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RESUMEN

Resumen de la tesis de Yosira Mariela Garcia Rodriguez presentada como requisito
parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California,
Meéxico. Mayo de 2025.

"Analisis metodolégico para cultivo in vitro de tardigrados (Eutardigrada,
Heterotardigrada) de Baja California"

Resumen aprobado:

A

Dra. Patricia Guadalupe Nuiez Pérez

El filo Tardigrada ha sido objeto de estudio en las ultimas décadas. Es conocido
por su notable resistencia a condiciones ambientales extremas. Algunas especies de
este grupo son consideradas organismos modelo en la Astrobiologia. Sin embargo, los
trabajos enfocados en el cultivo de tardigrados siguen siendo limitados. En este
estudio, se evaluaron distintas metodologias para el cultivo in vitro de especies de
tardigrados presentes en Baja California con el objetivo de determinar las mas eficaces.
Para ello, se realizaron colectas de musgos y liquenes en la ciudad de Ensenada y en
el desierto de Catavifia, en San Quintin, a partir de los cuales se extrajeron individuos
de Paramacrobiotus gadabouti, Macrobiotus hufelandi, Milnesium tardigradum,
Ramazzottius sp. y Viridiscus viridianus. Posteriormente, estos organismos fueron
cultivados bajo diferentes condiciones de sustrato, medio acuoso, temperatura,
fotoperiodo y humedad-desecacion. Ademas, se cultivaron musgos y la microalga
Chlorella vulgaris como fuente de alimento, y se utilizo Hypsibius exemplaris como
especie control. Las observaciones periddicas permitieron evaluar la actividad,
alimentacion y reproduccion de cada especie. Se registro la produccion de huevos en
cuatro de las especies trabajadas, aunque solo en el control se logré un incremento en
la poblacion inicial. El andlisis del efecto de la temperatura en los tardigrados de la
familia Macrobiotidae, en conjunto con los resultados obtenidos en las demas especies,
sugiere que temperaturas bajas, junto con el cambio constante del medio acuoso,
incrementan el éxito del cultivo. Ademads, los cultivos de musgos y C. vulgaris
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demostraron ser una fuente viable de alimento para los tardigrados herbivoros y un
suplemento para los omnivoros. Estos hallazgos resaltan la importancia de mantener
un cultivo simultdneo de alimento vivo, incluyendo musgos, microalgas, rotiferos y
nematodos, para favorecer la estabilidad de las poblaciones de tardigrados. El
establecimiento de metodologias eficientes para su cultivo no solo facilita su estudio
en condiciones controladas, sino que también abre nuevas posibilidades para su
aplicacion en disciplinas como la Biotecnologia, la Biomedicina y la Astrobiologia.

Palabras clave: cultivo, eutardigrada, heterotardigrada, Ensenada, Catavifia
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ABSTRACT

The phylum Tardigrada has been the subject of study in recent decades due to
its remarkable resistance to extreme environmental conditions. Some species within
this group are considered model organisms in fields such as Astrobiology. However,
research focused on tardigrade cultivation remains limited. In this study, different in
vitro cultivation methodologies were evaluated for tardigrade species found in Baja
California to determine the most effective ones. To this end, moss and lichen samples
were collected in the city of Ensenada and the Catavifia desert in San Quintin, from
which individuals of Paramacrobiotus gadabouti, Macrobiotus hufelandi, Milnesium
tardigradum, Ramazzottius sp., and Viridiscus viridianus were extracted. These
organisms were subsequently cultivated under different conditions of substrate,
aqueous medium, temperature, photoperiod, and humidity-desiccation. Additionally,
moss and the microalga Chlorella vulgaris were cultivated as a food source, and
Hypsibius exemplaris was used as a control species. Periodic observations allowed for
the evaluation of activity, feeding, and reproduction in each species. Egg production
was recorded in four of the studied species, although only the control group showed
an increase in the initial population. The analysis of temperature effects on tardigrades
of the family Macrobiotidae, along with the results obtained for other species, suggests
that low temperatures, combined with constant medium renewal, enhance cultivation
success. Furthermore, moss and C. vulgaris cultures proved to be a viable food source
for herbivorous tardigrades and a supplement for omnivorous species. These findings
highlight the importance of maintaining a simultaneous culture of live food sources,
including mosses, microalgae, rotifers, and nematodes, to support the stability of
tardigrade populations. Establishing efficient methodologies for their cultivation not
only facilitates their study under controlled conditions but also opens new possibilities
for their application in fields such as Biotechnology, Biomedicine, and Astrobiology.

Keywords: culture, Eutardigrada, Heterotardigrada, Ensenada, Catavia
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1. INTRODUCCION

Los tardigrados, también conocidos como osos de agua o cerditos del musgo, son
un grupo de invertebrados bilaterales microscopicos y acuaticos que habitan en
diversos ambientes alrededor del mundo. Fueron descubiertos en Europa a finales del
siglo XVIII por Johann August Ephraim Goeze y, hasta la fecha, se han registrado en
todos los continentes, desde el fondo marino hasta las cumbres mas altas (Greven,
2018; Nelson et al., 2018).

Su amplia distribucion puede atribuirse a su capacidad de dispersion, su pequefio
tamafio y la reproduccion asexual en algunas especies (Artois et al., 2011; Gasiorek,
2024). Ademas, poseen una notable resistencia a condiciones extremas, como
temperaturas bajas, ambientes hipo o hiperosmoticos, bajas concentraciones de
oxigeno, desecacion y altas dosis de radiacion (Mebjerg et al., 2011).

Su resistencia se debe a su capacidad de entrar en criptobiosis, un estado de latencia
en el que el metabolismo disminuye hasta niveles indetectables. Debido a esta
caracteristica, los tardigrados han despertado gran interés en areas como la
Biotecnologia, la Biomedicina y la Astrobiologia (Erdmann y Kaczmarek, 2017;
Hashimoto et al., 2016; Horikawa et al., 2008b, 2012; Kasianchuk et al., 2023; Kirke
et al., 2020; Persson et al., 2011; Rebecchi et al., 2012; Ricci et al., 2021; Rizzo et al.,
2015; Wilanowska, 2024).

Diversos estudios han analizado las moléculas responsables de su resistencia para
su posible aplicacion en la preservacion de materiales biologicos, farmacos y alimentos

(Schill et al., 2009; Kasianchuk et al., 2023), asi como en la proteccion celular en
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organismos vegetales y animales (Hashimoto et al., 2016; Kirke et al., 2020; Ricci et

al., 2021).

El cultivo in vitro de tardigrados se ha realizado desde 1914 y ha cobrado mayor
relevancia desde la década de 1960 (Altiero et al., 2018). A lo largo de los afios, el
cultivo ha sido empleado en estudios sobre taxonomia, comportamiento alimentario,
relaciones interespecificas y resistencia a condiciones extremas. Sin embargo, son
pocos los estudios que se enfocan exclusivamente en el cultivo de tardigrados, aunque
en los ultimos afios ha habido un aumento de metodologias propuestas para
Eutardigrada (Roszkowska et al., 2021). En esta investigacion se analizaron las
metodologias existentes aplicadas a especies de tardigrados presentes en el estado de
Baja California, con el proposito de evaluar su eficacia y proponer estrategias 6ptimas
para su cultivo. Consideramos que la experimentacion con especies locales enriquece
los estudios taxondmicos de la region, permite la caracterizacion morfologica de
huevos, juveniles y adultos de una misma poblacion, asi como la posibilidad de realizar
estudios moleculares que complementen un estudio integral. Asi mismo, las
metodologias sencillas y accesibles pueden ser replicadas en cualquier laboratorio que
se encuentre interesado en el estudio de los tardigrados terrestres.

El mantenimiento de cultivos saludables es fundamental para el Laboratorio de
Astrobiologia del Instituto de Astronomia de la UNAM, en Ensenada, ya que permitira
llevar a cabo experimentos bajo condiciones extremas, como exposicion a radiacion y

bajas temperaturas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del filo Tardigrada

El filo Tardigrada se incluye en el clado Ecdysozoa (Nelson et al., 2010;
Campbell et al., 2011), dentro del superfilo Panarthropoda junto con Arthropoda y
Onychophora (Smith y Goldstein, 2017). Son microinvertebrados acudticos, con un
tamano de entre 50 y 1200 pum, presentan un cuerpo generalmente cilindrico y
segmentado, con cuatro pares de patas (Mabjerg et al., 2018). Actualmente se conocen
alrededor de 1488 especies, las cuales se pueden clasificar en tres clases: Eutardigrada,

Heterotardigrada y Mesotardigrada (Figura 1) (Degma y Guidetti, 2024).

Arthrotardigrada
— Heterotardigrada {

Echiniscoidea

Mesotardigrada Thermozodia

Apochela ;
— Eutardigrada —[
Parachela fa Lo

P~

Figura 1. Taxonomia clasica de clases y ordenes de Tardigrada, y sus esquemas

caracteristicos. Tomado de Jergensen, et al., 2018.

Se pueden encontrar como principales diferencias entre las clases la morfologia
que presentan y los habitats donde pueden encontrarse. Por ejemplo, los eutardigrados,

divididos en los 6rdenes Apochela y Parachela (Fig. 1), son cominmente encontrados
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en hébitats dulceacuicolas y terrestres, mientras que Heterotardigrada, divididos en los

ordenes Arthrotardigrada y Ehiniscoidea (Fig. 1), pueden encontrarse comunmente en
habitats marinos y zonas terrestres con ambientes calidos y aridos (Mebjerg et al.
2018). Morfologicamente, los heterotardigrados tienen una cuticula con placas
definidas, tanto dorsales como ventrales, asi como apéndices, conocidos como cirros
y clavas; mientras que los eutardigrados muestran una cuticula lisa y delgada, s6lo en
casos aislados se encuentran especies con apéndices, y es posible identificarlos con el
tubo bucofaringeo (Mabjerg et al., 2018; Fleming & Arakawa, 2021).

El filo Tardigrada presenta una distribucion mundial, sin embargo, al tener una
amplia diversidad de especies es posible encontrar especies tanto endémicas como
cosmopolitas (Gasiorek, 2024), pues ciertos taxones requieren condiciones
ambientales especificas, mientras que otros presentan un rango mas amplio de
adaptabilidad. Pese a esto, todos los tardigrados son considerados hidréfilos, pues
requieren de al menos una pelicula de agua para llevar a cabo sus funciones (Miller,
1997; Kinchin, 2008). No obstante, al existir una falta de agua, los tardigrados no
fallecen, sino que entran en un estado de latencia llamado criptobiosis (Crowe, 1971;

Bertolani et al., 2004).

2.2 Reproduccion

El phylum Tardigrada presenta distintos tipos de reproduccion, siendo la
anfimixis y la telitoquia los tipos prominentes. La anfimixis, o reproduccion sexual, se
da en especies bisexuales y hermafroditas, donde se requiere la unién de gametos

femeninos y masculinos para llevar a cabo la fertilizacion. En cambio, la telitoquia, es
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un tipo de reproduccion asexual partenogenética, en la que solamente se produce

progenie femenina a partir de huevos no fertilizados (Moyes y Schulte, 2007). El tipo
de reproduccion puede estar relacionado con el tipo de dispersion y el tipo de sustrato
en el que los tardigrados habitan, siendo posible que una especie pueda presentar
ambos tipos de reproduccion, dependiendo también de factores externos (Bertolani et
al., 1990).

Los huevos, puestos por las hembras, se pueden observar en dos maneras,
huevos ornamentados con distintos tipos de espiculas, denominadas procesos (Fig. 2b),
que son liberados al ambiente; y los huevos lisos (Fig. 2a), ovipositados en la exuvia
una vez que la progenitora muda su cuticula (Fig. 2b) (Sugiura y Matsumoto, 2021;
Guidetti, 2024). Los huevos, ademas de su importancia para el estudio de la biologia
del desarrollo, son de suma importancia taxonémica, pues pueden presentar una amplia

variedad de ornamentaciones caracteristicas (Bertolani et al., 1996).

Huevos b

Exuvia

Figura 2. Dos métodos de oviposicion en tardigrados, a. en exuvia, lisos, b. en el ambiente,

generalmente ornamentados. Modificado de Sugiura y Matsumoto (2021).

