UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DIVERSIDAD MOLECULAR DE AMEBAS DE VIDA LIBRE EN
DIFERENTES ECOSISTEMAS DEL ESTADO DE MORELOS

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
B I @) L @) G @)
P R E S E N T A

Juan Manuel Zurita Artaloitia

Director de tesis:
Pablo Vinuesa Fleischmann
Centro de Ciencias Gendmicas - UNAM

CUERNAVACA, MORELOS ENERO, 2022



Dedicatoria:

A mis padres Salvador y Begofia, por su amor incondicional e incansable apoyo en todos mis
objetivos académicos y personales.

A Juancho, Santiago, Pepo, Joey, Julio, Karim, Tofio, Valeria y Andrea, por los recuerdos y su
amistad a lo largo de afos.

A Argui, Iru, Maika, Zuri y Neska, por su compafiia y carifio.

Agradecimientos:

A mi director de tesis Pablo, por confiar en mi e impulsarme a constantemente mejorar mi
desempefio.

Al grupo de investigacion del Dr. Vinuesa y al Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM, por
brindarme toda la asistencia necesaria para poder completar mi proyecto.

A la Universidad Autonoma del Estado de Morelos y mis profesores por educarme y ofrecerme
las herramientas necesarias para mi formacion académica.



=

a &

8.
9.

INDICE

L] (oo U oTod o] o OSSOSO 1
T (ol =T ) 4 oo SOOI 2
2.1. Diversidad Y diStriBUCION 08 AVL ......cvoiiie et ettt re e neen e e e e nrenrenns 2
F N (=T o= o [T ) OSSOSO 6
3.1. Analisis de diversidad de AVL €N IMEXICO .....c.civieiieiiieiieeiesiee e siee et et et se st se st st seste s sesaesens 6
3.2. Andlisis de diversidad de AVL €N IMOFEIOS .......cccoiieiieiieiiieieise ettt 8
LU 10 (o o] OSSOSO 9
(0] 0] 1= 1Yo S TSSOSO T T U R TR U PP TOURTPPOPN 10
5.1. (@ o3 N V0T T=TaT=T | S 10
5.2. ODjJEtiVOS PAITICUIAIES. ...ttt bbbttt b bbbttt bbb s 10
Y Y gL [T YA 4 T=1 (oo (oSSR 11
6.1. Colecta de MUESLIAS €N CAMPO . ..ecuviieieireeiteeieeieseesteeseesteesteeseeaseesssesteeste e teesteasaesseesseesseesseenseanseansenseessenns 11
6.1.1. SITIOS U8 MUESIIEO ...vveeeie ittt sttt ettt sttt e st e besbesbeeteene e s e e e e besbeebeaneeneeeenseneenrens 11
6.1.2. MELOAO 0B MUESITEO ...vvveveete ettt sttt sttt sttt bbb b et et e e b e s be st e s et e b e s e st b s et e e 13
6.2. Procedimiento de [aD0FALOIIO ...........iieiieiee bbbt 14
6.2.1. Aislamiento de amebas de Vida lDre ..o s 14
6.2.2. EXErACCION 08 DINA ...ttt ettt bbbttt e b st e et e st e e besbe e besbe e etesbe e 14
6.2.3. Amplificacion de genes 18S rRNA de amebas de vida libre..........ccocooeiiiniiiiniiiee 15
6.3. F AN g T [N - (oSS 17
6.3.1. Ensamblado y generacion de alineamientos MUIIPIES ..........cccoveiiiiie i 17
6.3.2. Anélisis filogenético de genes 18S rRNA de AVL ..o 18
6.3.3. Caracterizacion de morfotipo de 10S @ISIA00S ........c.coveeiiriiiiiieee s 18
6.4. Analisis de asociacién entre variables ambientales y linajes de AVL.......cccccvveviiieiiviie s 19
=TT L= To [ 21
7.1 Lista de aislados recuperados €N el €STUAIO .........coeiieieiiieriee e 21
7.2. Evaluacion de 5 pares de primers para amplificar el gen 18SrRNA .........cccoiiiiieiieicie e 22
7.3. Distancias pareadas dentro de los grupos de similitud de BIastn ...........cccoeriiiiineiiieneseneeeee 25
7.4. Seleccion de Modelo de SUDSTITUCION. ........coiiiiiiiciiiiec ettt eens 28
7.5. Filogenia de m&xima verosimilitud de las AVL recuperadas en el eStudio..........c.cccevereiieneicneneicnenn, 29
7.6, ANALISIS A8 MOTTOLIPOS ...e.viviieiiesieiiiieie sttt sttt b ettt e e be s be e e be b eseste s esestennans 31
7.7.  Asociacion estadistica entre variables genéticas Y COIOGICAS .....ovvvrveirerieiiirieiseree e 34
DISCUSION .ottt ettt ettt sttt et b e e te e be st e teebe st e Ee e b e e e Ee e b et e b e e be s e e R e e bt e b e ebe e e bt e ket e st e be st eneebe st aneatenens 36
073 Tod 111 [0 LT OO UUURORUSSRPP 44

O I =T (U = o3 | 7= o £ NPT OTRRTTRR 45



INDICE DE TABLAS

TABLA 1. ECOSISTEMAS TERRESTRES, ACUATICOS Y ARTIFICIALES DE LOS QUE SE HAN AISLADO AVL........cccovveevnneee. 5
TABLA 2. TAXONOMIA DE AVL REPORTADAS EN MEXICO DE ACUERDO CON LA LITERATURA CONSULTADA Y
RECLASIFICADA EN ESTE TRABAJO SEGUN EL ESTUDIO DE ADL ET AL. 2018. ....oooiiiiie e 7
TABLA 3. TAXONOMIA DE AVL REPORTADAS EN MORELOS DE ACUERDO CON LA LITERATURA CONSULTADA Y
RECLASIFICADA EN ESTE TRABAJO SEGUN EL ESTUDIO DE ADL ET AL. 2018, ....ooiiiiiee ettt 8
TABLA 4. TRABAJOS RELACIONADOS A LA BUSQUEDA DE DIVERSIDAD DE AVL AMBIENTALES EN MEXICO.................. 9
TABLA 5. CARACTERISTICAS ECOLOGICAS Y GEOGRAFICAS DE LOS 8 SITIOS DE MUESTREO.......cvvieiiiieeeiiieeeerneeeesnnens 12
TABLA 6. PRIMERS EMPLEADOS EN LA LITERATURA PARA REALIZAR AMPLIFICACIONES TOTALES O PARCIALES DE 18S
RRINA EN AV L. ottt e ettt e e e e e et e e e e ebt e e e e bt ee e e eab e e e e e bteeeeaabeeeesabaeeeetbaeeesabeeeesasreeean 15
TABLA 7. LISTA DE AISLADOS OBTENIDOS EN EL ESTUDIO, SU FECHA DE COLECTA Y SUS COORDENADAS DE MUESTREO.
............................................................................................................................................................................ 21
TABLA 8. LONGITUD DE LAS SECUENCIAS EN LOS ALINEAMIENTOS DE CADA GRUPO DE SIMILITUD .....cccocvveeeeinreeeennnee. 25
TABLA 9. DISTANCIAS P PAREADAS ESTIMADAS ENTRE LAS SECUENCIAS DEL GRUPO DE SIMILITUD ACANTHAMOEBA.
EL GRUPO EXTERNO ESTA MARCADO EN NEGRITAS. ..uuiiiitiieeiititeeeiieteesitteeessttressssseessssseessassseessnssssssssssesssssseesnns 26
TABLA 10. DISTANCIAS P PAREADAS ESTIMADAS ENTRE LAS SECUENCIAS DEL GRUPO DE SIMILITUD TETRAMITUS. EL
GRUPO EXTERNO ESTA MARCADO EN NEGRITAS. .....uuiiiiitiiieeeteeeeiitteeeeetteeeesiteeeesesaeeeassteeessnsaesesssseeesssteeessaseesesassens 26

