poder identificarlos (Smirnov y Brown 2004). El cultivo analizado del género Naegleria se 

encontraba en proceso de enquistamiento (Figura 15), debido a que rápidamente consumió a su 

fuente de alimento. Por el contrario, el cultivo del género Tetramitus (Figura 16) presentó muy 

pocos trofozoítos y una gran cantidad de bacterias E. coli, lo que demuestra que este asilado 

consume su alimento más lentamente, por lo que crece a un menor ritmo bajo las condiciones de 

cultivo empleadas. El género Naegleria fue nombrado en honor al zoólogo francés Mathieu 

Naegler (De Jonckheere 2014) y el nombre del género Tetramitus fue proporcionado por la 

presencia de 4 flagelos durante su etapa flagelar (Bunting 1922). No se ha logrado todavía 

documentar el estado flagelar de nuestros aislados pertenecientes a Vahlkampfiidae. 
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Figura 13. Morfotipo acanthopodial del aislado 4MJS2, identificado molecularmente como Acanthamoeba. 

 

 

 

Figura 14. Morfotipo monotáctico del aislado FCA1, identificado molecularmente como Vermamoeba. 
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Figura 15. Morfotipo eruptivo del aislado TS3-1, identificado molecularmente como Naegleria. 

 

 

 

Figura 16. Morfotipo eruptivo del aislado TS37-1, identificado molecularmente como Tetramitus. 
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7.7.   Asociación estadística entre variables genéticas y ecológicas 
 

Se encontró una gran diversidad taxonómica considerando que se identificaron organismos 

pertenecientes a los supergrupos Amoebozoa y Discoba, encontrados en ramas distintas del árbol 

eucariota, como se ilustra en la Figura 17, lo que demuestra que, con el método de cultivo por 

enriquecimiento, y los primers elegidos, se puede identificar a estos organismos ameboides a pesar 

de su distancia filogenética. Se encontraron 2 géneros en cada supergrupo, con una notable 

asociación entre estos y sus variables ambientales, a excepción del género Naegleria, el cual fue 

recuperado de dos hábitats diferentes. 

El género que más se encontró fue Vermamoeba, con 14 aislados, seguido por Naegleria con 8 

aislados y para Acanthamoeba junto a Tetramitus se obtuvieron únicamente 2 aislados. 

 

Figura 17. Esquema que muestra la diversidad taxonómica de los géneros encontrados (y sus grupos externos) 

además de su asociación con los ambientes de los que fueron aislados. 

El género Acanthamoeba fue encontrado en el suelo del bosque de pino-encino. Naegleria fue 

recuperada del suelo del bosque de pino-encino y del bosque de pino-oyamel, pero fue más 

prevalente en muestras de la selva baja caducifolia, donde fue encontrado tanto en agua de río 
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como en el suelo. Tetramitus se aisló únicamente de muestras de la selva baja caducifolia, en el 

agua de río. Por último, Vermamoeba fue el único género recuperado del agua potable distribuida 

por SAPAC. Se evaluó la hipótesis nula de no asociación entre los géneros de AVL, su hábitat y 

ecosistema de origen, la cual es fuertemente rechazada: p< 2.22e-16 (Figura 18). 

 

 

 

 

Figura 18. Prueba de X2 de triple vía de la asociación y significancia entre los géneros de AVL encontrados en el 

estudio, sus hábitats y ecosistemas de origen medida como residuos de Pearson. Las barras indican los valores de los 

residuos de Pearson para cada contraste. El color de la barra indica la significancia del contraste específico, su altura 

el valor del residuo, su ancho el tamaño de la muestra y el sentido si la desviación es positiva o negativa. 

SAP: sistema agua potable                SBC: selva baja caducifolia                          P-O: pino-oyamel 

P-E: pino-encino                                AP: agua potable (SAPAC)                         AR: agua de río      

S: suelo                                              Aca: Acanthamoeba                                      Nae: Naegleria 

Tet: Tetramitus                                  Verm: Vermamoeba 

p-value =  

< 2.22e-16 
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8.  Discusión 
 

En este estudio se hizo una caracterización molecular y morfológica de AVL recuperadas de 

diversos hábitats y ecosistemas de Morelos. 