Dentro de los grupos de interés para este trabajo, se encuentra el género
Paramacrobiotus sp., que estd compuesto por al menos 45 especies, y solamente se

conoce el mecanismo reproductivo de 14 de ellas (Kayastha et al., 2023b). En el caso
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de Paramacrobiotus gadabouti Kayastha 2023, se registra que es una especie que se

reproduce por telitoquia (Kayastha et al., 2023a). En otras especies de este género, por
ejemplo, P. richtersi (Murray, 1911) y P. experimentalis (Gasiorek, Stec, Morek,
Zawierucha, Michalczyk & Kaczmarek, 2021), también se registra reproduccion
sexual, donde se ha podido observar fertilizacion externa (Guidetti et al., 2019;
Kayastha et al., 2023b).

Se ha registrado que algunas de las especies del género Macrobiotus sp.
presentan reproduccion sexual, con poblaciones bisexuales que pueden llegar a
presentar habitos de apareamiento y fertilizacion externa (Sugiura et al., 2019; Sugiura
y Matsumoto, 2021). La oviposicion se da directamente al ambiente, con huevos
ornamentados.

En la especie Milnesium tardigradum Doyere, 1840 se han registrado
poblaciones principalmente telitoquicas, pero existen poblaciones con machos en raras
ocasiones (Suzuki, 2008; Sugiura y Matsumoto, 2021). La oviposiciéon se da en la
exuvia, donde los huevos son lisos. Otras especies del género presentan también
reproduccion asexual, se han podido generar poblaciones en cultivo a partir de incluso
un individuo (Morek et al., 2019).

Respecto al género Ramazzottius sp., se han registrado tanto especies
anfimicticas como telitoquicas (Rebecchi y Bertolani, 1988; Bertolani et al., 1990).
Los huevos que produce este género son ornamentados y depositados directamente al
ambiente. Se han realizado estudios que demuestran la tolerancia a factores extremos
en huevos tanto en estado anhidrobidtico como hidratados (Horikawa et al., 2012). De

forma similar, el género Hypsibius sp. muestra una variedad de mecanismos
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reproductivos (Dastych et al., 2003; Pilato et al, 2006). En el caso especifico de

Hypsibius exemplaris (Gasiorek, Stec, Morek & Michalczyk, 2018), se trata de una
especie partenogenética (Stone y Vasanthan, 2020), y la oviposicion se da en huevos
lisos dentro de la exuvia.

El género Viridiscus sp. se creia exclusivamente partenogenética hasta el afo
2020, cuando Nelson y colaboradores identificaron la presencia de machos. Por tanto,
especificamente en la especie Viridiscus viridianus (Pilato, Fontoura & Lisi, 2007),
aunque la tasa de machos es baja en comparacion a la de hembras, se trata de una
especie gonocorica, sin un notable dimorfismo sexual, mas que la diferenciacion en el

gonoporo (Nelson et al., 2020; Momeni et al., 2023).

2.3.1 Cultivos en laboratorio

Para llevar a cabo el estudio de las capacidades de resistencia en laboratorio,
es necesario contar con poblaciones abundantes de diversas especies. Por esto, se han
cultivado para su estudio desde principios del siglo XX (von Wenck, 1914). Durante
las ultimas décadas, se han presentado numerosos protocolos para el cultivo de
eutardigrados (Suzuki, 2003; Schill y Fritz, 2008; Horikawa, 2008a; Hengherr et al.,
2009; Sugiura et al., 2019; Guidetti et al., 2020; Kaczmarek et al., 2020; Roszkowska
et al., 2021), sin embargo, el estudio de cultivo de heterotardigrados se ha abordado
solamente por Momeni et al., (2022). En este estudio, Momeni y colaboradores
senalan que el cultivo de heterotardigrados puede estar limitado debido a que pasan
mas tiempo en estado de desecacion que en estado activo, ya que las zonas donde

habitan tienden a ser menos himedas, por lo que proponen un ciclo de humedad y
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desecacion intercalado, con temperatura constante de 20°C, un fotoperiodo de 16:08

horas de luz y oscuridad, humedad relativa del 55% y alimentacion a base de C.
vulgaris y protonema de musgo.

El cultivo de los tardigrados también ha permitido conocer sus diferentes tipos
de alimentacion y preferencias alimentarias (Sayre, 1969; Schill et al., 2011; Bryndova
et al., 2020). Gracias a estos estudios, se conoce que los tardigrados pueden ser
clasificados como herbivoros, como los de los géneros Ramazzottius sp. y Viridiscus
sp., que se alimentan principalmente de microalgas verdes y musgos; hay también
tardigrados carnivoros, como los del género Milnesium sp., que se alimentan
principalmente de rotiferos y nematodos, pero se ha registrado que también llegan a
alimentarse de otros tardigrados; y existe un grupo de tardigrados omnivoros, como
son los géneros Paramacrobiotus sp. y Macrobiotus sp., que pueden alimentarse tanto
de otros microinvertebrados, como de musgo, algas, bacterias, levaduras o detritus
(Doncaster y Hooper, 1961; Suzuki, 2003; Horikawa et al., 2008a; Sanchez-Moreno
et al., 2008; Guidetti et al., 2012; Nelson et al., 2018; Momeni et al., 2022).

Algunos de los factores fisicoquimicos de importancia para el cultivo in vitro
de tardigrados son el sustrato, el medio, la temperatura, el fotoperiodo y la relacion de
humedad-desecacion. Como sustrato, se han propuesto dos principales opciones, lijar
o rayar el fondo de la caja de Petri para crear una textura rugosa a base de surcos, o
cubrir el fondo de las cajas con solucion de agar. También se ha propuesto una pelicula
de algas en el fondo del contenedor (Baumann et al., 1961; Gross et al., 2001; Gabriel

y Goldstein, 2007; Gabriel, 2007; Propawa et al., 2015b; Erdmann et al., 2007).
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El medio acuoso de preferencia es el agua mineral no gasificada, generalmente

de marcas comerciales. Las marcas de agua mineral embotellada mas populares entre
los autores son Zywiec Zdroj y Volvic, en las que generalmente varia el contenido de
minerales. Algunas de las marcas con mayor distribucidon en comercios mexicanos son
Sta. Maria, Agua de Piedra, Panna y Evian, que, a su vez, también muestran
variaciones en la proporciéon de minerales (Tabla II). Ademés del agua mineral,
algunos autores utilizan medios elaborados en laboratorio como el medio de Chalkey
(Gabriel et al., 2007, Nunez et al., 2019) y el medio KCM (Suma, 2020).

La temperatura 6ptima promedio para el cultivo de diferentes géneros de
Eutardigrada se encuentra entre los 14°C y 20°C (Roszkowska et al., 2021), mientras
que para Heterotardigrada se recomienda una temperatura entre 20°C y 25°C (Momeni

et al., 2022).
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Tabla II. Comparacion de minerales y pH de las marcas de agua mineral sin gas mas

utilizadas en cultivo de tardigrados (Zywiec Zdréj y Volvic) y las de mayor
comercializacion en México. Todos los valores estdn en miligramos/Litros. ND indica

la falta de datos de ese parametro. Informacion obtenida de las etiquetas.

Zgg::: Volvic | Sta. Maria Evian Iz)gi::r(;e Panna

Calcio 36,3 12 7,1 80 244 31,5
Sulfatos ND 9 1 14 220 21,6
Magnesio 53 8 5 26 22 6,5
Sodio 7,8 12 8 6,5 25 6,5
Bicarbonatos 121,1 74 68 360 155 106
Potasio ND 6 2,6 1 ND 0,8
Silicatos ND 32 ND 15 ND 6,9
Cloruros ND 15 1 10 28,4 73
Nitratos ND 7,3 2 3,8 0,09 2,9
pH ND 7 7.4 72 8 7.9

El fotoperiodo utilizado en laboratorio usualmente es de 12:12 horas de luz y
oscuridad (Altiero y Rebecchi, 2001; Schill y Fritz, 2008; Schill, 2013; Kagoshima et
al., 2013; Altiero et al., 2015; Lemloh et al., 2015), o completamente en oscuridad,
aunque muchos autores no registran el fotoperiodo de sus cultivos. Roszkowska y
colaboradores (2021) indican que el fotoperiodo puede ser irrelevante para muchos de
estos animales ya que carecen de vision.

La mayoria de los estudios en los que se han cultivado eutardigrados se
mantienen en humedad constante, manteniendo la actividad de los organismos por
semanas, meses o afios (Altiero y Rebechi, 2001; Roszkowska et al., 2021; Momeni et

al., 2022), sin embargo, Momeni y colaboradores (2022) proponen que en el caso de
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Heterotardigrada, es importante tener un periodo de desecacion parcial diaria, asi como

una desecacion total periddica para imitar las condiciones ambientales en que los

heterotardigrados se desarrollan.

2.3.2 Cultivos en Latinoamérica y México

El cultivo de tardigrados en México y Latinoamérica ha sido poco estudiado.
El primer trabajo en este tema trata de tardigrados limnoterrestres de Brasil, donde se
estudid una metodologia para cultivar al género Macrobiotus sp., que se cultivd con
agua destilada y el alga Chlorella vulgaris en recipientes de plastico con una capa de
agar en el fondo como sustrato (Meneghin y Pulschen, 2010).

Posteriormente, en 2019, Nuifiez y colaboradores lograron con éxito el cultivo
de Hypsibius dujardini (Doyere, 1840) con agua potable como medio (aunque
recomiendan utilizar el medio Chalkey) a temperatura ambiente, un sistema de
aireacion automatizado y alga Spirulina sp. como alimento, en una pequeia pecera de
vidrio bajo luz tenue. Aunque la cepa de tardigrados procedia de cultivo previo de la
compafiia Carolina® Biological Supply, este es hasta la fecha el {inico protocolo
publicado e implementado para el cultivo de tardigrados en México.

Finalmente, en 2021, Amortegui Ayala presentd como trabajo de tesis de
licenciatura la implementacién de un protocolo de cultivo de Eutardigrada para el
Laboratorio de Investigacion de Biologia en la Universidad del Bosque, en Bogota,
Colombia. En dicho trabajo, se cultivo a los tardigrados Macrobiotus sp., Milnesium

sp. € Hypsibius sp., que se alimentaron con Chlorella sorokiniana y Azospirillum
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brasilense, con dos diferentes temperaturas, y una mezcla de agua mineral y agua

destilada como medio. En este trabajo, se determind que la temperatura ambiente
(20°C — 23 °C) es adecuada para el mantenimiento de los cultivos, ya que a esta
temperatura los tardigrados mostraron una mayor tasa de alimentacion y mejor
supervivencia, con una puesta de 13 huevos y el mantenimiento de su poblacion inicial,
mientras que a temperaturas mas bajas la poblacion disminuy6 un 50%. Asimismo, se
concluy6 que la combinacion de C. sorokiniana y A. brasilense como fuente de

alimento favorece el mantenimiento de los tardigrados.



13
3. PERSPECTIVAS: IMPORTANCIA DE LOS TARDIGRADOS EN

ASTROBIOLOGIA, BIOTECNOLOGIA Y BIOMEDICINA

Una caracteristica primordial que hace interesante el estudio de los tardigrados
es su habilidad para enfrentar condiciones extremas: falta de oxigeno, sequia, radiacion
ionizante, presion, salinidad, temperatura, pH. Dado que los extremofilos se
caracterizan por sobrevivir a uno de estos parametros en un grado inusual, y los
tardigrados pueden sobrevivirlos simultineamente, son considerados como
organismos poliextremofilos (Gagyi-Palffy & Stoian, 2011; Goldstein, 2018).

El estudio de la resistencia de los tardigrados a condiciones extremas, aunque
poco explorado en Latinoamérica y en el mundo en general, es clave para comprender
su biologia, fisiologia, ecologia y taxonomia. Ademds, tiene aplicaciones en
disciplinas como la tardigradologia (el estudio de los tardigrados), la biomedicina, la
biotecnologia, las ciencias émicas y la astrobiologia.