TABLA 11. DISTANCIAS P PAREADAS ESTIMADAS ENTRE LAS SECUENCIAS DEL GRUPO DE SIMILITUD VERMAMOEBA
(LAS SECUENCIAS IDENTICAS ESTAN AGRUPADAS EN UNA MISMA FILA). EL GRUPO EXTERNO ESTA MARCADO EN
N E G RIT A, . tttttetee et e eittte et e e e st et tttbteeeeeesasiabbaeeeeeesaaaatbsaseaaesssaatbaaeeaeeessaasbssseaeeessansabsaeseeessassbsseeeeeesaasssseseeeessasstrnnens 26

TABLA 12. DISTANCIAS P PAREADAS ESTIMADAS ENTRE LAS SECUENCIAS DEL GRUPO DE SIMILITUD NAEGLERIA (LAS
SECUENCIAS IDENTICAS ESTAN AGRUPADAS EN UNA MISMA FILA). EL GRUPO EXTERNO ESTA MARCADO EN

N0 27
TABLA 13. MEJORES MODELOS DE SUSTITUCION ORDENADOS SEGUN EL CRITERIO DE INFORMACION BAYESIANO EN
N AV, (o] ] = I I =5 ST 29

TABLA 14. LAS ESTIMACIONES DE LOS VALORES E IMPORTANCIA DE LOS PARAMETROS CALCULADAS POR MEDIO DEL
CRITERIO DE INFORMACION BAYESIANO EN JIMODELTEST. .uvviiiiiiiiiitieiiee e e e setreeee e e e s s eiatee e s e e s s ssnraaeaseesssessssaeeess 29



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. DIVERSIDAD FILOGENETICA DE AVL, SEGUN LAS ESPECIES REPORTADAS EN MEXICO EN LA BIBLIOGRAFIA,
BASADA EN LA ULTIMA REVISION DE CLASIFICACION, NOMENCLATURA Y DIVERSIDAD DE EUCARIOTAS (ADL ET
R 0 O 4
FIGURA 2. VISTA AEREA DE LA SECCION DEL ESTADO DE MORELOS QUE ABARCA LOS 8 SITIOS SELECCIONADOS PARA
EL ESTUDIO, SUS ECOSISTEMAS Y EL HABITAT EN EL CUAL SE REALIZO EL MUESTREO. IMAGEN OBTENIDA DE
[CTo 0 leT I = =\ & 1 TSRS SS 12
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.COMD). 1.1veuteutestestesueeseessetestessesseassessessessessessesseassessessessessessesseassessessessessessessesssessnsesessessessesssessensessessens 16
FIGURA 4. LOS 16 MORFOTIPOS DE AMEBAS DE VIDA LIBRE (SMIRNOV Y BROWN 2004)........ccceiiiineinieneinieneesienee 20
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 INCLUYO UNA ESCALERA DE 1KB. .....22
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 INCLUYO UNA ESCALERA DE 1KB.

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 INCLUYO UNA ESCALERA DE 1KB. ...... 23
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 INCLUYO UNA ESCALERA DE 1KB.......... 23
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 INCLUYO UNA ESCALERA DE 1KB. LA FIGURA 9 A) MUESTRA LAS
PRIMERAS 19 MUESTRAS. LA FIGURA 9 B) MUESTRAS LAS SIGUIENTES 15 MUESTRAS. ....coiiveitieiesieseesee e eneeens 24
FIGURA 10. REGION 400PB A 440PB DE LOS CROMATOGRAMAS OBTENIDOS EN LA SECUENCIACION DEL ESTUDIO
VISUALIZADOS EN SNAPGENE® SOFTWARE. A) SECUENCIA REVERSE DE LA CEPA DR6 B) SECUENCIA REVERSE

DE LA CEPA DR . .. ittt e e e et e e e e e e s et bt et e e e e e e s e babeaeeeeeesaasababeeeeessansabbreeeeeesaasrtreeens 25
FIGURA 11. VISTA PARCIAL DEL ALINEAMIENTO COMPLETO DE LAS SECUENCIAS OBTENIDAS EN EL ESTUDIO Y SUS
REFERENCIAS, VISUALIZADO EN SEAVIEW (GOUY ET AL., 2010). .eiiiieieiere e 28

FIGURA 12. ESTIMA FILOGENETICA DE MAXIMA VEROSIMILITUD BAJO EL MODELO TRN+G (LNL =-4675.42),
EMPLEANDO PHYML (BUSQUEDA CON ALGORITMO BEST) Y MAPEO QUE MUESTRA EL ORIGEN DE LA
SECUENCIA, GENERO, 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. ARBOL EDITADO EN ITOL (LETUNIC Y BORK 2019). ....ecvvieeecesieceeeeeeeee s 30
FIGURA 13. MORFOTIPO ACANTHOPODIAL DEL AISLADO 4MJS2, IDENTIFICADO MOLECULARMENTE COMO

A CANTHAMOEBA. ..ottt e et eeettteee e e e e e e eitbaereeeeessetbraeeeeeessaatbaatesaeeeaaasbesaeeeeeesaassstaesaeeesaaissbbeseeaessaaasbbaseeeeeesanssbeneeaaesnan 32
FIGURA 14. MORFOTIPO MONOTACTICO DEL AISLADO FCA1, IDENTIFICADO MOLECULARMENTE COMO

AV N Y o] = = PP 32
FIGURA 15. MORFOTIPO ERUPTIVO DEL AISLADO TS3-1, IDENTIFICADO MOLECULARMENTE COMO NAEGLERIA. ....... 33

FIGURA 16. MORFOTIPO ERUPTIVO DEL AISLADO TS37-1, IDENTIFICADO MOLECULARMENTE COMO TETRAMITUS.....33
FIGURA 17. ESQUEMA QUE MUESTRA LA DIVERSIDAD TAXONOMICA DE LOS GENEROS ENCONTRADOS (Y SUS GRUPOS
EXTERNOS) ADEMAS DE SU ASOCIACION CON LOS AMBIENTES DE LOS QUE FUERON AISLADOS........ccccerveverveneenne 34
FIGURA 18. PRUEBA DE X2 DE TRIPLE ViA DE LA ASOCIACION Y SIGNIFICANCIA ENTRE LOS GENEROS DE AVL
ENCONTRADOS EN EL ESTUDIO, SUS HABITATS 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 ESPECIFICO, SU ALTURA EL VALOR DEL
RESIDUO, SU ANCHO EL TAMANO DE LA MUESTRA Y EL SENTIDO SI LA DESVIACION ES POSITIVA O NEGATIVA. ...35
FIGURA 19. DATOS REFERENTES AL MUESTREOQ, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS EN LOS
ANTECEDENTES MEXICANOS CONSULTADOS. PUEDEN SER CONSULTADOS EN LA TABLA 3.....cccvviiiiiieeeecveee e 42
FIGURA 20. ENTRADAS EN PUBMED A LO LARGO DE LOS ULTIMOS 50 ANOS QUE MUESTRAN LA CANTIDAD DE
ARTICULOS ENCONTRADOS PARA CADA UNO DE LOS 4 GENEROS ENCONTRADOS EN ESTE ESTUDIO. ......ccvvennee. 43


https://d.docs.live.net/8ed40d230749a88d/Documents/Tesis.docx#_Toc91434377
https://d.docs.live.net/8ed40d230749a88d/Documents/Tesis.docx#_Toc91434377
https://d.docs.live.net/8ed40d230749a88d/Documents/Tesis.docx#_Toc91434377

1.Introduccion

Las amebas de vida libre (AVL) son un grupo polifilético de protistas heterdtrofos. Los taxones
de este grupo presentan un tipo de organizacion 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 parasitas facultativas (Khan 2015). Se encuentran
en todo tipo de ambientes terrestres y aéreos, pero principalmente habitan en ecosistemas acuéaticos
(Rodriguez-Zaragoza 1994). Todas las AVL presentan un estado activo (trofozoito), la mayoria,
presentan un estado latente (quiste) (Smirnovy 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 mas de 1,500 millones de afios (Javaux
et al. 2001), lo que se refleja en su extensa distribucion a nivel global, en una amplia diversidad

de ecosistemas (Geisen et al. 2014).