En total se obtuvieron 35 aislados, como se muestra en la Tabla 7, de los cuales se obtuvieron 33 

secuencias de calidad. Se logró obtener al menos un aislado de cada uno de los puntos de muestreo, 

demostrando que la técnica de enriquecimiento con agar no nutritivo y E. coli (Jacquier et al. 2013) 

es útil para recuperar AVL provenientes de muestras de suelo, sedimento, plantas acuáticas y 

cuerpos de agua. 

De los estudios realizados en México, solo uno de ellos presenta números de acceso a secuencias 

de Genbank y es un estudio únicamente enfocado a encontrar al género Naegleria (Guzmán-

Fierros et al. 2008). Por otro lado, los estudios morfológicos en su mayoría no presentan fotografías 

y los estudios que las presentan no incluyen todos los géneros encontrados, por lo que la 

comparación de los resultados obtenidos en este trabajo con el resto de los trabajos del país solo 

es posible con uno de ellos (Bonilla-Lemus et al. 2020).  

En este trabajo, además de que ser el primero en su tipo en el que se recolectaron muestras de suelo 

en el país (Figura 19), también se generó una cantidad importante de secuencias (33), las cuales 

podrán ser utilizadas en futuros trabajos nacionales e internacionales para contrastar sus resultados 

con los presentados en este estudio. Las secuencias generadas en este estudio no se encuentran 

disponibles públicamente, ya que este trabajo no se ha publicado aún, pero eventualmente se 

subirán a la base de datos de NCBI. 

El medio de cultivo que se ha empleado en la mayor parte de los estudios nacionales (Tabla 3) y 

en este trabajo, ha sido el mismo: agar no nutritivo con bacterias. Es posible que exista un sesgo 

entre los géneros que se pueden aislar mediante esta técnica, debido a que se ha demostrado que 

diferentes medios son capaces de aislar diferentes géneros (Mrva y Garajová 2018). A futuro se 

deberá diversificar la colección de medios de cultivo para obtener un muestreo más amplio de la 

diversidad de AVL. 

Respecto a los primers que se evaluaron en este estudio, F-566 y R-1200 fue la pareja que mostró 

la mejor cobertura filogenética, especificidad, afinidad e intensidad (Figuras 5-9).  Esta pareja se 
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encuentra flanqueando la región “V4” del gen 18S rRNA (la región más variable de este gen en 

eucariontes, lo cual facilita realizar estudios de diversidad), tiene condiciones óptimas en PCR, 

genera una secuencia con un buen tamaño promedio (aprox. 700 ntds) y al utilizarla para 

secuenciar presentó secuencias de buena calidad. Además, esta sección solapa con la región 

ASA.S1 (en la Figura 3 se observa como los primers seleccionados cubren la región amplificada 

por los primers JDP1 y JDP2), la cual, como se mencionó en el marco teórico, es utilizada para 

determinar la diversidad dentro del género Acanthamoeba (Schroeder et al.  2001). 

Además, las pruebas in silico realizadas en el estudio que publicó los primers, detectaron que se 

unen al 80% de las secuencias eucariotas encontradas en la base de datos SILVA, excluyendo 

únicamente a 8 grupos (Hadziavdic et al. 2014), los cuales, al ser grupos de animales, algas y 

hongos, indica que son óptimos para estudiar la diversidad ambiental de AVL. 

La capacidad de estos primers para unirse a una gran cantidad de secuencias 18S rRNA es 

importante, ya que, para estudiar la diversidad de un grupo polifilético como las AVL, se necesitan 

primers eucariotas universales que puedan unirse a todos los grupos en los que se encuentren. Aquí 

demostramos su utilidad para analizar la diversidad molécular de los super grupos Amoebozoa y 

Discoba. Hasta donde sabemos, nunca se habían utilizado estos primers para el estudio de AVL. 

Emplear el gen 18S rRNA como una primera aproximación para un estudio de diversidad resulta 

conveniente, debido a que es el marcador más abundante en la base de datos de GenBank, lo que 

también influye en que secuencias de diversos géneros de AVL se encuentren ampliamente 

caracterizadas, facilitando así la identificación de los aislados obtenidos. Este marcador, al ser de 

amplio espectro, y unirse a una región conservada, nos ayudó a identificar los géneros de nuestros 

aislados empleando un solo par de primers. Por otro lado, trabajar con la región más divergente 

del gen dificulta el alineamiento, ya que las secuencias son filogenéticamente lejanas. Realizar los 

alineamientos de perfiles fue una aproximación útil permitió generar un alineamiento de calidad. 

Esta aproximación no ha sido reportada en la literatura relacionada a AVL. 