Especificamente en el campo de la astrobiologia, que estudia el origen,
evolucion, distribucion y futuro de la vida en la Tierra y el universo (Morrison, 2001),
los tardigrados han sido clasificados como un organismo modelo (Suzuki, 2003;
Horikawa, 2008b; Wilanowska et al., 2024). Esto debido a su capacidad de criptobiosis
y la capacidad de mantener a salvo su material genético y sus células durante los
periodos de estrés. Esto es posible en parte a varios factores como azicares o proteinas
especiales. Una de las azicares implicadas es la trehalosa (Nguyen et al., 2022). Entre
las proteinas implicadas en su resistencia se encuentran las TDPs (7Tardigrade
Disordered Proteins), que engloba a la proteina Dsup (damage suppressor protein),

CAHS (cytoplasmic abundant heat soluble protein), MAHS (mitochondrial abundant
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heat soluble protein) y SAHS (secreted abundant heat soluble protein), asi como las

LEAs (late embryogenesis abundant proteins) (Tabla I). Estas proteinas tienen
diversas funciones, y se plantea que pueden ser muy utiles en biomedicina y
farmacologia, sobre todo por su potencial para permitir la desecacion celular en la

criptobiosis (Tabla I) (Kasianchuk et al., 2023).

Tabla I. Aplicaciones potenciales de moléculas de tardigrados en biomedicina y

farmacologia. Traducido de Kasianchuk y colaboradores (2023).

Grupo de proteinas Aplicaciones biomédicas potenciales
Proteccion contra estrés oxidativo
Dsup
Proteccion contra la radiacion
Preservacion de enzimas
Preservacion de células
(TDPs) Proteinas desordenadas de
tardigrados . . e
& CAHS Preservacion de proteinas terapéuticas
Nuevos agentes anti apoptoticos
Diseflo de plataformas de vacunas secas
MAHS Preservacion de células
LEAs (Proteinas abundantes en la Preservacion y almacenamiento a largo plazo
embriogénesis tardia) de células

Los tardigrados se han estudiado en varias ocasiones en ciencias espaciales

(Erdmann y Kaczmarek, 2017; Jagadeesh et al., 2018) e incluso han sido trasladados
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a la Estacion Espacial Internacional para estudiar los efectos de la exposicion al

espacio en diferentes misiones y proyectos donde se ha estudiado su resistencia al
vacio, radiacion ionizante y microgravedad, asi como sus mecanismos de proteccion
de ADN (Rebecchi et al., 2009; Persson et al., 2011; Rizzo et al., 2015). Comprender
estos mecanismos es crucial, ya que permiten a los tardigrados sobrevivir en
condiciones extremas que serian letales para la mayoria de los organismos. Esto no
solo ofrece informacion sobre los limites de la vida en la Tierra, sino que también tiene
implicaciones en la biisqueda de vida en otros planetas y en el desarrollo de estrategias
para la proteccion de biomoléculas y células en entornos espaciales.

El cultivo de tardigrados en laboratorio no solo garantiza la viabilidad de los
organismos de estudio, sino que también son clave para profundizar en la comprension
de la adaptacion y supervivencia de la vida en entornos extremos, con aplicaciones en
Astrobiologia y exploracion espacial. Ademads, permitira un mejor conocimiento de la
taxonomia y ecologia poblacional de las especies locales, promoviendo colaboraciones

interdisciplinarias con areas como la Biotecnologia y las ciencias 6micas.
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4. HIPOTESIS

Las especies de Eutardigrada y Heterotardigrada presentes en Baja California
compartirdn, en general, requerimientos similares de cultivo con los descritos en la
literatura. Sin embargo, podrian presentar variaciones debidas a las diferencias
ecoldgicas de sus habitats de origen, las cuales pueden influir en sus preferencias
alimentarias y en las condiciones fisicoquimicas Optimas para su mantenimiento in

vitro.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar y comparar metodologias existentes para el cultivo in vitro de especies
de tardigrados (Eutardigrada y Heterotardigrada) presentes en Baja California, con el
fin de identificar las mas eficaces en términos de supervivencia y reproduccion

sostenida en condiciones controladas.

Objetivos especificos

1. Analizar las preferencias alimentarias de distintas especies de tardigrados
mediante la observacion de su comportamiento tréfico en condiciones de
laboratorio.

2. Desarrollar y optimizar técnicas de cultivo que promuevan la reproduccion de
al menos dos especies identificadas en las salidas de campo, con evidencia de

descendencia viable hasta la segunda generacion (F2).
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3. Establecer cultivos in vitro de tardigrados en reproduccion continua (con F2

confirmada), como base para futuros ensayos bajo condiciones fisicoquimicas

extremas.



18
6. AREA GEOGRAFICA DE ESTUDIO

6.1 Cerro Chapultepec, Ensenada, Baja California

Ensenada es un municipio localizado en la region noroeste del estado de Baja
California. Se encuentra en el piso bioclimatico Termomediterraneo (Peinado et al.,
1994), que cuenta con un clima semiarido caracterizado por temperaturas moderadas
por largos periodos de sequia, y cortos periodos de lluvias invernales entre los meses
de diciembre y febrero (Fig. 4). La vegetacion en esta region esta caracterizada por el
matorral costero con formaciones de arbustos esclerofilos (Fig. 5) (Peinado et al.,
1995; Gonzalez-Abraham et al., 2010). El Cerro Chapultepec, en la zona suburbana de
la ciudad, es una colina con un pronunciado efecto de ladera, en la que la cara norte
presenta gran abundancia de arbustos y caidas de agua, que permiten crecer musgos y
liquenes en el nivel del suelo (Fig. 6). En este trabajo se colectaron 28 muestras de
musgos y liquenes de forma aleatoria en el area del Cerro Chapultepec (Figs. 3 y 6,
Tabla III). Este muestreo fue posterior a la temporada de lluvias en la region, en marzo

de 2023.
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Figura 3. Zonas de muestreo de liquenes y musgos de Baja California. Los puntos indican las
coordenadas de los muestreos correspondientes a la Tabla III. (A) Ubicacion geografica del
Estado de Baja California. Ubicado en el noroeste de la Republica Mexicana, colinda al norte
con Estados Unidos de América, al oeste con el Océano Pacifico, al este con el estado de
Sonora y el Golfo de California, y al sur con el estado de Baja California Sur. (B)
Acercamiento al area de estudio Cerro Chapultepec, ubicado en la ciudad de Ensenada. (C)
Acercamiento al area de estudio Catavifia, ubicado en el municipio de San Quintin. Elaborado
en el software QGIS 3.38.2 Grenoble, utilizando datos de INEGI (2024), ArcGis Hub (2024)

y GEBCO Compilation Group (2024).
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Figura 4. Climograma basado en los datos de la Estacion 00002025 Ensenada (OBS)
(31°51'28" N, 116°36'21" W, altura 21.0 msnm) recolectados entre 1951 y 2010. Graficado de

acuerdo con los datos normales climatologicos del Servicio Meteorologico Nacional (2024).



Figura 5. Paisaje del Cerro Chapultepec, ubicado en la zona semi urbana del municipio de
Ensenada, Baja California. Presenta vegetacion perteneciente a matorral costero, con arbustos

esclerdfilos. Fotografia capturada en diciembre de 2024.



Figura 6. Musgos y liquenes muestreados en el Cerro Chapultepec. (A) Syntrichia ruralis,

muestra 1; (B) Tortula muralis con esporofitos, muestra 4 (C) Thuidium robustum, muestra 8.
(D) Xanthoparmelia cumberlandia, liquen adherido a roca, muestra 18. Fotografias tomadas
con la aplicacion Naturalista, (A), (B) y (D) por la usuaria Esther Elena Reyes Acosta,

estherera, (C) por la usuaria Yosira Mariela Garcia Rodriguez, yosiragarcia.



6.2 Cataviina, San Quintin, Baja California

El desierto de Catavina se ubica en la region de Vizcaino, una de las
subdivisiones del desierto sonorense (Peinado et a., 1994b). Se encuentra en el piso
bioclimatico Mesotropical, presentando un clima mayoritariamente arido, con
precipitaciones que se dan principalmente entre diciembre y febrero, y el resto durante
los meses de otono (Garcia, 2004) (Fig. 7). Adicionalmente, esta regién presenta
nieblas frecuentes, mismas que influencian la presencia de liquenes y epifitas
(Gonzalez-Abraham, 2010). Los liquenes presentes se encuentran incrustados a rocas
graniticas, o adheridos a formas vegetativas como cactdceas con tallos lignificados
(Fig. 8). Esta region esta caracterizada como matorral sarcocaule, donde abundan
formas vegetales arbustivas y grandes cactaceas de troncos gruesos. (Fig. 9).

En mayo de 2022 se colectaron cinco muestras de musgos y liquenes de forma
aleatoria en el desierto de Catavifia, y posteriormente otro muestreo donde se

colectaron 10 muestras aleatoriamente en diciembre de 2023 (Tabla III, Fig. 8).
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Figura 7. Climograma basado en los datos de la Estacion 00002051 San Luis Baja California
(29°43'38" N, 114°42'39" W, altura 480.0 msnm) recolectados entre 1951 y 2010. Graficado
de acuerdo con los datos normales climatologicos del Servicio Meteorologico Nacional

(2024).



Figura 8. Musgos y liquenes colectados en el Desierto de Catavifia. A. Syntrichia cf.

caninervis expuesto a la luz solar, sobre suelo arenoso, muestra 2; B. Syntrichia cf. caninervis,
adherido a suelo arenoso y roca granitica, sombra parcial, muestra 3; C. liquen costroso
adherido a corteza esclerificada de cardon Pachycereus pringlei, muestra 4; D. Liquen
costroso adherido a roca, muestra 2. Fotografias tomadas con la aplicacion Naturalista. (A),
(B) y (C) por la usuaria Yosira Mariela Garcia Rodriguez, yosiragarcia, (D) por el usuario

Carlos Eduardo Nieto Duran, charlieend.



Figura 9. Paisaje en Catavifia, localidad en el municipio de San Quintin. Perteneciente a la

Reserva de la Biosfera Valle de los Cirios, presenta principalmente vegetacion sarcocaule.

Fotografia capturada en mayo de 2022.
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Tabla IIla. Muestreos efectuados durante los anos 2022 y 2023 en las localidades

Cerro Chapultepec y Cataviia.

Numero de

Fecha Localidad Muestra Tipo de muestra Coordenadas
07/03/23 Chapultepec 1 Musgo 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 2 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 3 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 4 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 5 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 6 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 7 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 8 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 9 Musgo 31.874,-116.634
07/03/23 Chapultepec 10 Musgo 31.874, -116.635
07/03/23 Chapultepec 10.1 Liquen/Musgo 31.874, -116.635
07/03/23 Chapultepec 11 Liquen 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 12 Musgo 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 13 Liquen 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 13,1 Liquen/Musgo 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 13,2 Musgo 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 14 Liquen/Musgo 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 14,1 Musgo 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 14,2 Liquen 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 15 Musgo 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 15,1 Liquen 31.873,-116.633
07/03/23 Chapultepec 16 Liquen/Musgo 31.873,-116.631
07/03/23 Chapultepec 17 Musgo 31.873,-116.631
07/03/23 Chapultepec 17,1 Musgo 31.873,-116.631
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Tabla IIIb. Muestreos efectuados durante los afios 2022 y 2023 en las localidades

Cerro Chapultepec y Cataviia.