Estos organismos solian ubicarse en un grupo taxonémico monofilético, debido a sus aspectos
morfoldgicos (Levine et al. 1980), por lo que la mayoria de las guias de identificacion y
clasificacion requieren de microscopia oOptica y electrénica (Page 1976 y 1988). Afios despues,
estudios moleculares mostraron claras discrepancias entre los sistemas de clasificacion
morfoldgica contra los andlisis de secuencias (Clark y Cross 1988; Bolivar et al. 2001), incluyendo
las influyentes llaves morfoldgicas de Page (Brown y De Jonckheere 1999). Debido a esto, ya no
se consideran suficientes las caracteristicas morfolégicas para identificar aislados a niveles de
género y especie (Smirnov y Brown 2004). Los nuevos sistemas de clasificacion se basan
principalmente en secuencias de genes marcadores (Adl et al. 2005).

En México se sigue empleando la clasificacion morfolégica como principal sistema de
identificacion en los trabajos de diversidad, lo cual, como se mencion6 anteriormente, no es
recomendado para trabajar con estos organismos. Este trabajo busca implementar estandares
modernos de identificacion molecular de AVL recuperadas de diferentes habitats y ecosistemas en

el Estado de Morelos.



2.Marco teodrico

2.1. Diversidad y distribucion de AVL

Las amebas de vida libre forman un grupo definido Unicamente por su tipo de movimiento y
organizacion celular (Smirnov y Brown 2004), pero evidencia molecular reciente demuestra que
no presentan una estrecha relacion 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 taxonémico del grupo es
complejo. En respuesta a esto, recientemente se han publicado dos nuevas aproximaciones para

abordar la taxonomia de los protistas.

La primera propuesta fue realizada por la Sociedad de Protozodlogos en 2005. Este trabajo toma
en cuenta los analisis moleculares, estudios morfol6gicos modernos y aspectos bioguimicos para
definir a los taxones. Lo interesante de este sistema de clasificacidn es que no utiliza la jerarquia
linneana de grupo taxonémicos. En vez de ello, emplea vifietas para organizar a los grupos, sin
necesidad de acomodarlos en un rango taxondmico, considerando que un nuevo descubrimiento o
reclasificacion de un taxén podria ocasionar un efecto en cascada que, de utilizar la clasificacion
convencional, causaria problemas de reorganizacién. Esta clasificacion ha sido actualizada 3
veces, siendo la mas reciente de 2018 (Adl et al. 2005 y 2018).

Los trabajos de Adl et al. fueron también una actualizacion al sistema de clasificacion de protistas
realizado anteriormente por la Sociedad de Protozodlogos en 1980, el cual Unicamente
contemplaba fenotipos fisioldgicos y morfoldgicos para la agrupacion taxondémica 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 jerarquia taxondmica de grupos Linneanos (reino, filo, clase, orden...). Esta
clasificacion no es filogenética ni evolutiva y no trata de serlo. Lo que busca es simplificar el

estudio de los protistas y clasificarlos segun su uso comin o practico (Ruggiero et al. 2015).



Para este trabajo se decidié implementar la clasificacion sugerida por la sociedad de
protozoologos, porque el sistema de vifietas es el que presenta una sistematica mas realista y Util a
largo plazo para trabajar con organismos que tienen una taxonomia inestable como las AVL. Para
realizar un mapa taxonémico con algunos grupos de AVL (Figura 1) que se podrian llegar a
encontrar en el estudio, se consultd bibliografia 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 identificacion molecular de AVL en estudios de diversidad, el marcador més utilizado es
el gen 18S rRNA, el cual es considerado un marcador idéneo para identificar con precision a estos
organismos a nivel de género (Nassonova et al. 2010). Otra consideracion importante para emplear
este gen es que en la base de datos del NCBI son las secuencias méas abundantes de AVL.

El estudio del 18S rRNA ha logrado revelar problemas y limitaciones en la identificacion
morfoldgica de AVL, demostrando que se trata de un grupo polifilético distribuido en diferentes
ramas del arbol eucariota (Clark y Cross 1988; Zettler et al. 2000; Bolivar et al. 2001). Ademas,
se ha reportado que algunos aislados que muestran ser morfolégicamente similares poseen
diferencias genéticas importantes. Del mismo modo, algunos aislados que se pueden distinguir
claramente de manera morfoldgica, presentan pocas diferencias genéticas (Smirnov et al. 2002,
2007). Las repercusiones de afios de estudio con sistemas de clasificacion morfolégicos 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 deberian de
continuar siendo clasificadas como especies y que en su lugar se deberian clasificar en “genotipos”
(de los cuales existen alrededor de 20), los cuales estan organizados con base en la secuencia
“ASA.S1” (Acanthamoeba specific amplimer), localizada dentro del gen 18S rRNA y que ha sido
atil para la identificacion de estos grupos (Schroeder et al. 2001; Jercic et al. 2019). Dados los
problemas taxondmicos y de identificacion de AVL, hablar de su distribucién es complicado,

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

Ecosistema Referencia
Desierto Dumack et al. 2016
Permafrost Shmakova y Rivkina 2015

Micorrizosfera
Pantanos
Sedimentos marinos
Mar abierto
Manglares
Lagunas
Lagos salinos
Lagos &cidos
Aguas termales
Estuarios
Agua marina y continental del antartico
Albercas publicas
Bafieras termales
Plantas de tratamiento de agua
Sistemas de aire acondicionado
Sistemas de conduccién de agua potable
Camillas para odontologia
Sistemas de agua domésticos
Estaciones de lavado de ojos

Timonen et al. 2004
Seneviratna y Waidyasekera 1995
Butler y Rogerson 2000
Vars 1992; Murzov y Caron 1996
Rogerson y Gwaltney 2000
Garstecki y Arndt 2000
Hauer et al. 2001; Rogerson y Hauer 2002
Bell y Weithoff 2008
Baumgartner et al. 2003
Rogerson y Laybourn-Parry 1992
Tong et al. 1997
Vesaluoma et al. 1995
Scaglia et al. 1983
Garcia et al. 2013
Gabr et al. 2020
Taravaud et al. 2018; Shaheen et al. 2019
Singh y Coogan 2005
Jeong y Yu 2005
Paszko-Kolva et al. 1991

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

Se discute la existencia de una relacion entre el tipo de habitat y la diversidad especifica, 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 paises 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 especificos, 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.



3. Antecedentes

Los trabajos que se consultaron fueron realizados con aislados mexicanos obtenidos del ambiente.
No se consideraron los aislados clinicos ni los que no hayan sido publicados en articulos.

3.1. Analisis de diversidad de AVL en México

El primer estudio realizado en el pais fue en 1841, por el aleman Christian Gottfried Ehrenberg, el
cual reportd los géneros Arcella y Difflugia (Esto se encuentra reportado en Lopez-Ochoa y
Madrazo 1979).

A partir de entonces fue hasta la década de 1980 que el grupo de Fermin Rivera, de la FES-Iztacala,
realizé 3 estudios de diversidad de AVL: en albercas deportivas, en la atmésfera de la CDMX 'y
en aguas termales en el Estado de Hidalgo (Rivera et al. 1983, 1987, 1989).

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

con el objetivo de obtener aislados del género Naegleria (Guzman-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 afios 2009 y 2018. El primer estudio empleo
identificacion morfolégica, pero el segundo emple6 3 juegos de primers, uno de ellos dirigido a
eucariotas en general, para realizar una identificacion a nivel molecular (Lares-Jiménez y Lares-
Villa 2009; Lares-Jiménez et al. 2018).

Ramirez 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 realizé
tomando partes de lirio acuatico del lago de Xochimilco en CDMX (Ramirez et al. 2009, 2010,
2014 y 2016).

