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Objetivo: Generar un sistema de lineas base utilizando un gen estandarizado cddigos de
barras del ADN de zooplancton (incluyendo ictioplancton) residentes del Sureste Mexicano,
asi como posibles invasoras provenientes de diversas fuentes, de tal forma que sirva como
fundamento para andlisis mds precisos utilizando el DNA ambiental y metabarcoding.
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Resumen: El uso de metodologias no invasivas a los ecosistemas epicontinentales como: el
metabarcoding y el ADN ambiental (o eDNA en inglés) en agua, asi como la amplificacién y
secuenciacion por el método de Sanger para ciertas regiones en el genoma animal y de
plantas terrestres, también denominado Cédigo de barras de la vida, han demostrado ser
eficaces en la deteccidn de especies exdticas y nativas. Por esta razén, el gen estandarizado
(Citocromo Oxidasa |, en el caso de animales) se ha seleccionado para la generacién de lineas
base de las especies presentes en diferentes ecosistemas.

Con el presente proyecto se propone estudiar 20 sistemas dulceacuicolas del sureste de
México, usando las metodologias descritas para determinar la presencia de especies exdticas
(zooplancton y peces, particularmente) y proponer un sistema de monitoreo para la
Deteccidon Temprana y Respuesta Rapida (DTRR) ante la presencia de especies exodticas.
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2.1

2.2

1 INTRODUCCION

La proteccidén de la biodiversidad acuatica dulceacuicola del Centro y Sureste de México,
donde se concentra mas del 80% del agua dulce del pais, es fundamental. Estas areas se
encuentran bajo mucha presidn por el incremento de la poblacion humana, lo que provoca
la alteraciéon y pérdida del habitat, uso y contaminacién del agua, pesticidas,
sobreexplotacién, especies introducidas, entre otras, la cual se ha incrementado en los
ultimos anos en México (Schmitter-Soto et al., 2011).

Es por esto, que uno de los objetivos principales dentro de la Estrategia Nacional sobre
Biodiversidad de México es la planificacién para la conservacién y uso sustentable de la
biodiversidad, para lo cual es indispensable que cada uno de los 32 estados de la Republica
Mexicana cuenten con su inventario de flora y fauna (Gobierno de la Republica, 2016).

El uso de nuevas metodologias como la el llamado metabarcoding que es la amplificacién
masiva de genes estandarizados con métodos de secuenciacién de siguiente generacion,
eDNA o ADN ambiental en el agua, junto con la elaboracién de lineas base con Cddigos de
barras de la vida para la deteccién de especies exdticas y nativas, es cada vez mds comun en
sistemas dulceacuicolas y ya han demostrado su utilidad (Valdez Moreno et al., 2019). Los
resultados de ambas técnicas han demostrado ser muy eficientes, por lo que se decidid
utilizar estas herramientas moleculares para el presente proyecto.

Se elaborardn las lineas base de especies presentes, nativas, no nativas e invasoras, entre los
grupos del zooplancton e ictiofauna en 20 sistemas acuaticos del Sureste Mexicano, y se
realizardn sugerencias la elaboraciéon de un sistema de monitoreo que ayuden en la
elaboracidn de un protocolo de Deteccién Temprana y Respuesta Rapida (DTRR).

2 OBIJETIVOS

Objetivo general
Desarrollar un método de biomonitoreo no invasivo de ecosistemas acudticos, soportados

por las lineas base del gen COIl y el eDNA en veinte sistemas acuaticos del Sureste de México
y determinar la posible presencia de especies exdticas invasoras (EEI).

Objetivos especificos

* Identificar 20 ecosistemas acudticos epicontinentales de interés para establecer las lineas
base de peces y el zooplancton basado en los cddigos de barras de la vida.
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* Generar un sistema de lineas base utilizando un gen estandarizado (Cédigo de barras del
ADN) del zooplancton e ictioplancton residentes del Sureste Mexicano, mismo que servira
como fundamento para analisis mas precisos, a través de ADN ambiental (eADN).

* Identificar posibles especies exdticas o invasoras, a partir de la linea base de especies en
los 20 sistemas dulceacuicolas, los datos ya existentes y la metagendmica.

* Conformar un mapa inicial de la distribucion de especies invasoras detectadas, asi como
las residentes (o nativas), en los sistemas estudiados.

3 METODOLOGIA

3.1 Area de estudio

Se realizaron cuatro salidas al campo, durante el periodo del 06 de marzo de 2019 al 29 de
marzo de 2021. En total se visitaron 20 sitios en cuatro estados de la Republica Mexicana:

Laguna Chichankanab, Cenote Oxman, Cenote Suytun, Kantemd y Laguna Noh Bec (del 6 al

8 de marzo, 2020); Laguna llusiones, Laguna Cometa y San Pedrito 1 en los Pantanos de
Centla, los Manantiales de Pedro Baranda, Laguna Chuina y Laguna Silvituc (del 13 al 19 de

marzo, 2020); Laguna Milagros, al Rio Hondo, Laguna de Xul-Ha, La Sabana y Buenavista (del

10 al 12 y 20 de diciembre, 2020) y la Laguna Azul, Cenote El Manantial, Cenote Rio Hondo y

Cenote Cocodrilo Dorado (del 27 de febrero y del 25 al 29 de marzo, 2021) (Tabla 1y Figura 1

y 2).

Tabla 1. Sitios de recolecta (Fuente: Elaboracién propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021).

Sitio Coordenadas Estado Municipio Localidad ANP
latitud
atitu longitud
Laguna llusiones 17.999665° -92.931919° Tabasco Villahermosa Villahermosa No
Laguna Cometa 18.370000° -92.580000° Tabasco Frontera Frontera Reserva de la
Biosfera Pantanos|
de Centla
Laguna San Pedrito 18.370023° -92.602989° Tabasco Frontera Frontera Reserva de la
(Las Palmas) Biosfera Pantanos|
de Centla
Manantiales de Pedro 17.962523° -90.870884° Campeche Candelaria San Lorenzo No
Baranda
Laguna de Chuina 18.963155° -90.710830° Campeche Champotoén Aquiles Serdan No
Laguna de Silvituc 18.639682° -90.289294° Campeche Escarcega Silvituc No
(también llamada
Laguna Noh)
Kantemo 19.930097° -88.790962° | Quintana Roo Othon P. Blanco  José Marial No
Morelos
Laguna Chichankanab 19.877620° -88.768596° | Quintana Roo | José Maria Morelos Dziuché No
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Figura 1. Mapa de los sitios donde se realizaron las recolectas.
(Elaboracidn propia Janneth Padilla /ECOSUR, 2021).

Cenote Oxman 20.667811° -88.229634° Yucatan Valladolid Hacienda San No
Lorenzo
Cenote Suytun 20.698558° -88.125203° Yucatan Valladolid Tikuch No
Laguna Azul 19.875738° -88.078206° | Quintana Roo |Felipe Carrillo Puerto Sefior No
Laguna Noh Bec 19.134385° -88.178995° | Quintana Roo |Felipe Carrillo Puerto Noh Bec No
Buenavista, porcion| 18.873152° -88.239090° | Quintana Roo Bacalar Buena vista No
norte de la Laguna de
La Sabana 18.546950° -88.312858° | Quintana Roo Othon P. Blanco Chetumal No
Laguna Milagros 18.510963° -88.422411° | Quintana Roo Othon P. Blanco Huay Pix No
Laguna Xul Ha, porcién 18.559473° -88.446870° | Quintana Roo Othon P. Blanco Xul Ha No
sur de la Laguna de
Bacalar
Juan Sarabia, Rio Hondo| 18.484889° -88.489597° | Quintana Roo Othon P. Blanco Judén Sarabia No
El Manantial 18.407283° -88.536654° | Quintana Roo Othon P. Blanco Ramonal No
Cenote Cocodrilo 17.911082° -88.856424° | Quintana Roo Othon P. Blanco La Unidn No
Dorado
Cenote Rio Hondo 17.903051° -88.857501° | Quintana Roo Othon P. Blanco La Unidn No
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Figura 2. Mapa de los sitios donde se realizaron las recolectas a los alrededores de la ciudad de Chetumal, Quintana Roo
(Elaboracidn propia Janneth Padilla /ECOSUR, 2021).