Fecha Localidad N:{n:::;:e Tipo de muestra Coordenadas
07/03/23 Chapultepec 17,2 Musgo 31.873,-116.631
07/03/23 Chapultepec 18 Liquen 31.873,-116.632
07/03/23 Chapultepec 19 Liquen 31.873,-116.632

21/05/2022 Cataviia 1 Musgo 29.80391, -114.79897
21/05/2022 Cataviia 2 Musgo 29.80353, -114.79945
21/05/2022 Cataviia 3 Musgo 29.80327, -114.79987
21/05/2022 Cataviia 4 Liquen 29.80216, -114,80122
21/05/2022 Cataviia 5 Musgo 29.80495, -114.80021
22/12/2023 Cataviia 2 Liquen 29.75171, -114.74431
22/12/2023 Cataviia 3 Musgo 29.75169, -114.74410
22/12/2023 Cataviia 4 Liquen 29.75221, -114.74240
22/12/2023 Catavifia 5 Musgo 29.75233,-114,74228
22/12/2023 Cataviia 6 Musgo 29.75221, -114.74257
22/12/2023 Catavifia 7 Liquen/Musgo 29.75187, -114.74358
22/12/2023 Catavifia 8 Liquen/Musgo 29.75224, -114.74302
22/12/2023 Cataviia 9 Musgo 29.75185, -114,74295
22/12/2023 Cataviia 10 Musgo 29.75130, -114,74222
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7. METODOLOGIA

7.1 Colecta y procesamiento de las muestras

Los musgos y liquenes colectados se guardaron en bolsas de papel estraza
desde el momento de la colecta hasta la rehidratacion. Estas bolsas se etiquetaron con
nombre de la localidad, fecha, nimero de muestra, coordenadas, tipo de muestra
(musgo, liquen, o musgo y liquen), tipo de ecosistema y nombre del recolector. Todas
las muestras fueron almacenadas en cajas de carton en el Laboratorio de Astrobiologia,
en el Instituto de Astronomia de la Universidad Nacional Auténoma de México, en
Ensenada, Baja California.

Se tomd un centimetro ctibico de cada muestra (contando sedimento y el musgo
o liquen) para su observacion en estereoscopio. Estas porciones se remojaron en agua
mineral Sta. Maria® durante 24 horas a temperatura ambiente en cajas de Petri de
vidrio de 90 mm. Una vez pasadas las 24 horas, se retiré el musgo o liquen exprimiendo
el exceso de agua de estos, y se filtraron con un colador de acero inoxidable. Los
tardigrados fueron extraidos manualmente con ayuda de una pipeta de transferencia de
plastico, y colocados en una caja de Petri de plastico limpia. La extraccion se llevo a
cabo confirmado los pasos mediante observacion con el estereoscopio (Konus Crystal-

45).



7.2 Montaje de los organismos

Para facilitar su observacién y obtener mds informacion para su correcta
identificacion, los tardigrados encontrados fueron fijados y montados en portaobjetos
para su posterior observacion en microscopio optico (Leica® DM750). Primero, los
tardigrados se colocaron en un vidrio de reloj con agua potable. Después, se aplico
calor con un encendedor para generar un aumento repentino de la temperatura, lo que
provoco una modificacion en las proteinas de los organismos, manteniéndolos
turgentes, permitiéndonos una mejor identificacion de los ejemplares. El agua se retird
cuidadosamente, y los tardigrados fueron trasladados al portaobjetos con ayuda de una
pipeta de plastico. Se retird el exceso de agua con un trocito de papel servilleta
humedecido previamente. Se agregd una gota de alcohol polivinilico (PVA) sobre los
tardigrados. Se colocd un cubreobjetos y viendo a través del microscopio se acomodo
cada uno con ayuda de una aguja, hasta lograr la posicion deseada, idealmente una

vista dorsal o ventral.

7.3 Identificacion de las muestras

Los tardigrados encontrados fueron identificados a nivel género y en algunos
a nivel especie, observando caracteristicas anatomicas y morfologicas con un
microscopio Optico Leica® DM750, con base a las claves taxonomicas (Guidetti y
Bertolani, 2005; Pilato y Binda, 2010; Meier et al., 2019) y la literatura especifica de
algunos géneros (Pilato et al., 2007; Nelson et al., 2020; Guidetti et al., 2022; Momeni

etal., 2023).
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Los tardigrados del Cerro Chapultepec fueron procesados en un proyecto

alterno a cargo de la Dra. Patricia G. Nuifiez en colaboracion entre el Laboratorio de
Astrobiologia IA-UNAM, Ensenada, Baja California, y Lukasz Michalczyk's Lab,
Jagellionian University, Cracovia, Polonia, donde se realizé trabajo molecular para la
identificacion de ejemplares adultos y huevos.

Los musgos se identificaron con ayuda de claves dicotomicas y bibliografia

especifica (Norris y Shevock, 2004; Delgadillo et al., 2022, Reyes-Acosta, 2024).

7.4 Cultivo de alga Chlorella vulgaris

El cultivo de la microalga Chlorella vulgaris (50 ml) fue donado por el
Laboratorio de Biotecnologia de Algas del Centro de Investigacion Cientifica y
Educacion Superior de Ensenada (CICESE).

Las soluciones de fertilizante Bayfolan® soélido (% peso/peso: N 24.00%, Ca
0.020%, P205 17.00%, Mg 0.025%, K20 13.00%, Cu 0.025%, S 0.20%, Co 0.005%,
Fe 0.10%, Mo 0.0025%, Zn 0.10%, Clorhidrato de tiamina 0.0040%, Mn 0.05%,
Acido indol acético 0.0030%, B 0.04%) se prepararon en tres concentraciones
diferentes para evaluar cudl seria mas eficaz para mantener el cultivo. La
concentracion 1 al 0.5% (1.25 gr Bayfolan® solido/250 ml agua destilada), la
concentracion 2 al 0.75% (1.87 gr Bayfolan® s6lido/250 ml agua destilada), y la
concentracion 3 al 1.0% (2.5 gr Bayfolan® s6lido/250 ml agua destilada). Una vez
agregado el soluto al agua destilada, se agitd por 5 minutos a 530 rpm en termoplato a

temperatura ambiente. Tras su preparacion, cada solucion se esterilizo en autoclave
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quirargico electrénico (Lorma® Modelo AV07) en el programa 2 (132°C por 15

minutos, con presion de 2.2 a 2.4 kg/cm? y secado de 30 minutos).

Posteriormente se prepararon tres medios de cultivo con cada concentracion
(0.5%, 0.75% y 1.0%), combinando 50 ml de fertilizante por cada 200 ml de agua
destilada. Cada medio se preparo6 en un frasco de vidrio lavado previamente con agua
clorada y enjuagado con agua destilada. En cada frasco se agregaron 15 ml de algas
Chlorella vulgaris por cada 300 ml de medio. Estas se mantuvieron a una temperatura
ambiente (23+£3°C), expuestas a la luz solar indirecta durante el fotoperiodo natural de
los meses de abril, mayo y junio (aproximadamente 12 horas de oscuridad, 12 horas
de luz). Ademas, se realizaron réplicas a partir del cultivo con el fertilizante de
concentracion 2 (0.75%), siguiendo la nueva proporcion de 50 ml de algas, 50 ml de

fertilizante y 200 ml de agua destilada.

7.5 Preparacion de agar KCM para crecimiento de musgos

Se prepar6 gel de agarosa al 1.2% con solucion KCM (KCl, CaCl y MgS04).
Para la elaboracion de la solucion KCM se mezclaron 8 mg de KCl, 7 mg de CaCl y 8
mg de MgSO4 en un litro de agua destilada. Esta solucion se almaceno en una botella
de plastico transparente previamente lavada con agua y jabon, con un enjuague final
de agua destilada. Se prepararon 100 ml de solucion KCM con 1.2 g de agar en un
vaso de precipitado de 250 ml, utilizando termoplato a 130°C y 230 rpm con agitador

magnético. Posteriormente fue esterilizado en autoclave quirtrgico electronico
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(Lorma® Modelo AV07) en el programa 2 (132°C por 15 minutos, con presion de 2.2

a 2.4 kg/cm? y secado de 30 minutos).

Ademas, se lavaron las cajas de Petri de plastico de 35, 50 y 90 milimetros. Se
agreg6 una capa de agar a cada una de las cajas y se dejo gelificar.

Los musgos de las muestras colectadas en la zona de Cerro Chapultepec fueron
hidratados con agua Sta. Maria® por 24 horas. Pasado este tiempo se tomaron
gametofitos con ayuda de pinzas. Estos se colocaron en una caja de Petri de vidrio de
50 mm y se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de sustrato adherido.
Posteriormente fueron agregados 4 gametofitos a cada caja de Petri de 35 mm
utilizando pinzas colibri y se introdujo el rizoide de cada gametofito en el agar, dejando
expuestas las hojas. El mismo procedimiento se realizd en las cajas de 50 y 90
milimetros con musgo colectado en la zona de Catavifia.

Cada caja fue rociada con agua mineral (Sta. Maria®) diariamente y expuesta
a un fotoperiodo 12:12 durante aproximadamente un mes previo al cultivo de los
tardigrados. Las cajas fueron mantenidas a una temperatura ambiente promedio de
23+3°C y las cajas que no fueron utilizadas se les agregd agua mineral hasta el

momento de colocar los tardigrados.

7.6 Cultivo de Paramacrobiotus gadabouti y Macrobiotus hufelandi

(Familia Macrobiotidae)

Se aislaron 60 especimenes de las especies Paramacrobiotus gadabouti y

Macrobiotus hufelandi, recolectados tras la hidratacion de musgos colectados en la
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zona Cerro Chapultepec (muestras #1, #2, #3, #4, #6, #12, #13.2, #14.1, #15).

Inicialmente se colocaron en una caja de Petri de vidrio de 50mm con agua mineral
Sta. Maria y los detritus de las muestras como alimento. Esto se mantuvo hasta
recolectar 60 individuos. Posteriormente, en cada una de las 3 cajas de Petri de plastico
de 35x10mm, se colocaron 20 tardigrados. Las cajas de Petri fueron rayadas con una
aguja de diseccion para crear surcos que faciliten la traccién de los tardigrados a
manera de sustrato y se agreg6 agua mineral Sta. Maria® como medio. Las cajas se
mantuvieron cerradas para mantener evitar la evaporacion del medio, y estas a su vez
se colocaban en una caja de Petri de 90x15mm para poder manejarlas facilmente.
Ademas, se anadieron rotiferos y nematodos propios de la muestra y la microalga
Chlorella vulgaris como alimento. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura
constante de 9°C en un refrigerador. El fotoperiodo se estableci6 a oscuridad constante,
unicamente exponiéndose a la luz cuando se revisaban en estereoscopio.

Otros 20 tardigrados de las mismas especies se mantuvieron con las mismas
condiciones de medio, sustrato, alimentacion y fotoperiodo, con una temperatura de
13°C, y 20 ejemplares mas con una temperatura de 26°C.

En cada tratamiento se realizaron cambios de medio cada 3 dias para mantener
los cultivos frescos.

Los tardigrados fueron contados todos los dias durante quince dias, evaluando
el nimero de tardigrados presentes, nimero de tardigrados activos e inactivos, nimero

de huevos y comportamiento alimentario.



7.7 Cultivo de Milnesium tardigradum

Se aislaron 10 especimenes Milnesium tardigradum extraidos de la muestra
#18 recolectada en la zona del Cerro Chapultepec y se colocaron una caja de Petri de
plastico de 35x10mm. El fondo de la caja de Petri fue rayado con una aguja de
diseccion para crear surcos que faciliten la traccion de los tardigrados a manera de
sustrato. Se afiadié agua mineral Sta. Maria® como medio, y las cajas se mantuvieron
cerradas para mantener evitar la evaporacion del medio, dentro de una caja de Petri
plastico de 90x10mm, para facilitar su manipulacion. Se agregaron rotiferos y
nematodos (ad libitum) propios de la muestra como alimento. Los cultivos se
mantuvieron a una temperatura ambiente de 23+3°C. El fotoperiodo se estableci6 a 12
horas de oscuridad y 12 horas de luz. Se realizaron cambios de medio cada semana, y
los tardigrados fueron contados todos los dias durante quince dias, evaluando el
numero de tardigrados presentes, nimero de tardigrados activos e inactivos, presencia

o ausencia de huevos y comportamiento alimentario.