Otra limitante del gen 18S rRNA es que no contiene suficiente variación debajo del nivel de género 

para definir especies, debido a su baja tasa de evolución y escaso polimorfismo intraespecífico. Se 

ha propuesto el gen COI (citocromo oxidasa 1 mitocondrial) como un buen marcador para AVL, 

ya que ha resultado útil por su alta resolución a nivel de especie y su potencial para distinguir entre 
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especies crípticas de AVL de los géneros Vannella, Nebela y Quadrulella (Nassonova et al. 2010; 

Kosakyan et al.  2012 y 2016).  

COI ya ha sido sugerido como el marcador universal para realizar el sistema “código de barras de 

la vida” en especies de animales (Hebert et al. 2003), pero aún falta ampliar las bases de datos de 

COI en AVL para estar seguros de que también sea un buen candidato para diversos linajes de este 

grupo polifilético. También se ha recomendado emplear análisis multilocus para obtener un estudio 

que nos permita delimitar a las especies (Tekle et al. 2008; Lahr et al. 2014;  učíková y Lahr, 

2015). 

En este trabajo pudimos clasificar todos los aislados a nivel de género, los cuales abarcan: 

Acanthamoeba, Vermamoeba, Tetramitus y Naegleria. Estos mostraron formar clados 

monofiléticos en todos los casos, con un alto soporte que puede ser observado en el análisis 

filogenético de máxima verosimilitud (Figura 12).  

Dentro de los aislados obtenidos en el estudio se puede observar la baja resolución del 18S rRNA 

en el género Vermamoeba en el análisis de distancias pareadas (Tabla 10) que también se refleja 

en el árbol encontrado (Figura 12), donde se encuentran en un mismo cluster. Los resultados son 

comparables con un estudio realizado en 2018, el cual mostró que con todas las secuencias 

disponibles públicamente del gen 18S rRNA en Vermamoeba muestra una divergencia menor a 

1% dentro del género (Delafont et al. 2018). Sin embargo, un estudio realizado con las únicas dos 

secuencias CO  en este género mostró una considerable divergencia entre ellas ( učíková y Lahr 

2015). Esto sugiere la posibilidad de una diversidad críptica del género eclipsada por el uso de 18S 

rRNA como marcador.  

Vermamoeba se ha encontrado en una gran cantidad de ecosistemas naturales y ecosistemas 

artificiales (Delafont et al. 2018). En este trabajo encontramos que todos nuestros aislados de 

Vermamoeba fueron obtenidos de sistemas de conducción de agua, lo que es similar a la conclusión 

de Wang et al. 2012, quienes reportan que se trata del género con mayor presencia en sistemas de 

conducción de agua. También se ha encontrado en sistemas de agua en hospitales, representando 

un riesgo para la salud debido a la presencia de patógenos intracelulares que poseen (Pagnier et al. 

2015; Lasjerdi et al. 2011, 2015). Este puede ser el motivo por el cual en años recientes este género 

ha sido más estudiado (Figura 20).  
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Este trabajo es el primero en mostrar mediante métodos moleculares la presencia de Vermamoeba 

vermiformis en sistemas de conducción de agua potable en el país.  

El análisis mostrado en la Figura 18 mostró una fuerte asociación estadística entre Vermamoeba y 

su presencia en los sistemas de conducción de agua domésticos, ya que en ese caso todos los 

aislados de este género provinieron de estos ambientes. La presencia de Vermamoeba en sistemas 

de conducción de agua potable puede ser causado por proceso de desinfección insuficiente, ya que 

en estudios in vitro se ha demostrado que los quistes de Vermamoeba no son resistentes a los 

sistemas de desinfección de agua estándares (Fouque et al. 2015). A pesar de esto, el mismo 

estudio sugiere que las condiciones in vitro no reflejan correctamente el ecosistema que se 

encuentra en los sistemas de conducción de agua, por lo que estudios in situ son necesarios.  

En los trabajos realizados en México se ha reportado la presencia de Vermamoeba en 8 de los 15 

estudios de diversidad realizados (sin considerar los que específicamente buscaban Naegleria). No 

se sabe si en 3 de estos estudios realmente se obtuvo este género, porque es mencionado el género 

“Hartmannella”, en el que antes se clasificaba a Vermamoeba vermiformis (Smirnov et al. 2011). 