3.2 Preparativos salida al campo

Previo a la salida a cada sitio de muestreo, se realizaron todos los tramites necesarios en
cada municipio y se preparé todo el material para acampar los dias siguientes (Figura 3y 4).

Cabe mencionar que los muestreos estan avalados por un permiso de colecta (anexo 1).

Figura 3. Platicas con presidentes municipales previo a las colectas.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2019.
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Figura 4. Preparacion del material para colectas con trampa de luz.
Fotografia: Adrian Uh Navarrete /ECOSUR, 2020.

3.3 Trabajo de campo para la elaboracion de Lineas Base

En cada sitio de recolecta se colocé una trampa de luz de diseiio propio (Figura 5), creada
para sistemas lénticos tropicales, y se dejo trabajando durante la noche (la instalacidn fue
entre las 19:00 a 20:00 horas y fueron recogidas entre las 6:30 a 7:00 h del siguiente dia.

Inmediatamente después de su recoleccidn, las muestras se lavaron en un tamiz de 50 pm
con etanol frio, sin desnaturalizar (x4° C) al 96% para extraer toda el agua, antes de
transferirlas a un frasco, con una proporciéon de 1/3 de muestra y 2/3 de etanol sin
desnaturalizar. Los frascos de muestra se colocaron en un recipiente con hielo para
transferirlos al laboratorio donde fueron almacenados en un congelador a -18 °C durante al
menos una semana. Después de este periodo, las muestras se almacenaron a temperatura
ambiente y estan listas para su revisiéon. Toda la metodologia utilizada se ha descrito con
detalle en Elias-Gutiérrez et al. (2018).

12
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Figura 5. Trampa de luz utilizada en el muestreo.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019

3.4 Obtencion de muestras para el ADN medioambiental y filtrado de muestras

En cada sitio de muestreo, se tomd 1 L de agua cerca de la region litoral y se colocé en una
botella de CIVEQ® esterilizada (Figura 6 y 7). La muestra se colocé inmediatamente en hielo.
Las botellas y el equipo de muestreo se manejaron con guantes para minimizar la
contaminacién con ADN humano. Esta metodologia va de acuerdo con lo propuesto por

Valdez-Moreno et al. (2019).

Figura 6. Ejemplo de la toma de muestra de agua en Pantanos de Centla

Fotografia: lurhitsi Elias Valdez/ECOSUR, 2021.
13
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Figura 7. Detalle de la toma de muestra de agua en Noh Bec
Fotografia: lurhitsi Elias Valdez/ECOSUR, 2021.

4 DESCRIPCION DE LOS SITIOS DE RECOLECCION DE MUESTRAS

A continuacion, se describe cada sitio de muestreo de acuerdo con las fechas de colecta.

4.1 Laguna Chichankanab
Fecha de Colecta: 6/03/2020

Coordenadas: 19°52'39.42"N, 88°46'14.49"W
Se colocaron dos trampas en zona litoral y una en la limnética.

14
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Figura 8. Vista aérea del sitio de muestreo Laguna Chichankanab.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

Figura 9. Laguna Chichankanab, lugar donde se colocd la trampa de luz.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez /ECOSUR, 2020.
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Figura 10. Laguna Chichankanab, recoleccién de muestra de trampa de luz.
Fotografia: lurhitsi Elias Valdez /ECOSUR, 2020.

Figura 11. Laguna Chichankanab, muestra de trampa de luz.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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4.2 Cenote Oxman
Fecha de Colecta: 6/03/2020

Coordenadas geograficas: 20°40'3.29" N, 88°13'48.38"W
Se colocd una trampa de luz en zona litoral y una en la limnética.

Figura 12. Cenote Oxman, vista general.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.

Figura 13. Cenote Oxman, vista del area de colecta.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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Figura 14. Cenote Oxman, preparacion de trampa de luz.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2020

Figura 15. Cenote Oxman, trampa de luz desplegada en el agua.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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4.3 Cenote Suytun
Fecha de Colecta: 6/03/2020

Coordenadas geograficas: 20°41'53.70"N, 88° 7'33.35"W Se
colocd una trampa de luz en zona limnética.

Figura 16. Cenote Suytun, vista general.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.

Figura 17. Cenote Suytun, sitio de instalacién de trampa de luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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Figura 18. Cenote Suytun, muestra de trampa de luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020

Figura 19. Cenote Suytun, fijacidn y etiquetado de muestras.
Fotografia: José Angel Cuhuo Colli/ECOSUR, 2020.
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4.4 Kantemo

Fecha de Colecta: 6/3/2020
Coordenadas geograficas 19°55'42.03"N, 88°47'46.12"0

Figura 20. Entrada a la Caverna Kantemo.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.

Figura 21. Vista de la Caverna Kantemo.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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Figura 22. Caverna Kantemd, maniobras de colecta.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

4.5 Laguna Noh Bec

Fecha de Colecta: 7/3/2020
Coordenadas geograficas 19° 8'42.71"N, 88°10'25.49"W Se
colocaron dos trampas en zona litoral y una en la limnética.

Figura 23. Laguna Noh Bec, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 24. Laguna Noh Bec, trampa de luz instalada en zona limnética. La malla se utilizé para evitar a los cocodrilos, que ya
nos han destruido varias trampas.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.

Figura 25. Laguna Noh Bec, salida para colecta de muestras de trampa de luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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4.6 Laguna llusiones
Fecha de Colecta: 15/03/2020

Coordenadas geograficas: 18° 0'22.43"N, 92°55'33.75"W Se
colocaron dos trampas en zona litoral y una en la limnética.

Figura 26. Laguna llusiones, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez /ECOSUR, 2020.

Figura 27. Laguna llusiones, salida para colocar trampas de luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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Figura 28. Laguna llusiones, preparacion de trampa de luz.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

Figura 29. Laguna llusiones, fijacion y etiquetado de muestras.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2020.
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4.7 Laguna Cometa
Fecha de Colecta: 16/03/2020

Coordenadas geograficas: 18°22'12.69"N, 92°36'7.06"W Se
colocaron cuatro trampas en zona litoral y dos en limnética.