7.8 Cultivo de Viridiscus viridianus

Se aislaron 7 individuos de Viridiscus viridianus de musgos y liquenes
recolectados en el matorral sarcocaule de Catavifia (muestra #2 de liquen, colectada en
2023). Se colocaron todos los tardigrados en una caja de Petri de plastico de 50X 10mm
con agar y musgo como sustrato, y se afadio una pelicula de 2 ml de agua mineral Sta.
Maria como medio. El alga Chlorella vulgaris se ofrecié como alimento, adicional al

musgo presente. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura ambiente de 23+3°C
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y el fotoperiodo se estableci6 a 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz. Debido a que

en el cultivo de heterotardigrados es fundamental mantener periodos de humedad y
desecacion (Momeni et al., 2022), durante 10 dias se roci6 cada caja con agua mineral
una vez al dia, posteriormente se dejo secar completamente por 3 dias. Para esto se
utilizaron cajas de Petri con tapas ventiladas, permitiendo la evaporacion del medio
diariamente. Este ciclo de relacion humedad y desecaciéon se mantuvo constante
durante la duracion del cultivo. Los tardigrados fueron contados todos los dias durante
quince dias, evaluando el nimero de tardigrados presentes, nimero de tardigrados

activos e inactivos, nimero de huevos y comportamiento alimentario.

7.9 Cultivo de Ramazzottius sp.

Se aislaron cinco tardigrados extraidos de un liquen costroso adherido a la
corteza de tronco del cardon Pachycereus pringlei, en el matorral sarcocaule de
Catavina (muestra #4 colectada en 2022). Los tardigrados extraidos se colocaron en
una caja de Petri de plastico de 35x10mm, donde se cultivo previamente el musgo
Syntrichia ruralis en agar KCM, lo cual sirvié como sustrato para los animales. Se
agreg6 agua mineral Sta. Maria® como medio. Como alimento, se afiadio el alga
Chlorella vulgaris. El cultivo se mantuvo a una temperatura constante de 23+3°C. Se
mantuvo en oscuridad principalmente, exponiéndose a la luz tnicamente al momento
de revisarlo bajo el estereoscopio.

Se realizo un cambio de medio acuoso cada 3 dias, y los tardigrados fueron

monitoreados diariamente durante quince dias, evaluando el nimero de tardigrados
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presentes, nimero de tardigrados activos e inactivos, numero de huevos y

comportamiento alimentario.

7.10 Cultivo de Hypsibius exemplaris

Como control, se aislaron 20 tardigrados de la especie Hypsibius exemplaris
de un cultivo preexistente, proveniente de Carolina® Biological Supply. Los
ejemplares se colocaron en una caja de Petri plastica de 35x10mm con el fondo rayado
como sustrato para facilitar la traccion de los animales. Se agregd agua mineral Sta.
Maria® como medio de cultivo, y alga Chlorella vulgaris como alimento. Este cultivo
se mantuvo en refrigeracion a una temperatura de 9°C, con un periodo de oscuridad de
20 horas, y 4 horas bajo la luz de una lampara LED, a 20°C. Se realiz6 un cambio de
medio cada 3 dias, y se monitored la actividad durante 21 dias, evaluando el nimero
de tardigrados presentes, nimero de tardigrados activos e inactivos, nimero de huevos

y comportamiento alimentario.
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion de los organismos

Los tardigrados fijados en laminillas fueron identificados a nivel género, y
cuando fue posible, especie. Se encontraron tardigrados pertenecientes a los géneros
Paramacrobiotus  gadabouti (richtersi), Macrobiotus hufelandi., Milnesium
tardigradum., Ramazzottius sp. y Viridiscus viridianus. La especie Hypsibius
exemplaris, utilizada como control, también se fijo en laminilla como referencia (Fig.
10, Fig. 11).

Los tardigrados Paramacrobiotus gadabouti (richtersi), Macrobiotus
hufelandi, y Milnesium tardigradum fueron encontrados en musgos y liquenes de
Cerro Chapultepec, Viridiscus viridianus y Ramazzottius sp. en musgos y liquenes de

Catavina (Tabla IV).



Figura 10. Tardigrados identificados empleados en los cultivos del trabajo. (A)
Paramacrobiotus gadabouti (B) Macrobiotus hufelandi (C) Milnesium tardigradum (D)
Ramazzottius sp (E) Viridiscus viridianus (F) Hypsibius exemplaris. Figuras A y C cortesia de

Esther E. Reyes Acosta.



Figura 11. Algunos de los caracteres que permiten la identificacion de los tardigrados presentes
en esta investigacion. (A) Aparato bucofaringeo de Paramacrobiotus gadabouti (B) Aparato
bucofaringeo de Macrobiotus grupo hufelandi (C) Aparato bucofaringeo y garras en el primer par
de patas de Milnesium tardigradum (D) Aparato bucofaringeo de Ramazzottius sp. (E) Patron de
granulos en las placas dorsales de Viridiscus viridianus (F) Aparato bucofaringeo de Hypsibius

exemplaris. Figuras A y C cortesia de Esther E. Reyes Acosta.
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Tabla I'V. Géneros y especies identificados a través de claves dicotomicas (Guidetti y

Bertolani, 2005; Pilato y Binda, 2010; Meier et al., 2019), literatura especifica (Pilato

etal., 2007; Nelson et al., 2020; Guidetti et al., 2022; Momeni et al., 2023) y localidad.

Género y especie Localidad
Paramacrobiotus
hapult
gadabouti Cerro Chapultepec
Macrobiotus hufelandi Cerro Chapultepec
Milnesi
! .neszum Cerro Chapultepec
tardigradum
Ramazzottius sp Catavifia
Viridiscus viridianus Catavifia

Los musgos fueron identificados como Syntrichia ruralis, Tortula muralis y
Thuidium robustum, en la localidad Cerro Chapultepec, Ensenada. El musgo presente

en Catavina, San Quintin, se identifico como Syntrichia cf. caninervis.

8.2 Cultivo de alga Chlorella vulgaris

Tras un mes con los tratamientos de Bayfolan® solido, los recipientes con
preparacion para el cultivo de microalgas con diferentes concentraciones del
fertilizante (0.5%, 0.75% y 1.0%) se observd un cambio prominente en la coloracion
del fondo de los frascos a un tono verde intenso, lo que indica la presencia de células
del alga C. vulgaris (Fig. 12). Esta coloracion increment6é gradualmente en los tres
tratamientos, lo que sugiere una 6ptima adaptacion al medio de cultivo utilizado. Se
sugiere que hubo un incremento en la densidad de células de C. vulgaris tras

observacidon con microscopia optica (Fig. 13).
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Figura 12. Cultivos iniciales de la microalga Chlorella vulgaris. (A) Concentracion 0.5% (B)
Concentracion 0.75% (C) Concentracion 1.0%. En los tres casos se observa un crecimiento

evidente en el fondo de los matraces.
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Figura 13. Microalgas Chlorella vulgaris observadas con microscopio optico Leica® DM750

y fotografiadas con la camara Leica® ICC50 W.

8.3 Crecimiento de musgos en agar KCM

Se observé un crecimiento de los musgos en el agar KCM, durante el mes de
observacion, se registro el crecimiento de protonema y brotes de musgo extendiéndose
a partir de cada gametofito implantado (Fig. 14). En muestras donde el grosor del gel
de agar KCM fue mas delgado, la deshidrataciéon provocd desprendimiento y
formacion de burbujas entre el gel y el pléstico (Fig. 14F), por lo que esas cajas fueron

desechadas por la mayor probabilidad de contaminacion.



Dia 4 Dia 24 Dia 4 Dia 24
post implatancion ~ post implatancion post implatancién ~ post implatancioén

Figura 14. Comparativa de crecimiento de musgos en agar KCM durante un periodo de 20
dias. (A, B, C, D, I, K, L, M) Musgos en el dia 4 post implantacién. (E, F, G, H, N, N, O)
Musgos en el dia 24 post implantacion. Se observa crecimiento del protonema y pequefiios
brotes en todas las cajas de Petri. (F) Puede notarse una burbuja de aire entre el plastico de la
caja de Petri y el gel de agar KCM, debido a deshidratacion en el agar. Las cajas petri

mostradas tienen un diametro de 35mm.



8.4 Cultivo de Paramacrobiotus gadabouti y Macrobiotus grupo hufelandi

(Familia Macrobiotidae)

Se encontraron diferencias entre los tratamientos de temperatura para el cultivo
de P. gadabouti y M. hufelandi. En los tratamientos con temperatura de 26°C y 15°C
la poblacién inicial decrecid gradualmente, mientras que en el tratamiento con
temperatura de 9°C decreci6 los primeros dias, pero después se mantuvo constante. La
supervivencia mostro diferencias respecto a las temperaturas evaluadas, las diferencias
se presentaron entre las temperaturas de 15°C y 26°C respecto a la temperatura de 9°C,
en ésta tltima se observd una supervivencia de entre el 100 y 90%, mientras que entre
15 y 26 grados la supervivencia fue entre 100 y 70%. (Fig. 15).

Se encontraron diferencias entre los tratamientos de temperatura para el cultivo
de P. gadabouti y M. hufelandi. En los tratamientos con temperatura de 26°C y 15°C
la poblacién inicial decrecid gradualmente, mientras que en el tratamiento con
temperatura de 9°C decreci6 los primeros dias, pero después se mantuvo constante. La
supervivencia mostro diferencias respecto a las temperaturas evaluadas, las diferencias
se presentaron entre las temperaturas de 15°C y 26°C respecto a la temperatura de 9°C,
en ésta tltima se observd una supervivencia de entre el 100 y 90%, mientras que entre
15 y 26 grados la supervivencia fue entre 100 y 70%. (Fig. 15).

Respecto a la reproduccion, se observaron huevos a partir del cuarto dia en los
tratamientos T26°C y T9°C, asi como hembras que presentaban huevos en desarrollo

en su interior (Fig. 17). No se observé la eclosion de ningtn huevo.
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Figura 15. Se muestra la tendencia en la supervivencia de las diferentes poblaciones de

tardigrados, en las tres temperaturas evaluadas. La supervivencia se expresa en porcentaje.
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Figura 16. Diferencias porcentuales entre los organismos que presentaron actividad o

inactividad (letargo) en diferentes temperaturas durante dias especificos.
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Figura 17. Huevos presentes en los cultivos. (A) Huevo fijado en PVA perteneciente al grupo

Macrobiotus hufelandi. (B) Huevo fijado en PVA de la especie Paramacrobiotus gadabouti
(richtersi). (C) Se indican con flechas blancas tres huevos de Paramacrobiotus gadabouti en

cultivo, adheridos a cumulos de Chlorella vulgaris. (D) Tardigrado hembra ovigera.



8.5 Cultivo de Milnesium tardigradum

Se mantuvieron los 10 ejemplares durante tres semanas, en las cuales se
conservd constante el nimero de individuos (Fig. 18), pero estos cesaron su actividad
a partir del dia 14 (Fig. 19). Los ejemplares se observaron turgentes, con las
extremidades extendidas. Posteriormente, en el dia 17 se observé una capa blanquecina
que recubria a la mayoria de los individuos (Fig. 20). Debido a este resultado, no fue

posible obtener huevos de este género ni observar su comportamiento alimentario.
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Miilnesium tardigradum

Figura 18. Comportamiento porcentual de la supervivencia de Milnesium tardigradum

durante 21 dias de experimentacion.
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Figura 19. Comportamiento porcentual de la actividad de Milnesium. tardigradum en dias

especificos del experimento.



51

Figura 20. Ejemplares de Milnesium tardigradum turgentes, con extremidades extendidas
coincidente con anoxibiosis. Cubiertos por una capa blanquecina que impide la visualizacion

detallada del organismo.

8.6 Cultivo de Viridiscus viridianus.

La poblacion inicial de siete tardigrados del género Viridiscus viridianus se
mantuvo sin cambios durante las tres semanas del experimento (Fig. 21). Debido a la
diferencia en la relacion de humedad y desecacion, se esperaba que los dias de
evaporacion del medio no se presentara actividad. Sin embargo, evaluando unicamente

los dias con acceso al medio acuoso, solo se observo actividad durante la primera y
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segunda semana del experimento (Fig. 22). Mientras los organismos estaban activos

fue posible observarlos forrajeando en cumulos de Chlorella vulgaris, mas no se

registro la presencia de huevos.
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Viridiscus viridianus

Figura 21. Se muestra el comportamiento porcentual de la supervivencia de Viridiscus

viridianus en dias especificos.
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Figura 22. Comparacion de porcentajes de tardigrados activos e inactivos durante dias

especificos del experimento.