Al no presentar secuencias, no es posible asegurar si realmente se trata de Vermamoeba. Incluso 

si se hubiera incluido fotografías sería complicado identificar al género, ya que Hartmanella, 

Vermamoeba y muchos géneros del grupo Tubulinea presentan el mismo morfotipo (Smirnov y 

Brown 2004). La ventaja de la obtención de secuencias es la comparación objetiva de estas con 

otros estudios, que evitaría problemas de esta índole. 

Para el género Acantamoeba, principalmente se ha empleado el gen 18S rRNA al identificar los 

genotipos, debido a que se considera que la región ASA.S1 es suficiente para poder obtener una 

buena resolución de estos, similar a los resultados que se obtienen al emplear el gen 18S rRNA 

completo (Fuerst et al. 2015). En nuestro estudio se encontraron dos aislados de Acanthamoeba 

del genotipo T13, similar a una cepa obtenida en el Tíbet, China (Geisen et al. 2014). En el árbol 

encontrado (Figura 12) se logra observar la separación de estos genotipos con nuestro aislado 

clínico NEFF, sin embargo, se necesitan más cepas de este género para poder discutir en este 

trabajo sobre la eficiencia del gen 18S rRNA y la región ASA.S1. Es importante resaltar que los 

primers F-566 y R-1200 solapan a la región ASA.S1, pero generan un amplicón de mayor tamaño 

y de buena calidad (466 vs. 871 como se observa en la Figura 3). Por lo tanto, se recomienda el 

uso de los primers F-566 y R-1200 para futuros análisis de diversidad de Acanthamoeba. 
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El género Acanthamoeba ha sido aislado en diversos países y puede ser encontrado en todo tipo 

de ambientes, aunque principalmente se han encontrado en los suelos (Rodríguez-Zaragoza 1994; 

Geisen et al. 2014), lo que coincide con nuestros aislados 5HKMJS2 y 4MJS2, que únicamente 

fueron recuperados de suelo del bosque pino-encino. En México ha sido encontrado en 14 de los 

15 estudios realizados de diversidad general, en ambientes acuáticos variados. Por su papel en los 

casos clínicos y su presencia en la mayoría de los estudios de diversidad, este género ha sido de 

los más estudiados (Figura 20). Este es el género de AVL más encontrado en los casos clínicos 

(Visvesvara et al. 2007). 

En el caso de Naegleria, los genes ribosomales se encuentran en plásmidos extracromosomales 

(Nguyen et al. 2021), que han sido los principales marcadores moleculares para la definición de 

especies, en especial la región “ TS1,5.8S, ITS2”, siendo la región  TS2 la más informativa (De 

Jonckheere 2004; De Jonckheere 2014).  

Aislados de Naegleria son recuperados comúnmente de cuerpos de agua natural y artificial a lo 

largo del mundo (Tyml et al. 2016; Khwon y Park 2017; Di Filippo et al. 2017; Javanmard et al. 

2017). En el análisis de asociación estadística (Figura 18) se puede observar como el género 

Naegleria es el que representa una mayor distribución de hábitats y ecosistemas, ya que fue aislado 

de muestras suelo de bosque templado y en muestras de agua fresca y suelo de selva baja 

caducifolia. Dada la escasa resolución del marcador empleado, el análisis de asociación está 

limitado a nivel de género, por lo que perdemos cierta información que la identificación específica 

de los aislados nos podría proporcionar con relación a los factores ambientales de los aislados. 

En México, Naegleria ha sido reportado en 16 de los 17 estudios realizados. En el país ha habido 

trabajos enfocados a encontrar únicamente a Naegleria (Tabla 3). El interés por estudiar este 

género puede ser atribuido al papel patológico que representa la especie N. fowleri en el país y el 

resto del mundo (Vargas-Zepeda et al. 2005; Visvesvara et al. 2007), lo que ha conducido al género 

a ser considerablemente estudiado (Figura 20). Naegleria gruberi es un importante modelo en 

estudios de biología celular (Unciuleac y Shuman 2015; Herman et al. 2018). 