Figura 30. Pantanos de Centla, vista area.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

Figura 31. Pantanos de Centla, trampa de luz en zona litoral.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 32. Pantanos de Centla, trampa de luz en zona limnética.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

Figura 33. Pantanos de Centla, trampa de luz en zona limnética.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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4.8 Laguna San Pedrito 1 Las Palmas
Fecha de Colecta: 16/03/2020

Coordenadas geograficas 18°23'28.21"N, 92°36'43.64"W
Se colocaron 2 trampas en zona Litoral

Figura 34. Vista de laguna San Pedrito 1 Las Palmas.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

Figura 35. Trampa de luz 1 en zona litoral.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 36. Trampa de luz 2 en zona litoral.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

4.9 Manantiales de Pedro Baranda

Fecha de Colecta: 17/03/2020
Coordenadas geograficas 17°57'42.00"N, 90°52'10.27"W
Se colocaron cuatro trampas en zona litoral

Figura 37. Manantiales de Pedro Baranda, vista area.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 38. Manantiales de Pedro Baranda, colocacién de trampa de luz.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 39. Fijacién de muestras de trampa de luz, Manantiales de Pedro Baranda.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

30



Establecimiento de lineas base de especies a través de analisis de ADN como base para la deteccidn de especies
exoticas y ensayo de un sistema de monitoreo de los sistemas acuaticos epicontinentales de México utilizando
ADN ambiental

4.10 Laguna de Chuina

Fecha de Colecta: 18/03/2020
Coordenadas geograficas: 18°57'44.45"N, 90°42'38.27"W Se
colocaron cuatro trampas en zona litoral y una en la limnética.

Figura 40. Laguna de Chuina, vista drea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

Figura 41. Laguna de Chuina.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020
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Figura 42. Laguna de Chuina, maniobra con lancha.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020

4.11 Laguna de Silvituc

Fecha de Colecta: 19/03/2020
Coordenadas geograficas: 18°38'37.63"N, 90°16'24.35"W
Se colocaron cuatro trampas en zona litoral y una en la limnética.

Figura 43. Laguna de Silvituc, vista area. A la izquierda el poblado de Silvituc.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 44. Laguna de Silvituc, trampa de luz colocada y trabajando en zona limnética.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

Figura 45. Laguna de Silvituc, muestra de trampa de luz.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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4\
Figura 46. Laguna de Silvituc, fijacion y etiquetado de muestras.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.

4.12 Laguna Milagros
Fecha de Colecta: 11/12/2020

Coordenadas: 18°30'52.35"N, 88°25'9.18"W
Se colocd una trampa en zona litoral y una en la limnética.

Figura 47. Laguna Milagros, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 48. Laguna Milagros, llegada al sitio de colecta.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli /ECOSUR, 2020.

Figura 49. Laguna Milagros, vista del area de colecta.
Fotografia: Pamela Onofre Salomdén /ECOSUR, 2020.
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4.13 Rio Hondo

Fecha de Colecta: 11/12/2020
Coordenadas geograficas: 18°29'37.53"N, 88°28'41.32"W
Se colocaron dos trampas en zona litoral

Figura 50. Rio Hondo, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez /ECOSUR, 2020.

Figura 51. Rio Hondo, vista del drea de colecta.
Fotografia: Adridn Uh Navarrete/ECOSUR, 2020.
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Figura 52. Rio Hondo, Salida para colocar trampas de luz.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2020.

4.14 Laguna Xul-Ha

Fecha de Colecta: 11/12/2020
Coordenadas geogréficas: 18°33'35.01"N, 88°26'46.52"W Se
colocd una trampa en zona litoral y una en limnética.

Figura 53. Laguna Xul-Ha, vista aérea de la zona de muestreo.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez /ECOSUR, 2020.
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Figura 54. Laguna Xul-Ha, vista aérea de la zona de muestreo.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez /ECOSUR, 2020.

Figura 55. Laguna Xul-Ha, colocacién de trampas de luz.
Fotografia: Uriel Bricefio Aké /ECOSUR, 2020.
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Figura 56. Laguna Xul-Ha, colocacion de trampas de luz.
Fotografia: Uriel Bricefio Aké /ECOSUR, 2020.

4.15 La Sabana

Fecha de Colecta: 12/12/2020
Coordenadas geograficas: 18°32'49.12"N, 88°18'57.65"W Se
colocd una trampa en zona litoral y una en limnética.

Figura 57. La Sabana, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2020.
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Figura 58. La Sabana, vista del area de colecta.
Fotografia: Adrian Uh Navarrete/ECOSUR, 2019.
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Figura 59. La Sabana, salida para colocar las trampas de luz.
Fotografia: Uriel Bricefio Aké/ECOSUR, 2020.
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Figura 60. La Sabana, trampa de luz colocada en la zona litoral.
Fotografia: Adrian Uh Navarrete/ECOSUR, 2020.

Figura 61. La Sabana, muestra obtenida. Los organismos que parecen gusanos son larvas de Chaoborus.
Fotografia: Adrian Uh Navarrete/ECOSUR, 2020.
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4.16 Buenavista
Fecha de Colecta: 20/12/2020

Coordenadas geograficas: 18°52'23.4"N 88°14'20.7"W Se
colocd una trampa en zona litoral y una en limnética.

Figura 62. Buenavista, sitio de muestreo.
Fotografia: Adrian Uh Navarrete/ECOSUR, 2020.

Figura 63. Buenavista, trampa de luz operando en la zona profunda.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez /ECOSUR, 2020.
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Figura 64. Buenavista, trampa de luz operando en la zona somera.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez /ECOSUR, 2020.

4.17 El Manantial

Fecha de Colecta: 27/02/2021
Coordenadas geograficas: 18°24'26.22"N, 88°32'11.95"0

Figura 65. El Manantial, vista aérea. Fotografia:
Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.
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Figura 66. El Manantial, trampa de luz en operacién.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021

Figura 67. El Manantial, colocacién de trampa de luz.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021
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4.18 Laguna Azul
Fecha de Colecta: 26/03/2021

Coordenadas geograficas: 19°52'36"N 89°55'16"W
Se colocaron dos trampas en zona litoral y una en la limnética.

Figura 68. Laguna Azul, vista aérea. Fotografia:
Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.

Figura 69. Laguna Azul, colocando trampas de luz.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2021.
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Figura 70. Laguna Azul, preparando muestra colectada.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2021.

4.19 Cenote Rio Hondo

Fecha de Colecta: 28/03/2021
Coordenadas geograéficas: 17°54'10"N 89°08'34"W Se
colocd dos trampas en zona litoral.

Figura 71. Cenote Rio Hondo, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.
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Figura 72. Cenote Rio Hondo, colocacidn de trampa de luz.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.

Figura 73. Cenote Rio Hondo, maniobras.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli /ECOSUR, 2021.
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4.20 Cenote Cocodrilo Dorado

Fecha de Colecta: 29/03/2021
Coordenadas geograficas: 17°54'10"N 89°08'34"W Se
colocd una trampa en zona litoral y una en limnética.

Figura 74. Cenote Cocodrilo Dorado, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.

Figura 75. Cenote Cocodrilo Dorado, trampa de luz.

Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.
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Figura 76. Recuperacién de trampa de luz.

Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.

5 TRABAJO DE LABORATORIO

5.1 Separacidon de muestras

Debido a la pandemia desde el 18 de marzo de 2020, se suspendieron las actividades en

ECOSUR, por lo que se monté un pequefio laboratorio en casa de los investigadores (Figura
77). Esto trajo como consecuencia que el procesamiento de las muestras fuera lento pues
no se contaba con el apoyo directo del técnico laboratorista ni con el equipo suficiente. Fue

hasta agosto del presente afio que comenzamos a trabajar en los laboratorios de ECOSUR
(Figura 78).

Figura 77. Laboratorio en casa de los investigadores
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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Figura 78. Laboratorio de Zooplancton en ECOSUR
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

Figura 79. Equipo para la toma de fotografias en el laboratorio de Zooplancton en ECOSUR
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

5.2 Preparacion de los especimenes para la extraccion, purificacion y secuenciacion del gen
mitocondrial COI

En el laboratorio, se procedié a la separacion de los especimenes por morfotipos, utilizando
un microscopio estereoscépico u dptico, dependiendo de la talla de los ejemplares y de la
dificultad en su categorizacidn. Después cada uno de ellos fue fotografiado. En algunos casos
se generaron imagenes apiladas por el eje Z utilizando el software Helicon Focus V.