8.7 Cultivo de Ramazzottius sp.

Los tardigrados se mantuvieron en el numero inicial durante las primeras dos
semanas, posteriormente fueron disminuyendo, en donde su supervivencia descendio
hasta el 40 % (Fig. 23). Su actividad se mantuvo constante, observandose mayormente

activos (Fig. 24). El dia 17 se observod la presencia de 8 huevos, unos de estos se
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encontraron adheridos a uno de los gametofitos de musgo y otros en cumulos del alga

C. vulgaris (Fig. 25).

Fue posible observar que los tardigrados consumieron microalgas, ya que se
registrd contenido digestivo coincidente con los alimentos proporcionados (Fig. 26).
Similar a los ejemplares, a partir de los 21 dias los huevos se desintegraron, por tanto,
no fue posible registrar ninguna eclosion. Adicionalmente, aparecieron multiples

puntos blanquecinos que indicaron la contaminacion del medio (Fig. 27).
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Figura 23. Comportamiento porcentual de la supervivencia de tardigrados del género

Ramazzottius sp en dias especificos.
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Figura 24. Comportamiento porcentual de tardigrados activos e inactivos en dias especificos.

Se presentaron mayormente activos durante los 21 dias.



Figura 25. Huevos ornamentados del género Ramazzottius sp. observados en el cultivo, se

indican con las flechas. (A) Varios huevos adheridos a un gametofito de musgo, (B) Huevo
adherido a cimulo de Chlorella vulgaris. A y B, imagenes capturadas con camara de teléfono
celular en el ocular del estereoscopio Konus Crystal-45. (C) Microfotografia de un huevo con
la envoltura desprendida. Se sefala con flecha color naranja y negro, a la derecha se observa

la cubierta con procesos conicos, se sefialan con flecha blanca y negro.



Figura 26. Tardigrado Ramazzottius sp. alimentandose del alga Chlorella vulgaris. Imagen

capturada con camara de teléfono celular en el ocular del estereoscopio Konus Crystal-45.



Figura 27. Aparicion de puntos blanquecinos en la superficie del gel de agar KCM del cultivo

de Ramazzottius sp, posible contaminacion por bacterias. Imagen capturada con camara de

teléfono celular en el ocular del estereoscopio Konus Crystal-45.

8.8 Cultivo de Hypsibius exemplaris

La cantidad de tardigrados presentes en el cultivo se mantuvo constante (20

ejemplares) durante las primeras dos semanas del experimento. Entre la segunda y
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tercera semana la poblacion comenz6 a aumentar, llegando a una tasa de 235% de

supervivencia, con una poblacion de 47 individuos (Fig. 28). Los ejemplares se
mantuvieron mayoritariamente activos durante las tres semanas de observacion,
mostrando un mayor porcentaje de actividad tras los cambios de medio acuoso (Fig.
29).

Desde el primer dia se observaron hembras gravidas, pero a partir del tercer dia
del experimento, fue posible observar exuvias con huevos. (Fig. 30) Hasta el dia 15,
se registraron 19 exuvias con un aproximado de 219 huevos en total. Fue posible
observar el forrajeo de los animales evidenciado por el contenido intestinal, asi como

excretas (Fig. 31).
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Figura 28. Comportamiento porcentual de la supervivencia de los tardigrados Hypsibius

exemplaris en dias especificos del experimento.
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Figura 29. Comportamiento porcentual de individuos activos e inactivos en dias especificos
del experimento de cultivo de H. exemplaris. La mayoria de los individuos presentaron

actividad durante el experimento.



Figura 30. (A) Hembra de H. exemplaris ovigera. Es posible observar opacidad en la region
central del ejemplar (sefialado con flecha negra), correspondiente a huevos que seran
ovipositados en la siguiente muda. K.(B) Exuvia con huevos. Se pueden observar 9 huevos,

senalados con las flechas negras.



300 ym

Figura 31. (A) Ejemplar adulto forrajeando en ciimulos de C. vulgaris. Debido a la
transparencia del cuerpo del tardigrado, es posible observar su contenido intestinal. (B)
Excretas de H. exemplaris, sefialadas con flecha blanca. Muestran una morfologia cilindrica,

y coloracion coincidente con C. vulgaris.



9. DISCUSION

9.1 Diversidad de especies

Los géneros de tardigrados que fueron encontrados en la zona de estudio Cerro
Chapultepec son consistentes con los reportados previamente por Reyes-Acosta
(2024), mientras que los pertenecientes a la zona del Desierto de Catavifia pueden
catalogarse como primeros registros. El primer registro para Baja California fue
realizado en la Sierra de San Pedro Martir, publicado por Nufiez y colaboradores
(2021), y posteriormente en la ciudad de Ensenada (Reyes-Acosta, 2024), donde se
han reportado diferentes géneros de tardigrados tanto de la clase Eutardigrada como
Heterotardigrada.

Ademas de la identificacion morfolégica, las especies Paramacrobiotus
gadabouti y Milnesium tardigradum fueron confirmadas tras secuenciacion genomica
llevada a cabo como parte de una colaboracion entre el Laboratorio de Astrobiologia
IA-UNAM, Ensenada, Baja California, y tukasz Michalczyk's Lab, Jagellionian
University, Cracovia, Polonia (Nufiez, P. G., comunicacién personal, enero de 2025).
De acuerdo con Kayastha y colaboradores (2023a), P. gadabouti pertenece al complejo
de especies Paramacrobiotus richtersi. Esta especie se considera cosmopolita, aunque
muestra afinidad por los climas mediterraneos (Kayastha et al., 2023c). Los
tardigrados del género Viridiscus viridianus fueron identificados de acuerdo con el
patron presente en las placas V. viridianus (Fig. 11E), de acuerdo con lo registrado por

Nelson y colaboradores (2020).
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La identificacion de los musgos fue acorde a lo registrado por Reyes-Acosta

(2024) en la localidad Cerro Chapultepec. Para la localidad de Catavifia, el musgo
identificado fue Syntrichia cf. caninervis, caracteristico de zonas desérticas (Norris y
Shevock, 2004). La diversidad de musgos en Baja California es poco conocida, con
solo algunos registros de colecciones (Delgadillo-Moya, 2012, 2024).

La identificacién de las especies colectadas para busqueda de tardigrados,
aunque no es un objetivo especifico del estudio, invita a explorar més estas formas
vegetales. En el caso del género Syntrichia (Fig. 8A, 8B), se han registrado niveles de
tolerancia a factores extremos como desecacion, radiacion y temperaturas extremas, y
ademads es un importante componente de las costras bioldgicas (Jauregui-Lazo et al.,
2022; Li et al., 2024). Puesto que es también el hébitat de otros microinvertebrados
extremotolerantes asociados con los tardigrados, resulta interesante explorar la
relacion en conjunto como organismos de interés para la astrobiologia.

De acuerdo con Momeni y colaboradores (2022), la solucion de agar KCM
utilizada como sustrato puede aportar cationes ademas de favorecer la traccion de los
animales. Estos cationes pueden aportar al desarrollo del musgo, aunque creemos es
posible que utilizar una solucion de agar preparada con el fertilizante Bayfolan® s6lido
en una baja concentracion, de entre 0.10-0.50g/L, podria dar mejores resultados en el
crecimiento de rizoides y protonema (Fig. 14) por su contenido en macro y
micronutrientes. Sin embargo, aunque el fertilizante Bayfolan® soélido fue eficaz para
el cultivo de microalgas, se tendrian que realizar ensayos para confirmar si es funcional
para el crecimiento de musgos. Al tener un mayor porcentaje de cobertura de musgo,

la desecacion de los tardigrados podria ser mas gradual, tendrian mayor area de
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refugio, asi como mayor cantidad de alimento para los herbivoros como Viridiscus

viridianus y Ramazzottius sp.

La mayoria de los musgos y liquenes recolectados tanto en el Cerro
Chapultepec como en Catavifia se encuentran a nivel del suelo, ya sea en rocas o
directamente en el sustrato, pero el género Ramazzottius sp. (Fig. 10D) fue el tnico
localizado en un liquen en una cactacea (Pachycereus pringlei) (Fig. 8C) a una altura
aproximada de un metro. Esto promueve la posibilidad de realizar estudios ecologicos
futuros, donde se evaluen factores relacionados con el gradiente entre muestras
colectadas a nivel del suelo y otras colectadas a mayor altura, asi como su relacion con

el tipo de sustrato.

9.2 Cultivo de microalgas

El cultivo de microalgas Chlorella vulgaris mostr6 una adecuada adaptacion al
medio formulado con el fertilizante agricola Bayfolan® so6lido en sus diferentes
concentraciones, similar a otras microalgas como Nannochloropsis sp, que han sido
cultivadas eficientemente con fertilizantes agricolas comerciales o fabricados a baja
escala en laboratorio (Valenzuela-Espinoza et al., 1999; Nava-Gomez, 2014).

Visualmente, el frasco con la concentracion de fertilizante Bayfolan® soélido al
0.75% mostrd una coloracion verde mas uniforme y brillante, en contraste con el tono
mas opaco observado en las otras concentraciones (Fig. 12), lo que sugiere una
concentracion mas favorable para el crecimiento de las algas. Sin embargo, debido a
que no se llevd un control detallado del numero de células ni de otros pardmetros

cuantitativos, este resultado es preliminar y se basa exclusivamente en la observacion
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cualitativa. Las réplicas realizadas con la concentracion de fertilizante al 0.75%

mostraron un patron de crecimiento similar, con una coloracion verde que también fue
visible en el fondo de los frascos (Fig. 12). Este comportamiento sugiere que la
concentracion de 0.75% de fertilizante proporcioné los nutrientes adecuados para el
desarrollo de las microalgas en los términos del experimento. A pesar de que las
microalgas fueron cultivadas exclusivamente para la alimentacion de tardigrados en
este trabajo, se plantea que también sean la base alimenticia en el cultivo de rotiferos
que a su vez también serviran como alimento principal de los tardigrados carnivoros y

omnivoros como Milnesium tardigradum, Paramacrobiotus gadabouti y Macrobiotus

hufelandi.

9.3 Alimentacion

Para los tardigrados herbivoros Hypsibius exemplaris, Ramazzottius sp y
Viridiscus viridianus, asi como para los omnivoros Paramacrobiotus gadabouti y
Macrobiotus hufelandi, las algas cultivadas cumplieron eficientemente como alimento.

Chlorella vulgaris contiene diferentes pigmentos como [-carotenos,
astaxantina, luteina, clorofila A y B, feofitina A y B, violaxantina, y cantaxantina,
algunos de los cuales pueden ser benéficos para el organismo que la consume, e
incluso, se ha observado que presenta una proteccion ante metales pesados (Shim et
al., 2008; Safi et al., 2014). Ademas, es una buena fuente de 4cidos grasos
poliinsaturados (Tokusoglu y Unal, 2003) y proteinas (Niccolai et al., 2019). C.
vulgaris no es la Unica opcion para la alimentacion de tardigrados herbivoros y

omnivoros, en diversos estudios (Altiero et al., 2015; Bryndova et al., 2020) han
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utilizado otras microalgas como Spirulina sp'y Chlorococcum sp, las que han resultado

efectivas (Nufez et al., 2019). No obstante, la morfologia esférica y el tamafio de C.
vulgaris (Fig. 13) y Chlorococcum sp permite una facil absorcion por parte tanto de
larvas, juveniles y adultos de diferentes especies de tardigrados. Momeni y
colaboradores (2022) mencionan que juveniles de V. viridianus se alimentan
comunmente de microalgas, mientras que los adultos logran alimentarse tanto de
microalgas como de protonema de musgos. Algunas microalgas son catalogadas
también como extremofilas, por lo que pueden coincidir con tardigrados en habitats
extremos, por ejemplo, en crioconitas heladas o zonas aridas secas y calurosas
(Lukesova y Frouz, 2007).