El grupo de Patricia Bonilla Lemus contribuy6 con 3 reportes de diversidad de AVL en México,
alrededor de la CDMX, el primero de ellos en sistemas de conduccion 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 unicamente emplearon claves morfoldgicas para su identificacion y el dltimo, en

colaboracion de Andrade, emple6 diferentes juegos de primers 18SrRNA género especificos. En



2020 Bonilla-Lemus realizo un reporte de diversidad enfocado Unicamente 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 revision 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 morfoldgicas (Gallegos-Neyra et al. 2018 y
2019). Para la revision, se tomaron en cuenta estudios formales (articulos 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 mas recurrentes: Difflugia, Arcella, Acanthamoeba,
Vahlkampfia, Amoeba, Naegleria, Mayorella, Euglypha, Centropyxis y Hartmannella, en ese
orden. Ademas, mencionan que existen 9 entidades federativas para las que aun 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. Taxonomia de AVL reportadas en México de acuerdo con la literatura consultada y reclasificada en este
trabajo segun 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



Discoba Heterolobosea Tetramitia Vahlkampfiidae
Gruberellidae
Haptista Centroplasthelida =~ Pterocystida Oxnerellidae
Rhizaria Endomyxa Vampyrellida
Cercozoa Imbricatea Silicofilosea
Sainouroidea Guttulinopsidae
Stramenopiles Bigyra Sagenista Amphitremida

3.2. Anadlisis de diversidad de AVL en Morelos

En el estado de Morelos, el grupo de Ramirez, proveniente de la FES-Iztacala de la UNAM ha

Naegleria
Vahlkampfia
Willaertia
Fumarolamoeba
Tetramitus
Stachyamoeba
Oxnerella
Penardia
Hyalodiscus
Euglypha
Rosculus
Guttulinopsis
Paramphitrema

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

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

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

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

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

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



4.Justificacion

Este estudio, al aplicar métodos de identificacion molecular, es relevante porque la caracterizacion
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 pais y todos los realizados en el Estado de Morelos
se basaron en claves morfologicas 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 Ultimos
avances de taxonomia molecular. Esto dificulta la comparacion 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 pais, ya que todos se han enfocado en habitats acuaticos
para realizar los muestreos (Tabla 4), por lo que no se conoce la diversidad de AVL en los suelos
del pais. Por otro lado, el Unico estudio filogenético utiliz6 Unicamente métodos de distancias
(Bonilla-Lemus et al. 2020), siendo este el primer trabajo que utiliza el método de maxima
verosimilitud para inferir filogenia en AVL en México. Este también es el primer trabajo que hace

uso de un marco estadistico para definir la asociacion entre taxones y variables ecoldgicas.

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

Autores y afio Tipo de estudio Habitat Medio

Ehrenberg C.G. 1841 Morfolégico Cuerpos de agua fresca
(citado en Lo6pez-Ochoa y Madrazo 1979)
Rivera et al. 1983 Morfolégico Albercas Peptona-Agar + Escherichia coli
Rivera et al. 1987 Morfolégico Agua de lluvia Infusion de paja
Rivera et al. 1989 Morfolégico Aguas termales Agar no nutritivo + E. coli

Guzméan-Fierros et al. 2008 Molecular enfocado a Agua de sitios recreativos Agar no nutritivo + E. coli

Naegleria
Lares-Jiménez et al. 2009 Morfolégico Aguas recreativas Agar no nutritivo
Ramirez et al. 2009 Morfolégico Pozos Agar no nutritivo +
Enterobacter aerogenes
Bonilla-Lemus et al. 2010 Morfolégico Agua doméstica Agar no nutritivo + E. aerogenes
Ramirez et al. 2010 Morfolégico Raices de lirio acuatico Agar no nutritivo + E. aerogenes
Bonilla-Lemus et al. 2014 Morfolégico Arroyo Agar no nutritivo + E. aerogenes
Ramirez et al. 2014 Morfolégico Sistema de tratamiento de agua industrial | Agar no nutritivo + E. aerogenes
Andrade et al. 2015 Molecular Rios Agar no nutritivo + E. aerogenes
Ramirez et al. 2016 Morfolégico Manantiales Agar no nutritivo + E. aerogenes
Gallegos-Neyra et al. 2018 Morfolégico Playas y arrecifes Agar no nutritivo + E. aerogenes
Lares-Jiménez et al. 2018 Molecular Aguas termales Agar no nutritivo
Gallegos-Neyra et al. 2019 Morfolégico Cascadas Agar no nutritivo + E. aerogenes

Bonilla-Lemus et al. 2020

Molecular enfocado a
Naegleria

Canales de irrigacion de uso recreacional

Agar no nutritivo + E. aerogenes



5.0Dbjetivo

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. ldentificacion molecular de los aislamientos de amebas de vida libre mediante
amplificacion, secuenciacion y analisis filogenético del gen 18S rRNA.

3. Caracterizacion microscépica a nivel de morfotipo de las amebas recuperadas.

4. Realizar una prueba de asociacion estadistica entre los géneros encontrados, sus habitats

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

6.1. Colecta de muestras en campo

6.1.1. Sitios de muestreo

Se seleccionaron 8 sitios de muestreos (Figura 2) en hébitats contrastantes del estado de Morelos

y aledafos. 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

bioldgico Chichinautzin y al parque nacional Iztaccihuatl-Popocatépetl) y a la selva baja

caducifolia (que abarca el centro y sur del estado, que ademas 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 rio 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”).

Bosque de pino-encino, localizado detras del Centro de Ciencias gendmicas de la UNAM.
(N 18°59' 06" W 99° 14' 05")

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")

Sistema domeéstico de purificacion de agua potable en la colonia Bella Vista, Cuernavaca,
Morelos.

(N 18° 57" 41" W 99° 14' 46")

Sistemas domésticos de conduccién de agua en la colonia Chamilpa en Cuernavaca,
Morelos.

(N 18°58'51.0" W 99°14'41")

Sistemas domésticos de conduccion de agua en la colonia Lienzo Charro en Cuernavaca,
Morelos.

(N 18°58' 22" W 99°14'46")

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

(N 18°48'17.8" W 99° 15' 53.3")

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

(N 18° 43" 47" W 99° 06' 46")
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Figura 2. Vista aérea de la seccion del Estado de Morelos que abarca los 8 sitios seleccionados para el estudio, sus
ecosistemas y el habitat en el cual se realiz6 el muestreo. Imagen obtenida de Google Earth.

Tabla 5. Caracteristicas ecoldgicas y geogréficas de los 8 sitios de muestreo.

Sitio de Ecosistema Habitat Altura
muestreo

1 Selva baja caducifolia Rio: sedimento y agua 1,240 msnm
2 Bosque templado Suelo 1,917 msnm
3 Bosque templado Suelo 2,327 msnm
4 Artificial Filtro de purificacion de agua 1,750 msnm
5 Artificial Sistema de conduccion de agua doméstica | 1,829 msnm
6 Artificial Sistema de conduccion de agua doméstica | 1,864 msnm
7 Selva baja caducifolia Suelo 1,112 msnm
8 Selva baja caducifolia Rio: plantas acuaticas y agua 954 msnm
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6.1.2. Método de muestreo

Muestras de agua:

1. Se tomd un tubo Falcon de 50 ml y se colecté una muestra de la columna de agua a
contracorriente, colectando también materia organica flotante.
2. Se rotuld el tubo de 50 ml y se guardo, a continuacion, se transporto al laboratorio para su

procesamiento inmediato.

Muestras de sedimento:

1. Setomo un tubo Falcon de 15 ml y se clavo en el sedimento a 2-3 cm de profundidad.

2. Se cerr6 firmemente la tapa para crear un efecto de vacio y se retir6 el tubo del sedimento
y se decantd el agua cuidadosamente por el extremo superior del tubo.

3. Se guardd el tubo Falcon de 15 ml en un tubo Falcon de 50ml, se rotul6 el tubo de 50 ml'y

se guardo, a continuacion, se transportd al laboratorio para su procesamiento inmediato.