6.5.1
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Extraccion y amplificacion de ADN.

El ADN se extrajo utilizando un método estandar de fibra de vidrio (Ivanova et al., 2006). La
forma es que se extrajo la muestra de tejido para la extraccién del ADN se detalla a
continuacion: individuos completos, en el caso de taxones pequefios como los rotiferos (<0,3
mm). En el caso de los dcaros del agua, se les extrajo el ADN y posteriormente se recuperaron
de los filtros (Prosser et al., 2010), conservandolos en etanol al 96% con una gota de glicerol:
para los cladéceros, se utilizaron los embriones o la segunda antena. En el caso de los
copépodos grandes (mayores a 1.5 mm), se extrajeron los musculos dorsales del cefalotdorax
o los huevos (en el caso de las hembras ovigeras). En otros grupos, como insectos, solo se
corté el penultimo tarso de una pata. Finalmente, para las larvas de peces, se utilizé
preferentemente el ojo del lado derecho. Los especimenes que no se perdieron durante la
extraccion se colocaron nuevamente en etanol y se depositaron en la Coleccidon de Referencia
de ictioplancton y zooplancton del ECOSUR, Unidad Chetumal a manera de vouchers.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Después de la extraccién de ADN, se agregaron 2 UL de cada extracto de ADN a una mezcla
de PCR que consiste en 2 uL de agua ultrapura Hyclone (Thermo Fisher scientific), 6.25 pL de
D - (+) - trehalosa di-hidratada al 10% (Fluka Analytical), 1.25 pL de 10X Platinum Taq buffer
(Invitrogen), 0.625 pL de 50 pM MgCI2 (Invitrogen), 0.0625 pL de 10 uM dNTP (KAPA
Biosystems), 0.125 ul de cada cebador 10 uM (cebadores Zplank, ver Prosser et al., 2013 para
detalles), y 0.06 uL de PlatinumTaq (Invitrogen). El total de la mezcla, incluyendo el templado
de ADN fue de 12.5 pl. Todas las muestras se amplificaron con los cebadores Zplank y/o el
coctel C-Fish (lvanova et al., 2007; Prosser et al., 2013).

El termociclado permite realizar los ciclos de temperaturas necesarios para producir la
amplificacién de ADN y su posterior secuenciacion con el método de Sanger. Las reacciones
se llevaron a cabo de la siguiente manera: aumentar la temperatura a 95° C durante 1 minuto,
continuar con 5 ciclos de 94° C durante 40 segundos, bajar la temperatura a 45° C durante 40
segundos, después subir la temperatura a 72° C durante 1 minuto y luego 35 ciclos a 94° C
durante 40 minutos, seguidos de 51° C durante 40 segundos, 72° C durante 1 min y una
extension final de 72° C durante 5 minutos.

Los productos de PCR (ADN amplificado) se visualizaron en un gel de agarosa al 2% utilizando

un sistema de electroforesis de agarosa de 95 pozos E-Gel (Invitrogen) y se seleccionaron
aquellos que muestran un producto de PCR éptimo para la secuenciacion.
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Secuenciaciéon y analisis de datos

Los productos de PCR se secuenciaron utilizando un kit de secuenciacién BigDye ©
Terminator v.3.1 modificado (Hajibabaei et al., 2005) (Applied Biosystems, Inc.). La
secuenciacion fue bidireccional en un secuenciador automatizado ABI 3730XL, utilizando los
cebadores M13F y M13R. Las secuencias se editaron utilizando el programa CodonCode v.
3.0.1 (CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts), y se subieron a la base de datos del
sistema BOLD (Ratnasingham & Hebert, 2007). Estos datos se haran disponibles a través de
un dataset especifico dentro del proyecto “Zooplankton from epicontinental water systems
associated to Biosphere Reserve Sian Kaan” (SKAAN”) (boldsystems.org). Todos los datos se
analizaron con las herramientas en BOLD y todas las secuencias se examinaron para
establecer que estén limpias, o sea que no tengan la presencia de codones de parada e
indeles, asi como una comprobacién contra NUMTS (DNA mitocondrial incorporado al nucleo
de la célula) (Ratnasingham & Hebert, 2007).

Identificacion de los especimenes

La identificacion molecular se realizd en el propio sistema BOLD o mediante la técnica de
BLAST en GenBank y sélo se considerd hasta el nivel de especie cuando la divergencia fue de
3% o menos. Para el rango de género se considerd hasta un 10%-12% de divergencia.
Finalmente, para taxones superiores ya sea nivel de familia, subfamilia u orden se
consideraron valores por arriba del 12%, pero menores del 20%. Cada taxdn identificado,
independientemente del nivel (especie a orden) se consideré una Unidad Taxondmica
Operacional (OTU, por sus siglas en inglés).
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Cabe mencionar que la extraccion, purificacion y amplificacion de ADN de las muestras de
zooplancton se realizé en el laboratorio de cddigo de barras de la vida en Chetumal y los
amplificados se mandaron a secuenciar a Eurofins en Louisville, Kentucky, Estados Unidos.

5.3 Preparacidon de muestras para la obtencion de ADN medioambiental

Una vez que ya se tenian todas muestras se transportaron al laboratorio de necton en
ECOSUR para su procesamiento. Para minimizar la degradacién de ADN ambiental, las
muestras de agua se filtraron dentro de las primeras 24 a 48 horas a partir de su recoleccion.

Antes de proceder a trabajar con las muestras, todas las superficies y materiales de
laboratorio se esterilizaron con hipoclorito de sodio al 10%, seguido de etanol al 70% (Figura
82).

Posteriormente se procedié al montaje del equipo necesario para realizar la filtracidon de las
muestras (Figura 83).

Las muestras de agua recolectadas mostraron diferentes coloraciones y cantidad de sélidos
suspendidos como se muestra en la figura 84.

Figura 82. Limpieza del espacio para trabajar con alcohol al 96% para evitar contaminacién de la muestra
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.
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Figura 83. Equipo para la filtracién de muestras de ADN medioambiental (bombas de vacio, frascos kitasato, filtros para el
agua)
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

Figura 84. Muestras representativas del proyecto mostrando las diferentes coloraciones y cantidad relativa de sélidos
suspendidos en el agua.
Fotografias: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

Las muestras que presentaron exceso de sélidos suspendidos fueron pre-filtradas con filtros de
disefio propio y papel filtro Whatman # 40 como (Figura 85 y 86) para obtener una mejor
extraccion del ADN del agua.
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Figura 85. Filtros de disefio propio usados para el pre-filtrado de las muestras de agua.
Fotografias: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

Figura 86. Equipo utilizado para la pre-filtracion de las muestras de agua.
Fotografias: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

56



Establecimiento de lineas base de especies a través de analisis de ADN como base para la deteccion de especies

exoticas y ensayo de un sistema de monitoreo de los sistemas acuaticos epicontinentales de México utilizando
ADN ambiental

Al final todas las muestras se filtraron utilizando filtros de 0,22 um, donde quedd la materia con

el ADN. Los filtros se almacenaron en tubos falcén, colocados inmediatamente en un congelador
a-18 °C.

En las siguientes fotografias se ejemplifica el trabajo realizado en el laboratorio de ECOSUR.