La relacion entre la alimentacion y la reproduccion de tardigrados ha sido poco
estudiada, sin embargo, es sabido que una mayor ingesta proteica permite aumentar
las probabilidades de fecundidad exitosa en algunos tardigrados (Bryndové, 2020). De
acuerdo con nuestros resultados obtenidos, observamos que en P. gadabouti, M.
hufelandi se obtuvieron pocos huevos, y en M. tardigradum ninguno, lo que quizas se
deba a que no logramos colectar suficientes rotiferos y nematodos para su alimentacion
complementaria. Otros autores, encontraron que en el tardigrado Paramacrobiotus
fairbanski, con dieta omnivora, presentd una mayor fecundidad al alimentarse con
rotiferos comparado a una dieta de microalgas (Bryndova et al., 2020). Debido a esto,
se recomienda mantener a la par un cultivo de rotiferos para satisfacer las necesidades
de los tardigrados omnivoros y carnivoros.

Aunque no se lograron obtener huevos de Milnesium tardigradum y V.

viridianus, a lo largo del desarrollo de este trabajo se han podido observar exuvias con
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huevos de ambas especies, extraidas de muestras de musgos y liquenes de las mismas

localidades exploradas en este trabajo (Nufiez, P. G, Reyes-Acosta, E., Garcia Leon,
M, Garcia Rodriguez, Y. M, observaciones personales), coincidentes con lo descrito
en la literatura, como exuvias con tres a seis huevos lisos en Milnesium tardigradum
y exuvias con uno a cuatro huevos con tonalidades naranjas en Viridiscus viridianus
(Suzuki, 2003; Bryndova et al., 2020; Momeni et al., 2022).

P. gadabouti, M. hufelandi y Ramazzottius sp. produjeron pocos huevos que
no eclosionaron durante la duracion del experimento, posiblemente debido a que
requieren un periodo de maduraciéon de mayor tiempo, o por la influencia de
pardmetros no ideales en la poblacion parental, como la alimentacion o la temperatura
(Bryndova et al., 2020; Roszkowska et al., 2021).

De acuerdo con Bryndova y colaboradores (2020), en el caso de Milnesium,
solo se logra la reproduccion con una dieta exclusiva de rotiferos, mientras que en
Paramacrobiotus si logran producir huevos ain en una dieta conformada en su
mayoria por microalgas, una dieta que incluya rotiferos y algas lograra una produccion
de huevos mayor. Respecto a la temperatura, Roszkowska y colaboradores mencionan
que las temperaturas altas (mayores a 25°C) pueden inducir a la anoxia, pero mantener
una temperatura baja (menor a 16°C) pueden ralentizar la reproduccion. Por tanto,
reiteramos la importancia de mantener un cultivo de rotiferos a la par del cultivo de
tardigrados omnivoros y carnivoros, y mantener temperaturas similares a las del
habitat natural de los tardigrados cultivados.

La especie con mayor éxito de cultivo en este trabajo fue el utilizado como

control, Hypsibius exemplaris, que produjo al menos 219 huevos distribuidos en 19
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exuvias con un promedio de 11.52 huevos presentes por exuvia durante las primeras

dos semanas del experimento, y de los cuales, 37 de estos eclosionaron exitosamente
hasta el dia 21.

Entre las observaciones sobre los huevos, coincidimos con Stone y Vasanthan
(2020) al notar que el namero de huevos por exuvia puede incrementar o disminuir
segun la madurez de la hembra ovipositora, ademds de observar que los huevos recién
ovipositados tienen un color mas oscuro, mientras que los huevos proximos a
eclosionar presentan mayor transparencia.

Estos resultados demuestran que el cultivo de Hypsibius exemplaris es viable
para reproducir en cualquier laboratorio con acceso a elementos bdsicos como
contenedores (cajas de Petri, matraz Erlenmeyer o peceras de vidrio), agua de
manantial, y microalgas, como Chlorella vulgaris, Chlorococcum sp o Spirulina sp.
(Nunez 2019; Stone y Vasanthan, 2020), ademas de la capacidad de mantener una
temperatura menor a 20°C. Una de las principales razones de su facilidad de
fecundidad puede radicar en el hecho de ser una especie telitoquica y herbivora, pues
al tener una hembra fértil y acceso a su alimento, puede generarse una poblacion de
cientos de organismos en pocas semanas.

El éxito de cultivo de Hypsibius exemplaris permite considerarlos como
modelos para docencia en biologia y astrobiologia (Nufez et al., 2019), biologia del
desarrollo (Gabriel et al., 2007; Goldstein, 2018), neurociencias (Smih et al., 2018;

Lyons y Kato, 2025).



9.4 Sustrato

Como sustrato, el gel de agarosa cumplié una buena funcion en los cultivos de
Viridiscus viridianus y Ramazzottius sp. (Fig. 14), aunque se estima que la formacion
de fisuras en la superficie del gel puede conducir al hundimiento de los huevos y
organismos de forma accidental. Suzuki (2003) menciona que los huecos en la
superficie pueden evitarse al agregar agua a las placas de agar recién preparadas.

Otros problemas presentados con el gel de agarosa es la facilidad con que puede
secarse y por ende separarse de la caja de Petri, asi como la posibilidad de
contaminacion fingica y bacteriana. Una opcion recomendable para evitar la
contaminacion es el cambio frecuente de medio acuoso. Si bien es una buena opcion,
sobre todo para los tardigrados con dietas herbivoras, este método requiere cuidados
adicionales. En contraste, utilizar el fondo rayado como sustrato no tiene mayores
inconvenientes, como fue realizado con los tardigrados Hypsibius exemplaris,
Macrobiotus  hufelandi, Paramacrobiotus gadabouti (richtersi) y Milnesium
tardigradum. Debido a la necesidad de cultivar el protonema de musgos, no parece
viable el utilizar el fondo rayado como sustrato para V. viridianus, pero es posible

utilizar este método para los otros tardigrados en experimentos futuros.

9.5 Medio

El agua mineral Sta. Maria® como medio de cultivo cumplio6 eficientemente
su funcion. Mientras que algunos autores recomiendan utilizar una solucion de agua
destilada y agua mineral de 3:1, respectivamente (Horikawa, 2008a; Kosztyta et al.,

2016; Morek et al., 2020), en este estudio se decidi6 trabajar directamente con el agua
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mineral Sta. Maria® sin diluirse, ya que las proporciones de algunos de los minerales

presentes, como el calcio y bicarbonatos, son menores a los utilizados por los autores
mencionados (Tabla II). Adicionalmente, con el uso de agua mineral se notdé una
disminucién en la contaminacién por hongos en comparacion con el uso de agua
potable. Esta comparativa se pudo realizar de acuerdo con observaciones personales
en procesamiento de muestras previo (Anexo 1).

De acuerdo con los resultados obtenidos en los porcentajes de actividad de los
tardigrados sobrevivientes (Fig. 15, 18, 21, 23, 28), es posible deducir que el cambio
continuo de medio puede propiciar la actividad al mantener niveles de oxigeno estables
en el cultivo, evitando asi la inactividad por anoxibiosis. Aunque es posible revertir la
anoxibiosis, Nelson y colaboradores (2010) indican que algunos tardigrados, sobre
todo los que viven exclusivamente en hébitats acudticos (por ejemplo, rios, lagos,
lagunas, charcas) no sobreviven por mucho tiempo en este estado, por lo que es
importante agregar oxigeno al medio a la mayor brevedad posible. En 2023, Hagelbdck
y Jonsson realizaron un experimento en el que los tardigrados Hypsibius exemplaris y
Richtersius cf. coronifer fueron expuestos a hipoxia en periodos determinados de
tiempo, obteniendo resultados desfavorables para los individuos con la mayor
exposicion, 24 horas.

Dicho resultado sugiere que los tardigrados que permanecen mayor tiempo en
anoxibiosis no pueden recuperarse. De acuerdo con nuestros resultados, no todos los
organismos regresan a la actividad posteriormente a cambiar el medio por agua mineral
limpia y oxigenada, como fue observado en Milnesium tardigradum y V. viridianus

(Fig. 18 y 21). En el caso del cultivo de M. hufelandi'y P. gadabouti, se logrd observar
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que solo uno de los tardigrados del tratamiento con temperatura de 26°C recuper6 su

capacidad de movimiento (Fig. 15). Estos cambios en el nivel de oxigeno pueden ser
causados por diversos factores, como la temperatura. Se ha mostrado que a
temperaturas mas altas la oxigenacion se reduce, mientras que en temperaturas bajas
el nivel de oxigeno se mantiene constante (Jane et al., 2021; Roszkowska, 2021). Por
esto, consideramos que uno de los factores clave para lograr el cultivo de tardigrados

es la temperatura.

9.6 Temperatura

Para los géneros Milnesium spp., Ramazzottius spp. y para la especie Viridiscus
viridianus., la temperatura ideal va en el rango de los 20°C a 25°C, mientras que para
Hypsibius exemplaris, Macrobiotus spp. y Paramacrobiotus spp., se estima un rango
optimo de entre 14 a 20°C (Suzuki, 2003; Horikawa et al., 2008; Roszkowska et al.,
2021; Momeni et al., 2022). Para estos ultimos géneros, se observa que en €sos rangos
se presenta actividad, ingesta de alimentos y produccion de huevos, sin embargo, con
la temperatura mas baja, la tasa de éxito de estos atributos de las poblaciones es mas
elevada, y conforme aumenta la temperatura su actividad disminuye.

En el caso de Viridiscus viridianus, Ramazzottius sp, Hypsibius exemplaris y
Milnesium tardigradum no se evallo la diferencia de comportamiento del cultivo en
diferentes temperaturas debido a que no se encontraron suficientes tardigrados en las
muestras recolectadas, pese a ello, podria considerarse el experimentar con este

pardmetro en experimentos futuros.
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Los habitats donde se colectaron las distintas especies presentan una temporada

de lluvias en invierno, con temperaturas promedio que oscilan entre los 10°C y 15°C,
llegando a temperaturas minimas de entre 6 y 8 grados centigrados (Fig. 4, Fig. 7), por
lo que es posible que los periodos de mayor actividad de las especies colectadas en
Baja California sean exitosas al mantener este rango de temperatura. Debido a esto, se
plantea que mantener temperaturas bajas en los cultivos de especies de Baja California
puedan mejorar las condiciones de cultivo, similar a las condiciones naturales de sus

hébitats.

9.7 Humedad y desecacion

El cultivo de Eutardigrada generalmente implica mantener a los organismos en
una constante humedad, lo cual resulta en un mayor tiempo de actividad y por tanto de
llevar a cabo procesos bioldgicos como alimentacion y reproduccion. El medio liquido,
aunque siempre presente, debe cumplir un mantenimiento peridédico, tanto para
mantener la limpieza del cultivo como para mantener oxigenados a los tardigrados. En
lo que respecta al cultivo de Milnesium tardigradum., Paramacrobiotus gadabouti. y
Macrobiotus hufelandi., se observd que los organismos se mostraban turgentes,
alargados y transparentes, lo que indica un estado de anoxibiosis (Nelson et al., 2010;
Roszkowska, 2021). Entre las posibles soluciones, se encuentran los cambios de medio
acuoso continuos, asi como mantener los cultivos a temperaturas frias.

Para el cultivo de Heterotardigrada, se mantuvo un ciclo de humedad por 10
dias con evaporacion parcial, seguido por tres dias de desecacion, siguiendo la

propuesta de Momeni y colaboradores (2022). Sin embargo, tras los tres dias de
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deshidratacion los tardigrados no recuperaron la actividad, por lo que se sugiere que la

poblacion de V. viridianus de Catavina, Baja California, podria beneficiarse de otro
ciclo de humedad y desecacion, que, debido a la falta de organismos extraidos, y la
ausencia de una poblacion F1, no pudo ser evaluado.

La bibliografia sobre métodos de cultivo para heterotardigrados es escasa y no
existen otras opciones para realizar comparaciones metodoldgicas. Por esto,
consideramos necesario seguir experimentando con el cultivo de heterotardigrados,
tanto la especie V. viridianus colectada en Catavifia, como otras especies de Echiniscus
spp. reportadas en Ensenada y San Pedro Martir, Baja California, por Reyes-Acosta

(2024) y Nuiez et al. (2021).