Muestras de suelo:

1. Se tomd, con una pequefia pala, muestras de tierra debajo de hojarasca, buscando
preferentemente sitios con humedad.

2. Se colocaron las muestras en bolsas de plastico con sello hermético, estas se rotularon y se
transportaron al laboratorio para su procesamiento inmediato.

Muestras en sistemas de conduccidn 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 acuéticas:

1. Serealizaron cortes de los tejidos de las plantas que mantenian contacto con el agua.
2. Se depositaron los tubos Falcon de 50 ml, estos se rotularon y guardaron, a continuacion,

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 utilizo 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
MgS04+7H20, 4 mg de CaCl2+.2H20, 142 mg de Na2HPO4 y 136 mg de KH2PO4 en 1
L de agua destilada) solidificado con 1% de agar. A estas se les agreg6é Escherichia coli
inactivadas por congelacion como fuente de alimento.

Se resuspendieron las muestras de sedimento en PAS.

Se centrifugd la suspensién a 180 g por 10 minutos, lo que permitié el enriquecimiento de
amebas en el sedimento, se decanto el sobrenadante hasta dejar solo 15 ml de suspensién
y se vortexearon nuevamente. Las muestras de agua Unicamente se vortexearon.

Se tomaron 50 pL de cada muestra 'y se dejo caer la gota de un extremo a otro en cajas Petri
con PAS (1% de agar) con una capa de E.coli inactivada por congelacion.

Para las muestras de plantas acuéticas, se realizaron cortes de éstas y se colocaron
directamente sobre las cajas de PAS c/ E. coli.

Se observaron las cajas todos los dias para buscar frentes de migracion, al encontrarlos se
recortd un pequefio cuadro de agar que contenia al frente de migracion y se inocul6 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.

Se repitieron las reinoculaciones varias veces, hasta lograr la pureza morfoldgica del
cultivo (alrededor de 5 a 7 pases).

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

PAS liquido y E.coli inactivadas, donde son mas sencillas de manejar.

6.2.2. Extraccion de DNA

Se empled el kit de extraccion de Quiagen: DNeasy Ultra Clean Microbial Kit para extraer

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

Se realizaron PCRs con las parejas de primers que han sido reportadas en la literatura como
Optimas 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 empled la Taq DNA polimerasa y se realizaron 30 ciclos
de: 45 segundos a 95°, 30 segundos a 60° y 45 segundos a 72°.

Se selecciond el par de primers que presentaron una mayor intensidad y especificidad en
la electroforesis de los amplicones.

Los productos de PCR de 18S rRNA se purificaron con el kit de purificacion de PCR
GeneJET, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Los amplicones purificados se secuenciaron comercialmente en Macrogen, utilizando

ambos primers empleados en el PCR, para llevar a cabo la secuenciacién 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
JDP1-JDP2 GGCCCAGATC GTTTACCGTGAA Schroeder et al. 2001
(Acanthamoeba) JDP2
TCTCACAAGCTGCT AGGGAGTCA
ERIB1
ERIB1-ERIB10 ACCTGGTTGATCCTGCCAG Barta et al. 1997
(Universal eucariontes) ERIB10
CTTCCGCTGGTTCACCTACGG
RibA
RibA-RibB ACCTGGTTGATCCTGCCAGT Geisen et al. 2014
(Universal eucariontes) RibB
TGATCCATCTGCAGGTTCACCTAC
NA1l
NA1-NA2 GCTCCAATAGCGTATATTAA Lasjerdi et al. 2011
(Vermamoeba) NA2
AGAAAGAGCTATCAATCTGT
F-566
F-566 - R-1200 CAGCAGCCGCGGTAATTCC Hadziavdic et al. 2014
(Universal eucariontes) R-1200

CCCGTGTTGAGTCAAATTAAGC

15



(2273 .. 2296)

@ (2271 .. 2291) ERIBgRle
NAI1 — NA2 => 663-1567

ERIBI - ERIB10 =>1-2291
F-566 — R-1200 => 643-1514

NA2 ( 1548 .. 1567) @

@ (1493 .. 1514) R-1200

@ (1376 .. 1399) IDP2

2299pb

JDP1 (933 ..954) @

.L_
1000!

Acanthamoeba castellanii Neff

(663 ..682) @

643 .. 661) F-566 NAL

o (
5t

RibA (1 ..18)

L

@ (1..17) ERIB1

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. Analisis de datos

6.3.1. Ensamblado y generacion de alineamientos multiples

1. Se realiz6 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 realiz6 una busqueda de secuencias homologas 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 publicacion asociada. Estas se emplearon como secuencias de
referencia y se recortaron a la posicion de los primers que fueron seleccionados, utilizando
SnapGene® software para obtener la misma region del gen que se amplifico.

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 maltiples con el programa Clustal OMEGA (Sievers et al.
2011) para generar una matriz de datos de caracteres homdélogos para cada grupo de
similitud. Debido a la naturaleza polifilética de estos organismos, se agregd 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 empleé el
programa MEGA X (Sudbhir et al. 2018) para cuantificar el nivel de divergencia dentro de
estos, utilizando un analisis de distancias p (proporcion de diferencias entre pares de
secuencias).

6. Finalmente, para reunir a todas las secuencias en un solo alineamiento, se utilizd la
estrategia de alineamientos de perfiles (alineamientos de alineamientos) utilizando Clustal
OMEGA (Sievers et al. 2011), de acuerdo con la cercania filogenética entre grupos de

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

1. Una vez generados los alineamientos, estos se utilizaron para estudiar las caracteristicas de
los datos en cuanto a sesgo composicional de bases, la complejidad del patron de sustitucion y
la heterogeneidad de tasas de substitucion entre sitios mediante la seleccion de un modelo de
sustitucion, para obtener un grado de parametrizacion razonable. Para esto se empled 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 variacion individual en
cada posicion (G), buscando la mejor topologia de arbol durante la operacion. A continuacion,

se selecciond el mas ajustado usando el criterio de informacion Bayesiano (BIC).

2. Una vez seleccionado un modelo de sustitucion razonable, se realizd una bdsqueda de
arboles bajo el criterio de maxima verosimilitud con el programa PhyML (Guindon et al. 2010)
empleando el algoritmo de busqueda BEST y con 100 arboles semilla aleatorios. El analisis
filogenético de las secuencias generadas en este estudio, en el contexto de las de referencia,

permitio clasificar sin ambigiedad a las AVL al menos a nivel de género.

6.3.3. Caracterizacion de morfotipo de los aislados

Para la caracterizacion morfologica de las AVL se utilizd microscopia de contraste de fases con el
equipo ZEISS Axio Vert Al, empleando un objetivo 40X y se tomaron fotografias de las células
in vivo. También se emplea la guia de identificacion de Smirnov y Brown, 2004.

La guia menciona que, para la identificacion a nivel de género y especie realizada inicamente con
caracteres morfoldgicos, es necesario el uso de microscopia electronica y de bastante experiencia,
por lo que recomienda solo describir el morfotipo de los aislados y fotografiarlos (con medidas y
descripcion de los rasgos caracteristicos) para publicarlos y que posteriormente un experto en
sistematica sugiera una lista de posibles especies, evitando asi una identificacion errénea (Smirnov
y Brown 2004). Se describen en la guia 16 morfotipos diferentes (Figura 3) y para identificarlos

es necesario realizar observaciones con microscopia 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 direccion de manera continua y es la forma mas informativa para la identificacion

18



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 necesitara describir (si se encuentran presentes) las
siguientes caracteristicas: 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 (pequefias proyecciones del citoplasma que no presentan funcién
locomotiva) I6bulos y arrugas. Una vez descritas y fotografiadas las caracteristicas anteriores se

debera dirigir a la guia para encontrar su morfotipo correspondiente (Smirnov y Brown 2004).