B e it el i s st ims R

Figura 87. Limpieza del material previo a la filtracion de la muestra para evitar contaminacién de la muestra.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

Figura 88. Proceso de pre-filtracion de la muestra para eliminar particulas grandes y evitar que los filtros se saturen.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

57



Establecimiento de lineas base de especies a través de analisis de ADN como base para la deteccion de especies
exoticas y ensayo de un sistema de monitoreo de los sistemas acuaticos epicontinentales de México utilizando
ADN ambiental

Figura 89. Proceso de segunda filtracion de muestras para tomar la muestra final para el ADN medioambiental (bombas de
vacio, frasco kitasato con el filtro para el agua).

Fotografia: José Angel Cohuo/ECOSUR, 2021

Figura 90. Vista del filtro con la muestra.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.
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Finalmente, cada filtro se colocé en tubos de centrifuga, se empaquetaron y se colocaron en
una hielera de unicel con hielo para ser trasladados por paqueteria a uno de los laboratorios
del Centre for Biodiversity Genomics (CBG) en Guelph, Canadd, lugar donde se realizé la
extraccion de ADN. El proceso entre la filtracidn y la extraccion de ADN fue inferior a 48 horas
para evitar su degradacion.

Figura 91. Vista de los tubos con los filtros con las muestras.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

LY L .

Figura 92. Vista del envid de las muestras en la hielera de unicel.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.
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5.4 Procesamiento de muestras de ADN medioambiental en el Laboratorio Guelph

5.5

Las muestras se mantuvieron a -20 ° C hasta su procesamiento desde que llegaron al
laboratorio. Antes de la extraccidon de ADN, todas las superficies de laboratorio y las pipetas
se esterilizaron con lejia al 10%, seguido de etanol al 70% (Valdez-Moreno et al., 2019). Las
pipetas se limpiaron repetidamente con lejia al 10%, seguido de etanol al 70% durante la
extracciéon y los guantes se cambiaron con frecuencia. Los rotores de centrifuga, los
adaptadores y las gradillas de tubos se lavaron con ELIMINase diluida (Decon Labs) (1:10) y
se enjuagaron con agua desionizada. Los filtros de muestra se enviaron ya enrollados en un
cilindro con la parte superior hacia adentro. Las perlas de los tubos de perlas de ADN
PowerWater de Qiagen se agregaron a cada muestra. El ADN se extrajo como se describe en
(lvanova N.V. et al., 2008) con modificaciones menores: se agregd un volumen de 900 pul de
tampodn ILB con 100 pl de proteinasa K a cada tubo, los tubos se incubaron a 56 ° C durante
30 minutos y se agitaron en un vértice Genie 2 a velocidad maxima durante 5 min, seguido
de 1,5 horas de incubacion a 56 ° C. Los tubos se centrifugaron a 2.000 g durante 2 min y se
transfirieron ~ 700 ul de lisado a un tubo limpio que contenia 1,4 ml de tampdn GuSCN 5 M;
todo el volumen resultante se aplicé a la columna Epoch Biolabs en 3 etapas de centrifugacion
posteriores a 6.000 g (cada transferencia de 700 pl). La membrana de silice se lavé 1x con 400
ul de PWB, 2x con 700 ul de WB, se secd a 562C durante 20 min. El ADN se diluyé en 100 pl
de tampon EB a 11.000 g. Finalmente el ADN se transfirié a una placa de 96 pocillos.

Amplificacion por PCR y secuenciacidn con el secuenciador S5:

Antes de la amplificacion por PCR usando los cebadores enumerados en la Tabla 2, se
monitorearon los extractos de ADN para detectar inhibidores usando concentraciones de
ADN stock, diluciones 10x y 20x con el juego de cebadores COI AquaF2_t1 / C_FishR1t1
usando 60 ciclos. Se prepard una placa de ADN personalizada en funcién del rendimiento de
la amplificacién, y las muestras se amplificaron posteriormente con tres réplicas de PCR con
los cebadores enumerados en la Tabla 2 utilizando 60 ciclos. Los productos de PCR se
diluyeron 2x y las muestras se marcaron con identificadores moleculares universales (UMI)
lonCode. Se combiné cada conjunto de cebadores y la seleccidon de tamaiio se realizé usando
BluePippin (Sage Science) usando un casete de agarosa al 2% de secuencias de direccién entre
250-500 pares de bases. Cada biblioteca se diluyé a 26 pM y se mezclé en una proporciéon de
1: 1 para el experimento S5 usando el kit de chef lon 510/520/530. Cada réplica de ADN para
cada combinacidn de cebadores se procesd bajo una etiqueta MID lonCode separada.

Se utilizé el siguiente procedimiento para las lecturas de NGS sin procesar: se utilizé Cutadapt
(v1.8.1) para recortar las secuencias de cebadores; Se utilizo Sickle (v1.33) para el filtrado de
tamafio (se conservaron las secuencias de 150 a 250 pb), mientras que se empled Uclust
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(v1.2.22q) para reconocer las OTU basadas en una identidad> 98% y una profundidad de
lectura minima de 2 umbrales. Luego se utilizé el algoritmo Local Blast 2.2.29+ para comparar
cada OTU con las secuencias de referencia en cinco conjuntos de datos: datos publicos de
peces de BOLD filtrados al nivel de identificacion de género y especie (256,793 secuencias), y
datos publicos de BOLD para anfibios, aves de corral, mamiferos y reptiles representados por
los siguientes conjuntos de datos: DS-EBACAMPH (11,018 secuencias), DS-EBACAVES (28,914
secuencias), DS-EBACMAMM (39,890 secuencias), DS-EBACREPT (5,424 secuencias). Los
resultados de la produccidon de Raw Blast se filtraron por superposicién minima de 100 y un
rango de identidad porcentual del 97- 100%. Los resultados de la busqueda rapida se
exportaron a un archivo de texto delimitado y se visualizaron mediante el software Tableau.

Cabe mencionar que el ADN humano fue detectado en las muestras, pero esas secuencias
fueron eliminadas del estudio.

Tabla 2. Cebadores utilizados para la amplificacion de eDNA (Fuente: Elaboracién Evgeny V. Zakharov /BIO 2021).

Primer Direction Primer sequence

name

AquaF2_tl F [M13F]JATCACRACCATCATYAAYATRAARCC
AquaF3_tl F [M13F]CCAGCCATTTCNCARTACCARACRCC
C_FishR1 Cocktail primers (FR1d: FishR2; 1:1)
cocktail:

FR1d_t1 R [M13RJACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA
FishR2_t1 R [M13RJACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA
M13-tails

M13F F TGTAAAACGACGGCCAGT

M13R R CAGGAAACAGCTATGAC

NGS-

fusion

lonA- F CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCC[GACT][lonCode-
ionCode- MID][M13F]

M13F

trP1- R CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT [M13R]
M13R
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6 RESULTADOS

En total se recolectaron 71 muestras de zooplancton con trampas de luz de los veinte sitios
visitados (Figura 93).

Figura 93. Muestras recolectadas durante el desarrollo del
proyecto Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

6.1 Lineas Base

Para la elaboracién de las lineas base se procesaron 21 placas eppendorf con 94 especimenes
cada una. En total se procesaron 1971 individuos los cuales pueden ser consultados en el
sistema de BOLD en el proyecto “Baseline of zooplankton for detection of exotic species
(EXDB)” (Boldsystems.org). En esta base se incluyeron todos sus datos curatoriales hasta el
nivel taxondmico mas fino posible, asi como los datos de en qué coleccién cientifica se
encuentra almacenado el espécimen de referencia y los datos georeferenciados de los sitios
de colecta (Figuras 94, 95 y 96).
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Figura 94. P4gina principal del proyecto “Baseline of zooplankton for detection of exotic species en www.boldsystems.org
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.
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Figura 95. Ejemplo de una de las hojas de datos de los especimenes, en la base de datos de BOLD en www.Boldsystems.org.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.
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Figura 96. P4gina de secuencias en la base de datos en www.Boldsystems.org
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.