9.8 Fotoperiodo

El fotoperiodo establecido de acuerdo con los géneros, basado en la literatura,
demostré ser funcional de forma general. Sin embargo, se observo que los tardigrados
M. hufelandiy P. gadabouti, que permanecieron refrigerados y en oscuridad constante,
aumentaban su actividad tras varios minutos de exposicion a la luz. Esto sugiere que
estos tardigrados podrian beneficiarse de un fotoperiodo mixto, con ciclos regulares
de luz y oscuridad. Una posible explicacion para este comportamiento es que, al igual
que M. tardigradum, poseen células fotorreceptoras (Nelson et al., 2010) que les
permiten detectar la iluminacién. No obstante, no parece haber una relacion directa
entre la luz y un movimiento dirigido (fototaxis), sino que este fenomeno podria
clasificarse como fotocinesis, donde la luz influye en el movimiento de manera

aleatoria (Beasly, 2001). Fleming (2018) sugiere que la presencia de opsinas en los



76
tardigrados puede inferir en que ciertas especies de este grupo tengan la capacidad de

detectar colores, como ocurre en otros taxones del clado Ecdysozoa.

Sin embargo, este aspecto aun no ha sido verificado y se requieren mas estudios
en el area. En cuanto al heterotardigrado V. viridianus, que también cuenta con células
fotorreceptoras, Momeni y colaboradores (2022) mencionan que un fotoperiodo de
16:8 horas de luz: oscuridad pueden presentar mejores resultados, pero debido a que
en la region de Baja California el tiempo méaximo de luz natural en los dias mas largos
del afio son aproximadamente 14 horas, se propone utilizar un fotoperiodo de 14:10

horas luz oscuridad.
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10. CONCLUSIONES

1.

La diversidad de tardigrados en musgos y liquenes del Cerro Chapultepec,
Ensenada, mostr6 coincidencias con la diversidad de especies encontradas en
exploraciones previas en la zona. En contraste, los registros obtenidos en
musgos y liquenes de Catavifia, San Quintin, representan nuevos registros, por
lo que se recomienda un estudio detallado para evaluar la diversidad de
tardigrados en estas areas.

Los musgos recolectados evidenciaron un crecimiento adecuado en agar KCM,
lo que lo posiciona como un sustrato viable tanto para el cultivo de musgos
como para distintas especies de tardigrados. No obstante, en comparacion con
otros medios, el agar KCM requiere cuidados especificos para su
mantenimiento optimo.

El cultivo de Chlorella vulgaris fue eficiente al utilizar el fertilizante agricola
Bayfolan® Soélido, con un rendimiento éptimo a una concentracion del 0.75%.
Esta microalga result6 ser una fuente de alimento adecuada para Hypsibius
exemplaris, Viridiscus viridianus y Ramazzottius sp. En el caso de
Paramacrobiotus gadabouti y Milnesium hufelandi, C. vulgaris proporciond
una fuente parcial de alimento, complementada con rotiferos y nematodos. Para
estas especies omnivoras, asi como para Milnesium tardigradum, la provision
constante de presas vivas es fundamental para garantizar el éxito en su

mantenimiento y reproduccion.
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La especie con mayor éxito reproductivo fue Hypsibius exemplaris, especie

herbivora que comunmente se encuentra en cuerpos de agua dulce. A
comparacion de especies omnivoras y carnivoras como P. gadabouti, M.
hufelandi y M. tardigradum, H. exemplaris cumplié con las necesidades
nutricionales requeridas, por lo que inferimos que la alimentacion estd
estrechamente relacionada con la capacidad reproductiva.

El agua mineral Sta. Maria® se presenta como una opcioén accesible y viable
como medio para el cultivo de tardigrados, ya que su composicion mineral
permite mantener un balance osmotico adecuado en los organismos. El
recambio continuo del medio no solo contribuye a la higiene del cultivo y como
prevencion de contaminantes como hongos, sino que también favorece una
adecuada oxigenacion, fundamental para su desarrollo.

En especies de Eutardigrada, la presencia de humedad constante es crucial,
mientras que en Heterotardigrada se recomienda permitir una evaporacion
parcial del agua durante ciertas horas del dia, asi como una deshidratacion
periodica completa.

Las condiciones térmicas Optimas para el cultivo de tardigrados de Baja
California corresponden a aquellas del habitat natural en época de lluvias, con
temperaturas promedio de 10 a 15 °C y minimas de 6 a 8 °C.

Aunque el fotoperiodo no mostrd un impacto determinante en el desarrollo de
los organismos, se sugiere un régimen de 14 horas de luz y 10 horas de

oscuridad para mantener condiciones similares a las de su entorno natural.
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9. Elcultivo de tardigrados en laboratorio representa una herramienta valiosa para

el mantenimiento de poblaciones estables y que podrian servir para estudios en
diversas 4reas de las ciencias biologicas, incluyendo Astrobiologia,
Biotecnologia, Biomedicina y ciencias -Omicas. Sin embargo, su cultivo
exitoso requiere el manejo paralelo de otros organismos que sirven como
fuente de alimento, como microalgas, rotiferos y nematodos, lo que resalta la
importancia de desarrollar estrategias integradas para su mantenimiento a largo

plazo.
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12. GLOSARIO

Ad libitum: Expresion en latin que significa "a voluntad" o "segun se desee". En
p q g g

biologia, se usa para referirse a la disponibilidad ilimitada de alimento o recursos.

Anhidrobiosis: Estrategia de supervivencia en la que un organismo entra en un estado
de deshidratacion extrema y suspende sus funciones metabolicas hasta que se

rehidrata.

Anfimixis: Tipo de reproduccion sexual que implica la fusion de gametos de dos

progenitores diferentes, dando lugar a variabilidad genética.

Anoxibiosis: Estado en el que un organismo responde a la falta de oxigeno reduciendo

su metabolismo sin entrar en criptobiosis.

Carnivoro: Organismo que se alimenta principalmente de otros animales.

Ciencias -6micas: Conjunto de disciplinas cientificas que estudian elementos
bioldgicos a gran escala, como la gendémica (genes), protedmica (proteinas) o

metabolémica (metabolitos).

Crioconita: Depositos de polvo orgédnico e inorganico sobre superficies heladas, que

pueden albergar comunidades microbianas.

Criptobiosis: Estado de vida latente en el que los procesos metabolicos de un
organismo se reducen a niveles indetectables, permitiendo la supervivencia en

condiciones extremas.
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Detritus: Materia organica en descomposicion que sirve de fuente de nutrientes en los

ecosistemas.

Ecdysozoa: Clado de animales que mudan su cuticula durante su crecimiento, como

artropodos y tardigrados.

Epifita: Planta que crece sobre otra sin ser parasita, usando su soporte para acceder a

la luz y la humedad.

Esclerofilo: Organismo adaptado a condiciones secas, con estructuras rigidas y

resistentes a la pérdida de agua.

Exuvia: Exoesqueleto desechado por un organismo durante la muda.

Fotocinesis: Respuesta fisiologica de un organismo a la luz sin direccion especifica.

Fototaxis: Movimiento de un organismo hacia o en contra de una fuente de luz.

Gametofito: Fase haploide del ciclo de vida de plantas y algunos organismos,

responsable de la produccion de gametos.

Gonocorico: Especie en la que los sexos estan separados en individuos distintos.

Gonoporo: Abertura del sistema reproductor en algunos animales.

Gravida: Término que indica que un organismo estd en estado de gestacion o con

huevos en desarrollo.

Herbivoro: Organismo que se alimenta principalmente de plantas o algas.
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Hipoxia: Condicion de baja disponibilidad de oxigeno en un ambiente o en el

organismo.

Lignificado: Que ha desarrollado lignina en sus tejidos, aportando rigidez y resistencia

estructural.

Omnivoro: Organismo que se alimenta tanto de materia vegetal como animal.

Ovigera: Hembra que porta huevos en desarrollo, ya sea dentro de su cuerpo o

adheridos externamente, antes de la eclosion.

Partenogénesis: Forma de reproduccion asexual en la que un embrion se desarrolla

sin fertilizacion.

Protonema: Estructura filamentosa inicial en el desarrollo de los musgos a partir de

una espora.

Rizoide: Estructura de plantas no vasculares que facilita la fijacion al sustrato y la

absorcion de agua.

Telitoquia: Tipo de partenogénesis en la que solo se producen hembras a partir de

huevos no fertilizados.

Trehalosa: Disacarido de glucosa presente en algunos organismos, crucial en la

tolerancia a la desecacion.

Turgente: Estado en el que una célula u organismo mantiene su forma debido a la

presion del agua en su interior.
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13. APENDICES Y ANEXOS

Iag g

Anexo 1. Muestra de musgo contaminado con hongos



MES
ENE
FEB
MAR
ABR
MAY
JUN
JUL
AGO
SEP
OCT
NOV
DIC
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45
59.2
28.2
14.2

4.8

1.8

0.6

0.7

1.4
22.5
23.7
44.6

20.2
19.4
20.1
21
21.9
23
25.5
26.1
25.9
23.9
22.3
19.6

13.7
13.5
14.5
15.5
17.3
19
21.5
21.9
20.9
18.4
16
13.3

Anexo 2. Tabla del climograma del municipio de Ensenada.

MES
ENE
FEB
MAR
ABR
MAY
JUN
JUL
AGO
SEP
OCT
NOV
DIC

10.3
17.8
10
2.5
0.4
0
3
5.6
11.4
9.1
9
20.5

19
20.6
23.1
25.1
27.9
33.1
36.1
36.5
33.6
28.4
22.9
19.5

12.8
13.7
15.2
16.7
19
235
27.4
28
254
20.5
15.9
13.2

7.2
7.6
8.8
9.9
12.7
14.9
17.4
17.6
16
13
9.7
6.9

T. MINIMA
6.6
6.8
73
8.2
10.1
13.9
18.6
19.6
17.3
12.6
8.9
6.9

Anexo 3. Tabla del climograma de la localidad San José, municipio de San Quintin.



%Supervivencia

Dia 1

Porcentaje 15°C

100

Anexo 4. Tabla de porcentajes de supervivencia de P. gadabouti y M. hufelandi en

dias especificos.
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Dia 7 Dia 14
100 100
85 70
85 70

Dia % Activos
1 100
7 0
14 14.28

%Inactivos
0
100
85.72

%Activos %Inactivos
100 0
100 0
100 0

%Actividad+%Inactividad T26vsT9

Anexo 5. Tabla de porcentajes de actividad influenciada por Temperatura de P.

gadabouti y M. hufelandi

Dia
1
7

14
21

Supervivencia

%
100
100
100
100

Anexo 6. Tabla de porcentajes de supervivencia de M. tardigradum en dias

especificos.



Dia
1
7

14
21

Actividad
%Activos
100
100
0
0

%Inactivos
0
0
100
100
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Anexo 7. Tabla de porcentaje de individuos activos e inactivos de M. tardigradum en

dias especificos.

Supervivencia
Dia 100
1 100
7 80
14 40

Anexo 8. Tabla de porcentajes de supervivencia de Ramazzottius sp. en dias

especificos.

Dia
1
7

14
21

Actividad
%Activos
100
80
100
100

%Inactivos
0
20
0
0

Anexo 9. Tabla de porcentaje de individuos activos e inactivos de M. tardigradum en

dias especificos.



Supervivencia
Dia 100
1 100
7 100
14 100
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Anexo 10. Tabla de porcentajes de supervivencia de V. viridianus en dias especificos.

Dia

1

7

14

21

Actividad
%Activos %Inactivos
71.42 28.58
85.71 14.29
0 100
0 10

Anexo 11. Tabla de porcentaje de individuos activos e inactivos de V. viridianus en

dias especificos.

Supervivencia
Porcentaje
Dia (%)
1 100
7 100
14 105
21 235

Anexo 12. Tabla de porcentajes de supervivencia de Hypsibius exemplaris en dias

especificos.



Dia
1
7

14
21

Actividad
%Activos
90
95
85.71
97.87

%Inactivos
10
5
14.28
2.12

108

Anexo 13. Tabla de porcentaje de individuos activos e inactivos de H. exemplaris en

dias especificos.