En los estudios moleculares realizados en el género Tetramitus se ha empleado el gen 18S rRNA 

y la región “ITS1,5.8S, ITS2”, esta última siendo la más usada, para la identificación de especies 

(De Jonckheere y Brown 2005). Sin embargo, no se conoce aún el nivel de polimorfismo 

intraespecífico dentro del grupo Heterolobosea, por lo cual se desconoce si estos marcadores son 
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adecuados (Pánek y Čepička 2 12). Un claro ejemplo acerca de la falta de estándares para delimitar 

especies es la existencia de especies dentro de este género que son consideradas nuevas a pesar de 

tener una similitud en sus secuencias ITS1,5.8S,ITS2 mayor a 99% (Park 2017). Nuestros aislados 

TS37-1 y TS37-2 mostraron ser similares a un aislado de T. dokdoensis; pero se deberán obtener 

las secuencias de los marcadores ITS1,5.8S,ITS2 para poder asegurarnos de la especie. 

Tetramitus suele encontrarse en baja frecuencia en la mayoría de los estudios de diversidad. Sin 

embargo, en 2 estudios moleculares, enfocados en la región ITS1-5,8S-ITS2, realizados en África 

resultó ser el género más prevalente, identificando en uno de ellos únicamente a nivel de género 

(Denet et al. 2017) y en el otro se identificaron 2 especies: T. waccamawensis y T. entericius (Farra 

et al. 2017).  

Han sido aislados de cuerpos de agua desde 6°C (Robinson et al. 2007) hasta 52°C (Reeder et al 

2015), siendo encontrado principalmente en cuerpos de agua dulce (De Jonckheere 2007;  Park 

2017). En este trabajo se aisló el género Tetramitus de sedimento de río, lo cual coincide con la 

literatura citada anteriormente sobre la presencia del género en cuerpos de agua dulce.  

En México solo se ha reportado un caso del género, en un estudio morfológico realizado en 

Morelos, mencionando que se trata de la especie T. rostratus (Ramírez et al. 2009). En este estudio 

se identifica por primera vez con técnicas moleculares la presencia del género Tetramitus en 

México. Este género ha sido el menos reportado en México de los obtenidos en este trabajo y de 

manera general ha sido muy poco estudiado (Figura 20). 

Se puede observar en la Figura 19 la homogeneidad con la cual se realizan los estudios de 

diversidad de AVL en el país, los cuales en su mayoría son morfológicos, realizados en ambientes 

acuáticos y con un medio de cultivo que actúa como filtro para ciertos géneros y/o especies. Esto 

muestra la importancia de actualizar los estándares y aproximaciones de estudios que nos 

permitirán obtener una representación más realista en torno a la diversidad de AVL en el país. 
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Figura 19. Datos referentes al muestreo, aislamiento e identificación de las muestras en los antecedentes mexicanos 

consultados. Pueden ser consultados en la Tabla 3. 
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Figura 20. Entradas en Pubmed a lo largo de los últimos 50 años que muestran la cantidad de artículos encontrados para cada uno 

de los 4 géneros encontrados en este estudio. 
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9. Conclusiones 
 

Para el estudio de la diversidad ambiental de AVL, se recomienda implementar estándares 

moleculares para identificar y registrar los aislados, lo que permitirá la comparación eficiente de 

resultados en estudios a futuro. Reportamos por primera vez el uso de primers F-566 y R-1200 

para el estudio de diversidad ambiental de AVL, demostrando su superioridad a los primers 

previamente utilizados. Dichos primers pudieron generar secuencias para los 33 aislados 

purificados en este trabajo de los 8 puntos de muestreo ubicados en ambientes contrastantes del 

estado de Morelos. 

Este trabajo implementa por primera vez, en México, filogenias de máxima verosimilitud para 

analizar la diversidad de AVL con base a secuencias de 18S rRNA, permitiendo la identificación 

inequívoca de todos los aislados a nivel de género. 

La clasificación molecular fue consistente con el análisis microscópico de morfología de los 

aislados. 

Se encontró una fuerte asociación estadística entre los géneros encontrados y los hábitats de los 

que fueron recuperados, por lo que podría haber una relación más estrecha entre éstos de lo que se 

piensa, por lo que este tipo de análisis, al ser implementados con aislados identificados a nivel de 

especie, podrían ayudar a descubrir asociaciones entre los aislados y sus variables ambientales. 

Para futuros estudios sería deseable obtener y analizar una mayor cantidad de aislados de distintos 

ecosistemas y hábitats, además de emplear diversos medios de cultivo. También se debe considerar 

que para la identificación a nivel de especie son necesarios análisis multilocus que evitarán basar 

la clasificación específica en la filogenia de un solo gen, ya que estrictamente ésta no es una 

filogenia de especie. Estas recomendaciones permitirán obtener un resultado más representativo 

de la diversidad de estos organismos. 
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