Se tomaron mds de 2500 fotografias de todos los especimenes, después de ser procesadas
con el programa Helicon, se subieron 1934 fotografias al proyecto que en la base de datos de
BOLD (www.Boldsystems.org) donde pueden ser revisadas (Figura 97).
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Figura 97. Ejemplo de unas de las paginas de fotografias en la base de datos BOLD (www.Boldsystems.org).
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2020.

En total se conservaron mas de 1000 ejemplares de referencia que fueron depositados en la
colecciéon cientifica de Zooplancton (ECO-CH-Z) e Ictioplancton (ECO-CH-LP) de ECOSUR
(Figura 98); El resto de los ejemplares, debido a su pequeifo tamafio, fue analizado

Figura 98. Especimenes preparados para ser depositados en la coleccién cientifica de Zooplancton (ECO-CH-Z) e
Ictioplancton (ECO-CH-LP) del ECOSUR
Fotografia: José Angel Cohuo/ECOSUR, 2021
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Del total de especimenes procesados, 1064 obtuvieron productos PCR positivos, lo que
implica que se obtuvo el 54% de éxito al amplificar el gen COI (Figura 99).

P Code ~ RecordSearch l:ll:’:,. ’.:l
BOLDSYSTEMS e
& Martha Valdez-Moreno Record List - EXDB
Specimens Sequences Taxonomy Issues
'] 97»] »] 064 Seqs lacking successful traces
Specimens Sequences & CorseEsT0l
9 BP% Ry CO58: 10641378 Seqs with stop codons 3
. CoksP[] E
@ oty 7RI i % Contaminated seqs E’
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[ ‘ |NI| Barcode Compliant: 434 /1971
o

Figura 99. NUumero de especimenes trabajados en el proyecto en la base de datos www.boldsystems.org
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

Problematic records flagged

Este valor de éxito se puede considerar no muy satisfactorio, es inferior a resultados previos
en otros sistemas acudticos trabajados con esta metodologia. La baja en la eficiencia puede
asociarse con que hubo exceso de sedimento en algunas muestras, esta contaminacién puede
implicar una inhibicion en la reaccién del PCR o, en su defecto, una reaccion de
desnaturalizacién rapida del ADN en las muestras. Otra razén puede ser que el procesamiento
de las primeras muestras se realizé fuera del laboratorio de ECOSUR por lo que las
condiciones no fueron las 6ptimas para obtener un ADN de buena calidad.

Las muestras con PCR positivos fueron enviados a secuenciar a Eurofins como se menciond
en la metodologia (Figura 100).

Figura 100. Placa CH774.- Se observan en total 80 productos lo que corresponde a un 85% de éxito del total.
Fotografia: Alma Estrella Garcia Morales/ECOSUR, 2020.
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Del andlisis del arbol de identificacion generado por las herramientas del sistema de
Boldsystems (anexo 2), se obtuvo los siguientes resultados.

En total se pudieron identificar 41 familias, 53 géneros, 29 especies, 161 BINS y 836 no
identificados. De los cuales 1824 especimenes fueron artréopodos, 116 cordados, 22 rotiferos,
seis moluscos, 2 anélidos y 1 nematomorfo (Tabla 3).

Respecto al zooplancton es importante mencionar que un porcentaje alto de las especies
encontradas no se pudieron identificar debido a que utilizamos un arte de recolecta no
convencional como las trampas de luz. Este resultado era esperable sobre todo en grupos
muy poco conocidos como son los quironémidos y los acaros. Conforme vayamos avanzando
en el conocimiento de estos grupos iremos haciendo mas fina la identificacidon de los tags
encontrados.

Hasta el momento tenemos 161 especies putativas en total, los grupos que mayormente se
pudieron identificar al menos hasta género fueron los copépodos y los claddceros.

Con relacién a las especies putativas, observamos una clara regionalizacién de las especies
presentes, lo que indica que, aunque se trate del sureste de México, si son translocadas de
un sistema a otro podrian ser consideradas exdticas. En términos generales, podemos
distinguir claramente tres regiones: Centro sur de Yucatan, con el Rio Hondo altamente
diferenciado. Sur de Campeche, y la tercera denominada Tabasco, que incluye de
Villahermosa a Pantanos de Centla.

En el caso de los dcaros acuaticos fue muy evidente esta distribucidn, con cuatro especies
limitadas al Sur de Campeche. El género Arrenurus (BIN: ACX8462) se encontrd solo en la
laguna de Silvituc y el cenote Cocodrilo Dorado. Arrenurus (BIN: AEF8444) se registro
solamente en el Sur de Campeche; el espécimen Trombidiforme (BIN: AEF8255) se limito a
Chuina, en el sur de Campeche y Koenikea e Hydrodroma solo en la Laguna Azul. Por otro
lado, el BIN de Krendowskia (BIN: ACX8435) fue uno de los mas ampliamente distribuidos en
el Centro al Sur de Yucatdn y Sur de Campeche.

Arrenurus marsallae es una posible especie translocada por aves migratorias ya que su
distribucién natural es en el este de los grandes lagos y en el sur de Canada.

Uno de los géneros mas limitados fue Limnesia, donde una especie fue detectada solamente
en Huay Pix, otra en Tabasco y un registro en la Laguna Azul, cerca de Carrillo Puerto.

Los quironomidos son un grupo muy poco conocido por lo que muchas especies todavia no
estan incluidas en la base de datos de Bold, sin embargo, el sistema ya les asigné un numero
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BIN (Ratnasingham, S. et. Al., 2013). Asi los especimenes con nimero BIN: AEI0521 estuvieron
restringidos a la region Tabasco. El BIN: AEA3779 se encontrd de la regién Centro al sur de la
Peninsula de Yucatdn. El BIN: AAV5899 se restringio a la Laguna de Silvituc. Los BINS: AEI4344,
ACR5551 y AAV5950 se distribuyeron al sur de Campeche.

Entre los pocos quirondmidos que se encontraron con una distribucién mas amplia fue a los
que se asignaron el numero BIN: ADM7302, que se encontraron en la regién Tabasco y Sur
de Campeche. Finalmente, dos grupos, sin tener un BIN definido todavia (el sistema tarda de
uno a dos meses en asignarlos) se restringieron, uno al Rio Hondo y otro a los manantiales de
Pedro Baranda.

Se detectaron por primera vez dos especies de importancia sanitaria en el zooplancton, estos
fueron larvas de mosquito de Anopheles albimanus y A. pseudopunctipennis en los
manantiales de Pedro Baranda, cabe mencionar que estas especies requieren una alta calidad
del agua como la que caracteriza a este sistema. Otro mosquito que se detecto fue Culex
erraticus en Pedro Baranda vy la Laguna de Silvituc.

En el caso de los rotiferos encontramos especies que van a requerir un mayor esfuerzo de
identificacidon pues no se parecen a ninguna de las que hemos secuenciado o identificado,
entre las que destacan braquidnidos del género Keratella y Brachionus.