6.4. Analisis de asociacion entre variables ambientales y linajes de
AVL

Se realiz6 una prueba formal de asociacion y significancia estadistica entre las variables de género,
habitat y ecosistema, medida como residuos de Pearson correspondientes a un analisis de x? de
triple via, haciendo uso del paquete vcdExtra de R (Disponible en https://CRAN.R-

project.org/package=vcdExtra).

Para realizar esta prueba de triple via se acomodaron los datos de las tres categorias en un archivo
“.csv”’; esta informacion se guardd en el ambiente de R como “fullTab”. A continuacion se utilizd
la funcion assoc, la cual realizé el analisis estadistico. La figura generada fue exportada. El codigo

empleado se observa en el siguiente cuadro de texto:

library(vcdExtra)
fullTab <- read.csv(file="C:/Users/R/datadvcd.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)

20



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 Coordenadas
colecta
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 domestica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46"
4 DR4 Regadera domestica 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 domestica 09/19 N 18°58' 22" W 99°14'46"
8 DR8 Regadera domestica 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 detras del CCG 10/19 N 18° 59" 06" W 99° 14’ 05"
12 4MJS2 Suelo en la arboleada detras del CCG 10/19 N 18°59' 06" W 99° 14' 05"
13 | 5HKMJS2 Suelo en la arboleada detras 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 FCA1l 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 rio Apatlaco 03/20 N 18°51°14.6"W99°13°19.8”
24 TS3-2 Sedimento rio Apatlaco 03/20 N 18°51°14.6"W99°13°19.8”
25 TS37-1 Sedimento rio Apatlaco 03/20 N 18°51°14.6"W99°13°19.8”
26 TS37-2 Sedimento rio 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 rio Apatlaco 03/20 N 18°51°14.6”W99°13°19.8”
34 | EAP1L_P11 | Hojas de Ludwigia palustris encontrada en Las 03/21 N 18° 43" 47" W 99° 06' 46"
Estacas
35 NEFF Cepa de coleccion NA NA
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7.2. Evaluacion 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 tefiirlas con bromuro de etidio y visualizarlas en el transiluminador se obtuvieron
las siguientes imagenes:
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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 incluy6 una escalera de 1Kb.
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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 incluy6 una escalera de 1Kb.
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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 incluy6 una escalera de 1Kb.

3HKMJS1
SHKMJS2

DR1

DR2
DR3
DR4
DRS
DR6
DR7
DR8
DR9

JR1
4MJS2

Amplicones

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 incluy6 una escalera de 1Kb.
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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 incluy6 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 tnicamente se tenian los 13 aislados obtenidos en 2019 se realizaron PCRS

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

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

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

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

e NA: Amplificaron una banda en todas las muestras a excepcion de 3HKMJS1 (Figura 8).
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Una vez que se obtuvieron las 35 cepas aisladas se realizd una amplificacion 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 secuenciacion parcial del gen 18S rRNA. Se
obtuvo una cepa posteriormente en 2021 llamada EAP1L_P11, la cual recibi6o 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 logré ser

completamente purificada, por lo cual no fueron utilizadas posteriormente en el estudio.
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Figura 10. Region 400pb a 440pb de los cromatogramas obtenidos en la secuenciacion del estudio visualizados en
SnapGene® software. a) Secuencia reverse de la cepa DR6 b) Secuencia reverse de la cepa DR5.

El Blastn mostrd secuencias similares a los géneros: Acanthamoeba, Vermamoeba, Naegleria y
Tetramitus, las cuales fueron seleccionadas como secuencias de referencia y organizadas en cuatro
grupos segun 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 cercania taxondmica.

La longitud de las secuencias ensambladas se muestra en la Tabla 8, segln 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 anélisis de distancias p mostro que todas las secuencias, con excepcion de los grupos externos,

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

taxondémico, cuando se realiza la comparacion 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 esta marcado en negritas.

1 2 3 4 5
1 4MJS2
2 5HKMJS2 0.0061
3 Acanthamoeba sp. T13 KF928950 0.0012 .0073
4 | Acanthamoeba castellanii Neff T4 U07416 0.0517 .0544 0.0518
5 NEFF 0.0519 .0544 0.052 0
6 Balamuthia mandrillaris_AF019071 0.0979 .0983 0.0979 0.0875 0.0879

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

esta marcado en negritas.

1

2

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 estan agrupadas en una misma fila). EI grupo externo estad marcado en negritas.

1 2 3 4 5 6 7 8
1 DR1-9
2 JR1 10033
3 FER1 .0050 0.0050
4 FCAl-4 .0050 0.0050 0.0000
5 SFI-1-4 L0117 0.0083 0.0100 L0100
6 Vermamoeba vermiformis KC188996 -0033 0.0000 | 0.0050 0050 .0083
7 Vermamoeba vermiformis KP792393 0050 0.0050 0.0000 .0000 .0100 0.0050
8 Vermamoeba vermiformis KP792397 L0117 0.0083 0.0100 L0100 0000 0.0083 0.0100
9 Uncultured eukaryote LC222939 0000 0.0033 0.0050 L0050 L0117 0.0033 0.0050 0.0117
10 Echinamoeba thermarum AJ489263 (1789 0.1773 0.1773 (1773 .1706 0.1773 0.1773 0.1706 0.1789
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tud Naegleria (las secuencias

idénticas estan agrupadas en una misma fila). EI grupo externo esta marcado en negritas.
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En primer lugar, se realizaron los alineamientos por grupo de similitud. Posteriormente se
alinearon estos grupos en funcion de su cercania 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

asi el alineamiento completo (Figura 11).
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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. Seleccion de modelo de substitucion

El criterio de informacion Bayesiano (BIC), mostro al modelo de substitucion TrN+G como el
mas indicado (Tabla 13). También se obtuvieron las estimaciones de los valores e importancia de

los parametros del alineamiento (Tabla 14).
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Tabla 13. Mejores modelos de sustitucién ordenados segun el Criterio de Informacién Bayesiano en JModelTest.

Model (-1nL) 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 pardmetros calculadas por medio del Criterio de
Informacion Bayesiano en JModelTest.

Parametro | 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 maxima verosimilitud de las AVL recuperadas en
el estudio

La busqueda de arboles de maxima verosimilitud encontro el arbol 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. Asi 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.

29



Tree scale: 0.1 ————

Seq source A

[ This study
[l GenBank

Genus

[ Acanthamoeba
[ vermamoeba

[ Tetramitus

D Paratetramitus
[ Naegleria 99
D Balamuthia

[] Echinamoeba

Isolation source
[] Tap water
[ soil

[ ciinical

- Animal tissue
[l Thermal spring

- Fresh water

51
[ ] Plant tissue 100

Ecosystem

[ sapac B

[]sBC
[ Pinus-Quercus
[ Pinus-Abies

[] na

Balamuthia mandrillaris AF0190
NEFF

Acanthamoeba castellanii Neff
Acanthamoeba_sp._T13_KF928950
5HKMJS2

amisz2

Echinamoeba thermarum AJ489263
SFI-3

SFI-4

Vermamoeba vermiformis KP79239 | |

SFI-1
SFI-2

Vermamoeba vermiformis KC18899 | |

JR1

FCA4

FCA3

FCA2

FCA1l

FER1

DR8

DR7

DR6

DR4

DR3

DR1

DR2

Uncultured eukaryote LC222939
DR9

Tetramitus rostratus M98051
Tetramitus thorntoni X93085
Paratetramitus jugosus M98050
Tetramitus dokdoensis KY463322
TS37-2

TS37-1

Naegleria fowleri KT375442
Naegleria lovaniensis U80062
Naegleria minor X93224
Naegleria fultoni DQ768719
Naegleria australiensis AY3213
Naegleria pagei DQ768714
Naegleria jejuensis MF113400
Naegleria gruberi MG699123
3HKMJS1

Naegleria neojejuensis MF11340
Naegleria clarki JQ271704
Naegleria_sp._DQ768718

S5

S6

Naegleria_sp._AF011457
XOCH2-3

XOCH1-3

XOCH1-2

Uncultured eukaryote JN635490
TS3-2

TA37-1

EAP1L P11

TS3-1

Naegleria americana AM062740
Naegleria_sp._DQ768717

Seq source
Genus

Isolation source
Ecosystem

Figura 12. Estima filogenética de maxima verosimilitud bajo el modelo TrN+G (InL = -4675.42), empleando
PhyML (busqueda 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. Arbol editado en ITOL (Letunic y Bork 2019).
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7.6. Analisis de morfotipos

El género Acanthamoeba mostro su caracteristico morfotipo acanthopodial (Figura 13), el cual
presenta células irregulares con proyecciones citoplasmaticas cortas, afiladas e hialinas. Sin
embargo, AVL de diferentes géneros presentan esta morfologia, 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 proporciono el prefijo “acanth-" al género. Se pueden observar
grandes vacuolas contractiles como cuerpos refringentes al microscopio de contraste de fases en

la mayoria de las células.

El género Vermamoeba presentd un morfotipo monotécito (Figura 14), el cual representa a amebas
monopodiales y subcilindricas con un flujo citoplasmatico constante, ademéas de que presenta un
exterior liso, sin arrugas laterales. Este morfotipo se encuentra en bastantes géneros de tubulinea,
por lo que se requiere de microscopia electronica para identificarlo (Smirnov y Brown 2004). Su
parecido morfolégico a gusanos le proporcioné 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 locomocion eruptiva generada por el flujo de su citoplasma, estos géneros pueden ser
confundidos como monotacitos en las fotografias, debido a que no se observa su locomocion, sin
embargo, algunas de las especies de estos generos 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 rapidamente consumio a su
fuente de alimento. Por el contrario, el cultivo del género Tetramitus (Figura 16) presentd muy
pocos trofozoitos y una gran cantidad de bacterias E. coli, lo que demuestra que este asilado
consume su alimento méas lentamente, por lo que crece a un menor ritmo bajo las condiciones de
cultivo empleadas. El género Naegleria fue nombrado en honor al zoo6logo 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 todavia

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.
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Figura 14. Morfotipo monotéctico 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. Asociacion estadistica entre variables genéticas y ecoldgicas

Se encontr6 una gran diversidad taxonémica considerando que se identificaron organismos
pertenecientes a los supergrupos Amoebozoa y Discoba, encontrados en ramas distintas del arbol
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
asociacion entre estos y sus variables ambientales, a excepcion del género Naegleria, el cual fue

recuperado de dos hébitats diferentes.

El género que méas se encontr6 fue Vermamoeba, con 14 aislados, seguido por Naegleria con 8
aislados y para Acanthamoeba junto a Tetramitus se obtuvieron Unicamente 2 aislados.

17 Eukarya ]

Amoebozoa —————— Discoba
h A 4 ‘L
Tubulinea Discosea Heterolobosea
Echinamoehida Centramoehia Tetramitia
T Acanthopodida T' r Vahlkampfiidae —l
Vermamoeba Echinamoeba | | Acanthamoeba Balamuthia| | Tetramitus Naegleria

10 aislados
2 aislades 2 especies

1 especie 70% En selva baja
100% encontrados en caducifolia

2 aislados
1 genotipo

18 aislados
1 especie

100% encontrados en
el suelo de bosque
de Pinus-Quercus

100% De estos en
sistemas de
conduccion de agua

selva baja caducifolia. 20% en bosque de
Pinus-Abjes

10% en bosque
de Pinus-Quercus

Figura 17. Esquema que muestra la diversidad taxonémica de los géneros encontrados (y sus grupos externos)
ademas de su asociacién 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 mas

prevalente en muestras de la selva baja caducifolia, donde fue encontrado tanto en agua de rio
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como en el suelo. Tetramitus se aislé Unicamente de muestras de la selva baja caducifolia, en el
agua de rio. Por altimo, Vermamoeba fue el Gnico género recuperado del agua potable distribuida
por SAPAC. Se evalu0 la hipdtesis nula de no asociacion entre los géneros de AVL, su habitat y

ecosistema de origen, la cual es fuertemente rechazada: p< 2.22e%® (Figura 18).
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SAP: sistema agua potable SBC: selva baja caducifolia P-O: pino-oyamel
P-E: pino-encino AP: agua potable (SAPAC) AR: agua de rio
S: suelo Aca: Acanthamoeba Nae: Naegleria
Tet: Tetramitus Verm: Vermamoeba

Figura 18. Prueba de X? de triple via de la asociacion y significancia entre los géneros de AVL encontrados en el
estudio, sus habitats 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 especifico, su altura

el valor del residuo, su ancho el tamafio de la muestra y el sentido si la desviacidn es positiva o0 negativa.
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8. Discusion

En este estudio se hizo una caracterizacion molecular y morfolégica de AVL recuperadas de

diversos habitats 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 logr6 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 util para recuperar AVL provenientes de muestras de suelo, sedimento, plantas acuaticas y

cuerpos de agua.

De los estudios realizados en México, solo uno de ellos presenta nimeros de acceso a secuencias
de Genbank y es un estudio Unicamente enfocado a encontrar al género Naegleria (Guzman-
Fierros et al. 2008). Por otro lado, los estudios morfoldgicos en su mayoria no presentan fotografias
y los estudios que las presentan no incluyen todos los géneros encontrados, por lo que la
comparacion de los resultados obtenidos en este trabajo con el resto de los trabajos del pais solo

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

En este trabajo, ademas de que ser el primero en su tipo en el que se recolectaron muestras de suelo
en el pais (Figura 19), también se generd una cantidad importante de secuencias (33), las cuales
podran 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 publicamente, ya que este trabajo no se ha publicado ain, pero eventualmente se
subiran 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 Garajova 2018). A futuro se
debera diversificar la coleccion de medios de cultivo para obtener un muestreo mas 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 mostrd

la mejor cobertura filogenética, especificidad, afinidad e intensidad (Figuras 5-9). Esta pareja se
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encuentra flanqueando la region “V4” del gen 18S rRNA (la region mas variable de este gen en
eucariontes, lo cual facilita realizar estudios de diversidad), tiene condiciones optimas en PCR,
genera una secuencia con un buen tamafio promedio (aprox. 700 ntds) y al utilizarla para
secuenciar presentd secuencias de buena calidad. Ademas, esta seccion solapa con la region
ASA.S1 (en la Figura 3 se observa como los primers seleccionados cubren la region amplificada
por los primers JDP1 y JDP2), la cual, como se menciond en el marco tedrico, es utilizada para

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

Ademas, las pruebas in silico realizadas en el estudio que publico los primers, detectaron que se
unen al 80% de las secuencias eucariotas encontradas en la base de datos SILVA, excluyendo
Unicamente a 8 grupos (Hadziavdic et al. 2014), los cuales, al ser grupos de animales, algas y

hongos, indica que son 6ptimos 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. Aqui
demostramos su utilidad para analizar la diversidad molécular de los super grupos Amoebozoa y

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

Emplear el gen 18S rRNA como una primera aproximacion para un estudio de diversidad resulta
conveniente, debido a que es el marcador mas 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 asi la identificacion de los aislados obtenidos. Este marcador, al ser de
amplio espectro, y unirse a una region conservada, nos ayudo a identificar los géneros de nuestros
aislados empleando un solo par de primers. Por otro lado, trabajar con la region mas divergente
del gen dificulta el alineamiento, ya que las secuencias son filogenéticamente lejanas. Realizar los
alineamientos de perfiles fue una aproximacion util permitié generar un alineamiento de calidad.

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

Otra limitante del gen 18S rRNA es que no contiene suficiente variacion debajo del nivel de género
para definir especies, debido a su baja tasa de evolucion y escaso polimorfismo intraespecifico. Se
ha propuesto el gen COI (citocromo oxidasa 1 mitocondrial) como un buen marcador para AVL,

ya que ha resultado Gtil por su alta resolucion a nivel de especie y su potencial para distinguir entre
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especies cripticas de AVL de los géneros Vannella, Nebela y Quadrulella (Nassonova et al. 2010;
Kosakyan et al. 2012 y 2016).