Con respecto a los copépodos el grupo que se pudo identificar mejor fueron los calanoideos,
sin embargo, las pertenecientes al género Arctodiaptomus requieren un andlisis posterior
pues desde el trabajo de Elias-Gutiérrez M. et al. (2008) ya se habia establecido que
posiblemente se trate de un complejo de especies cripticas. A. dorsalis 1 parece ser la mas
amplia distribucién ya que la encontramos desde Silvituc hasta los Pantanos de Centla. A. cf.
dorsalis solo se encontrd en sistemas asociados al rio Hondo (alto Rio Hondo, Huay Pix y Xul
Ha). Nunca se han encontrado ambos haplotipos coexistiendo en el mismo sistema, por lo
gue deben presentar requerimientos ecolégicos o ambientales muy particulares.
Pseudodiaptomus marshi, se encontré coexistiendo con A. cf. dorsalis en Huay Pix y Xul Ha,
pero no se encontrd en el alto Rio Hondo.

En el caso del copépodo Mastigodiaptomus siankaanensis, como su nombre lo indica, su
localidad tipo es la Reserva de Sian Ka’'an, cerca de Vigia Chico. En este estudio se encontré
mas al sur de la localidad tipo, en las Lagunas de Noh Bec y Silvituc, mientras M. nesus, que
también fue registrado en sistemas asociados a la misma reserva, se extendié hacia el oeste
en la Laguna de Chichancanab, el Cenote Suytun y la Laguna Azul, cerca de Carrillo Puerto.
Cabe sefialar que nunca encontramos en el mismo sitio ambas especies, por lo que cada una
debe tener ciertos requerimientos especificos en la calidad del agua, no conocidos hasta el
momento, pues nunca se han encontrado en co-existencia en el mismo sistema.
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En el caso de los ciclopoideos aparentemente algunos de ellos tienen distribuciones
extremadamente restringidas. Por ejemplo, los organismos asignados a la subfamilia
Cyclopinae (BIN: AAG9779) se encontraron solamente en Silvituc. Por otro lado, en el cenote
Cocodrilo Dorado se registré un organismo que solo se le pudo identificar al orden Cyclopoida
con el BIN: AEL3315. En Pedro Baranda se encontré otro grupo cuyo BIN no se ha asignado.

Se cree que algunas especies de Tropcyclops también tienen distribuciones limitadas a un solo
sistema, por ejemplo, Tropocyclops aztequei 1 que lo encontramos en la Laguna Azul.
Tropocyclops cf. aztequei localizados solo en Huay Pix y un ejemplar de este género que no
pudimos definir del cenote Suytun.

En el género Ergasilus se agrupan copépodos parasitos frecuentes en peces de agua dulce,
salobre y marina. Se detectaron en Huay Pix, laguna Silvituc y laguna llusiones.

El caso contrario es Mesocyclops edax (BIN: AEI4896) que se encontrd en grandes cantidades
en Chuina, muy pocos registros en Silvituc y esporadicamente en la Laguna de las llusiones y
un solo registro por confirmar en el Alto Rio Hondo. Al igual que Macrocyclops albidus vy
Eucyclops prionophorus que se encontraron del Sur de Campeche y al sur de la Peninsula de
Yucatan.

Se detectaron dos especies mas de parasitos de peces del género Argulus, una en Pantanos
de Centla y otra en la Laguna Azul. Es necesario continuar con su analisis para saber si son
caracteristicas de cada lugar o fueron introducidas.

En términos generales, es raro encontrar organismos pertenecientes al grupo de los
claddceros en el sureste de México, sobre todo en la peninsula de Yucatan, pero cuando
fueron detectados se encontraron formando asociaciones claramente definidas en cada
sistema, con la Unica excepcidon de Macrothrix elegans, que es una especie con amplia
distribucién desde el sureste de México hasta Sudamérica (Kotov et al., 2004).

De manera similar, todos los malacostracos encontrados tuvieron distribuciones limitadas en
cada uno de los sistemas estudiados, lo que demuestra una clara especificidad a condiciones

ecolégicas o ambientales, mismas que no conocemos hasta el momento

En cuanto a las larvas de peces, se procesaron 116 larvas, sin embargo, solo 60 de ellas (52%)
se pudo obtener su secuencia. Este resultado es muy bajo en comparacidn con otros trabajos

gue se han realizado, esto puede deberse a a el manejo de la toma de muestra realizada fuera
del laboratorio.
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A partir de las secuencias obtenidas se pudieron identificar cinco familias, siete géneros y
siete especies (Atherinella alvarezi, Dorosoma petenense, Gambusia yucatana, Poecilia
mexicana, Bathygobius soporator, Gobiosoma yucatanum y Evorthodus lyricus). Este buen
resultado fue posible debido a que la base de datos con que contamos en la actualidad para
este grupo es una de las mejor desarrolladas en el pais y de las mas importantes a nivel
mundial, siendo un claro ejemplo de la necesidad de la construccién de una linea base sélida
y con una amplia distribucion geografica.

Cabe mencionar que las siete especies ya han sido reportadas anteriormente en el area de
estudio (Miller et al., 2009; Valdez-Moreno et al., 2021; Alvarez-Pliego et al., 2021; Soria-
Barreto et al., 2018).

Con esta técnica de muestreo no se recolectaron larvas de especies exdticas, como por
ejemplo la tilapia (Oreochromis mossambicus) o el pez diablo (Pterigoplichthys pardalis) en
lugares como Tabasco donde es conocida su presencia. El no haberlos recolectado puede
explicarse por dos causas: 1) por que las trampas de luz tienen limitaciones debido a su
selectividad (Vdsquez-Yeomans et al., 2011); y 2) por el comportamiento que tienen algunos
peces, como en el caso de los ciclidos que presentan cuidado parental, lo que probablemente
evita que sus larvas se dispersen y alcancen las trampas de luz (Uh-Navarrete et al., 2021). En
el caso del pez diablo puede deberse a que sus habitos bentdnicos evitan que se acerquen a
la trampa. Es necesario realizar estudios sobre estos temas para confirmar estas ideas.

Tabla 3. Lista de especies recolectadas con las trampas de luz. (Fuente: Elaboracién propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR,
2021).

Orden Familia Especies
Amphipoda Hyalellidae
Anomopoda Bosminidae Bosmina tubicen
Chydoridae Alona cf. dentifera

Alona glabra
Daphniidae Simocephalus cf. serrulatus
Ilyocryptidae
Macrothricidae Macrothrix elegans
Moinidae Moina cf. micrura4

Moinodaphnia macleayi

Arguloida Argulidae
Atheriniformes Atherinopsidae Atherinella alvarezi
Calanoida Diaptomidae Arctodiaptomus cf. dorsalis
Mastigodiaptomus nesus
Mastigodiaptomus siankaanensis
Pseudodiaptomidae Pseudodiaptomus marshi
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Clupeiformes
Coleoptera

Ctenopoda
Cycloneritida

Cyclopoida

Cyprinodontiformes

Decapoda

Diptera

Ephemeroptera

Gobiiformes

Hemiptera
Isopoda
Mysida
Odonata

Ploima

Podocopida

Sarcoptiformes
Trichoptera

Trombidiformes

Clupeidae
Dytiscidae

Sididae
Neritidae

Cyclopidae

Ergasilidae

Poeciliidae

Atyidae
Ocypodidae
Palaemonidae
Sesarmidae
Chaoboridae
Chironomidae
Corethrellidae

Culicidae

Gobiidae

Oxudercidae

Corixidae

Asplanchnidae
Brachionidae
Candonidae

Cyprididae

Limnocytheridae

Acaridae

Arrenuridae
Hydrodromidae

Krendowskiidae

Dorosoma petenense
Latonopsis australis
Eucyclops prionophorus

Macrocyclops albidus

Tropocyclops cf. aztequei

Gambusia yucatana
Poecilia mexicana

Sesarma reticulatum

Anopheles albimanus
Anopheles pseudopunctipennis

Culex erraticus

Bathygobius soporator
Gobiosoma yucatanum

Evorthodus lyricus

Cypretta campechensis

Cypridopsis vidua

Arrenurus marshallae
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Limnesiidae
Mideopsidae

Unionicolidae

6.2 Metabarcoding

En total se enviaron 57 tubos con filtros de membrana con las muestras de los sitios
estudiados (Figura 101), y fueron enviados al Canadian Centre for DNA Barcoding, Biodiversity
of Ontario, en la Universidad de Guelph, Canada.