COl ya ha sido sugerido como el marcador universal para realizar el sistema “codigo de barras de
la vida” en especies de animales (Hebert et al. 2003), pero aun falta ampliar las bases de datos de
COl en AVL para estar seguros de que también sea un buen candidato para diversos linajes de este
grupo polifilético. También se ha recomendado emplear anélisis multilocus para obtener un estudio
que nos permita delimitar a las especies (Tekle et al. 2008; Lahr et al. 2014; Fucikova 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 analisis

filogenético de maxima verosimilitud (Figura 12).

Dentro de los aislados obtenidos en el estudio se puede observar la baja resolucion del 18S rRNA
en el género Vermamoeba en el andlisis de distancias pareadas (Tabla 10) que también se refleja
en el arbol encontrado (Figura 12), donde se encuentran en un mismo cluster. Los resultados son
comparables con un estudio realizado en 2018, el cual mostré que con todas las secuencias
disponibles publicamente 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 Unicas dos
secuencias COI en este género mostrd una considerable divergencia entre ellas (Fu¢ikova y Lahr
2015). Esto sugiere la posibilidad de una diversidad criptica 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 conduccidn de agua, lo que es similar a la conclusién
de Wang et al. 2012, quienes reportan que se trata del género con mayor presencia en sistemas de
conduccion de agua. También se ha encontrado en sistemas de agua en hospitales, representando
un riesgo para la salud debido a la presencia de patdgenos intracelulares que poseen (Pagnier et al.
2015; Lasjerdi et al. 2011, 2015). Este puede ser el motivo por el cual en afios recientes este género

ha sido més 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 conduccion de agua potable en el pais.

El analisis mostrado en la Figura 18 mostro una fuerte asociacion estadistica entre Vermamoeba y
su presencia en los sistemas de conduccion 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 conduccion de agua potable puede ser causado por proceso de desinfeccion insuficiente, ya que
en estudios in vitro se ha demostrado que los quistes de Vermamoeba no son resistentes a los
sistemas de desinfeccion de agua estandares (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 conduccidn 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 especificamente 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 fotografias seria 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 obtencidn de secuencias es la comparacion objetiva de estas con

otros estudios, que evitaria problemas de esta indole.

Para el género Acantamoeba, principalmente se ha empleado el gen 18S rRNA al identificar los
genotipos, debido a que se considera que la region ASA.S1 es suficiente para poder obtener una
buena resolucién 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 Tibet, China (Geisen et al. 2014). En el arbol
encontrado (Figura 12) se logra observar la separacion de estos genotipos con nuestro aislado
clinico NEFF, sin embargo, se necesitan mas cepas de este género para poder discutir en este
trabajo sobre la eficiencia del gen 18S rRNA y la region ASA.S1. Es importante resaltar que los
primers F-566 y R-1200 solapan a la region ASA.S1, pero generan un amplicon de mayor tamarfio
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 analisis de diversidad de Acanthamoeba.

39



El género Acanthamoeba ha sido aislado en diversos paises y puede ser encontrado en todo tipo
de ambientes, aunque principalmente se han encontrado en los suelos (Rodriguez-Zaragoza 1994;
Geisen et al. 2014), lo que coincide con nuestros aislados 5SHKMJS2 y 4MJS2, que Unicamente
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 acuaticos variados. Por su papel en los
casos clinicos y su presencia en la mayoria de los estudios de diversidad, este género ha sido de
los mas estudiados (Figura 20). Este es el género de AVL mas encontrado en los casos clinicos
(Visvesvara et al. 2007).

En el caso de Naegleria, los genes ribosomales se encuentran en plasmidos extracromosomales
(Nguyen et al. 2021), que han sido los principales marcadores moleculares para la definicion de
especies, en especial la region “ITS1,5.8S, ITS2”, siendo la region ITS2 la mas informativa (De
Jonckheere 2004; De Jonckheere 2014).

Aislados de Naegleria son recuperados comunmente 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 analisis de asociacion estadistica (Figura 18) se puede observar como el género
Naegleria es el que representa una mayor distribucion de habitats 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 resolucion del marcador empleado, el analisis de asociacidn esta
limitado a nivel de género, por lo que perdemos cierta informacion que la identificacion especifica

de los aislados nos podria proporcionar con relacién a los factores ambientales de los aislados.

En México, Naegleria ha sido reportado en 16 de los 17 estudios realizados. En el pais ha habido
trabajos enfocados a encontrar unicamente a Naegleria (Tabla 3). El interés por estudiar este
género puede ser atribuido al papel patoldgico que representa la especie N. fowleri en el pais 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 biologia 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 region “ITS1,5.8S, ITS2”, esta ultima siendo la mas usada, para la identificacion de especies
(De Jonckheere y Brown 2005). Sin embargo, no se conoce aun el nivel de polimorfismo

intraespecifico dentro del grupo Heterolobosea, por lo cual se desconoce si estos marcadores son
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adecuados (Panek y Cepicka 2012). Un claro ejemplo acerca de la falta de estandares 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
TS37-1y TS37-2 mostraron ser similares a un aislado de T. dokdoensis; pero se deberan obtener

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

Tetramitus suele encontrarse en baja frecuencia en la mayoria de los estudios de diversidad. Sin
embargo, en 2 estudios moleculares, enfocados en la region ITS1-5,8S-1TS2, realizados en Africa
resulto ser el género mas prevalente, identificando en uno de ellos Unicamente a nivel de género
(Denet etal. 2017) y en el otro se identificaron 2 especies: T. waccamawensis y T. entericius (Farra
etal. 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 aisl6 el género Tetramitus de sedimento de rio, 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 morfoldgico realizado en
Morelos, mencionando que se trata de la especie T. rostratus (Ramirez 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 pais, los cuales en su mayoria son morfolégicos, realizados en ambientes
acuaticos y con un medio de cultivo que acttia como filtro para ciertos géneros y/o especies. Esto
muestra la importancia de actualizar los estandares y aproximaciones de estudios que nos

permitiran obtener una representacion mas realista en torno a la diversidad de AVL en el pais.
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12
10
8
6
4
2
0
Tipo de estudio Habtitat Medio de cultivo
[ Molecular enfocado a Naegleria [ Agua de lluvia I No es mencionado
[ Molecular [JRaices de plantas acuadticas [JAgar no nutritivo + bacterias
Bl Morfologico [ Sistema de agua artificial [Agar no nutritivo
[ Agua salada [ Infusion de paja
[l Cuerpo de agua fresca [l Peptona+agart bacterias

Figura 19. Datos referentes al muestreo, aislamiento e identificacion 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 Gltimos 50 afios que muestran la cantidad de articulos 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 estandares
moleculares para identificar y registrar los aislados, lo que permitira la comparacion 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 maxima verosimilitud para
analizar la diversidad de AVL con base a secuencias de 18S rRNA, permitiendo la identificacion

inequivoca de todos los aislados a nivel de género.

La clasificacion molecular fue consistente con el andlisis microscépico de morfologia de los

aislados.

Se encontr6 una fuerte asociacion estadistica entre los géneros encontrados y los hébitats de los
que fueron recuperados, por lo que podria haber una relacién més estrecha entre éstos de lo que se
piensa, por lo que este tipo de analisis, al ser implementados con aislados identificados a nivel de

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

Para futuros estudios seria deseable obtener y analizar una mayor cantidad de aislados de distintos
ecosistemas y habitats, ademas de emplear diversos medios de cultivo. También se debe considerar
que para la identificacion a nivel de especie son necesarios analisis multilocus que evitaran basar
la clasificacion especifica en la filogenia de un solo gen, ya que estrictamente ésta no es una
filogenia de especie. Estas recomendaciones permitiran obtener un resultado mas representativo

de la diversidad de estos organismos.
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