Figura 101. Especimenes enviados al Canadian Centre for DNA Barcoding, Biodiversity of Ontario, Universidad de Guelph.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.

Con base en calculos estadisticos de coincidencia en BOLD y un grado razonable de certeza
cientifica de la biblioteca de referencia BOLD (97% de similitud) en las muestras se detectaron
23 especies de peces, 2 especies de reptiles, 3 especies de aves y 7 especies de mamiferos
(Tabla 4).

Tabla 4. Resumen de los resultados de identificacion filtrados por superposicion minima de 100 nucleétidos y una identidad
minima del 97% con la secuencia de referencia (Fuente: Elaboracién propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021).
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Species

Sample - Locality/Number

Buenavista

Centla

Chuina

llusiones

Juan-Sarabia
Kantemo
Oxman

|Pedro-Baranda

Ramonal

Senor

Silvituc

Suytun

Xul-Ha

[~
o

w |Chichancanab

L=}

-
(==}

-
r

-
£

12

Atherinella sp.

736

Strongylura sp.

150

Strongylura timucu

150

Astyanax aeneus

132302

Cryptoheros chetumalensis

5856

Herichthys pantostictus

990

Mayaheros urophthalmus

17854

Oreochromis aureus - niloticus

6010

4696

468

Parachromis managuensis

3250

Petenia splendida

70

Thorichthys meeki

5594

52

Trichromis salvini

3736

Dorosoma petenense

276

Opisthonema oglinum

276

Gambusia yucatana

190640

Poecilia mexicana

22952

Poecilia orri

296

Poecilia reticulata

28

Poecilia sphenops

14125

Poeciliopsis monacha

36965

Xiphophorus maculatus

22

Eugerres plumieri

12456

Rhamdia guatemalensis

7426|18505(7025

9254

39752

588738

736053|376

Porphyrio martinica

142

142205

Petrochelidon fulva

23860

2883

Melanerpes pygmaeus

524

Bos taurus

5174

Canis lupus

60

Molossus rufus

574

9856

Mormoops megalophylia

6594

Pteronotus parnellii

341471

Natalus stramineus

124

Artibeus jamaicensis

50

Trachemys stejnegeri

517

Trachemys venusta

517

Actinopterygii
Aves
Mammalia
Reptilia

Como se menciond anteriormente, la mayoria de las especies de peces detectadas ya han
sido registradas para el area bajo estudio. Sin embargo, hay algunas que deben ser
consideradas como Nosferatu pantostictus (Herichthys pantostictus), el cual es un ciclido
nativo del drenaje del rio Panuco desde el rio Sabinas hasta la laguna costera Tamiahua.
Nuestros resultados indican que fue detectada en Chuina en el estado de Campeche por lo
gue es poco probable que esta especie se encuentre en esta zona. Es necesario hacer mas
recolectas en este lugar para confirmar la presencia de esta especie en este sitio. Si se
confirma su presencia es posible que haya sido translocada.
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6.3

Parachromis managuensis (Gunther, 1867) en nuestro pais se reporta como especie invasora
en Tabasco, Campeche, México (Wakida-Kusunoki A. T. & Armando T. L. E. 2011), con un alto
potencial de transportar otras especies invasoras incluyendo patégenos y pardsitos de
importancia para la vida silvestre, el hombre o actividades productivas y dafios en cascada a
especies nativas (CONABIO. 2017). En este estudio se confirma la presencia de esta especie
en la laguna llusiones, Tabasco.

Se confirma la presencia de tilapias (complejo Oreochromis aureus-nildticus) en Suytun y en
Pedro Baranda.

El ADN medioambiental detectd la presencia de Poeciliopsis monacha y Poecilia sphenops en
Juan Sarabia en Quintana Roo. En el primer caso su distribucion es nortefia (afluentes de los
rios Mayo, Fuerte y Sinaloa, en Sinaloa y Sonora) mientras que la segunda su distribucién en
la vertiente del Atlantico es desde Nautla, cuenca del rio Coatzacoalcos, cuenca del alto rio
Grijalva Vertiente del Pacifico, desde la cuenca media del rio Verde, Oaxaca, hasta Guatemala.
Con este resultado es dificil asegurar la presencia de estas dos especies en Juan Sarabia a
menos de que se trate de una introduccién. Habra que hacer recolectas para confirmar este
resultado

Cabe mencionar que, si bien se obtuvieron resultados del ADN medioambiental, no fue lo que
se esperaba pues en trabajos anteriores que realizamos con la misma metodologia obtuvimos
un mayor nimero de especies. Por ejemplo, se esperaba que detectara especies exdticas
como el pez diablo o las tilapias que sabemos estan presentes en algunos de los lugares que
muestreamos y en los resultados no aparecieron. Esto probablemente se debid a factores
como el que varias muestras tuvieron una gran cantidad de materia orgdnica que pudo
interferir en los procesos de PCR, por tanto, en la calidad de la secuenciacion, pero lo principal
fue que la compaiiia donde se enviaron las muestras no permitié que se mandaran los geles
de enfriamiento junto con los filtros. Esto definitivamente, favorecid a la degradacion del ADN
y es un problema que no habiamos tenido antes con este tipo de envios.

Deteccidn de Especies Exdticas

Finalmente, la deteccién temprana de las especies exdticas es fundamental para tomar
acciones coordinadas y contundentes enfocadas a evitar que una poblacién exdtica invasora
se establezca o disperse de manera que ya no sea posible erradicarla. Una vez emitida la
alerta se requiere de acciones de respuesta rapida para eliminar al individuo, o poblacién,
para evitar que se establezca o disperse

(https://www.biodiversidad.gob.mx/especies/Invasoras/herramientas/deteccion-temprana).
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En este estudio detectamos la presencia de 2 especies de peces exdticas previamente
reportadas, 1 especie de acaro translocada (Arrenurus marsallae) y 4 posibles especies que
pudieron ser translocadas pero que se necesita realizar mas recolectas en diferentes tiempos
para confirmar su presencia, por el momento solo quedan como focos amarillos para que se
le dé seguimiento en los lugares donde fueron registrados, ademas encontramos dos de
mosquitos que son vectores de malaria y hasta donde sabemos no habian sido detectadas en
el plancton previamente (Tabla 5y Figura 102).

Tabla 5. Lista de especies de exoticas y especies que podrian potencialmente ser exdticas de confirmarse su presencia en
los sitios de muestreo (Fuente: Elaboracién propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021).

Especie Nombre comin Localizacién Estado Estatus
Parachromis Mojarra de Laguna Tabasco Exdtica
managuensis Managua llusiones
Oreochromis Tilapia Suytun y Yucatény Exotica
Pedro Campeche
Baranda
Nosferatu pantostictus Mojarra de Chairel Laguna de Campeche Posible especie
=Herichthys pantostictus Chuina translocada, necesita
confirmacioén
Poeciliopsis monacha Guatopote del Mayo Juan Quintana Posible especie
Sarabia, rio Roo translocada, necesita
Hondo confirmacioén
Poecilia sphenops Topote mexicano Juan Quintana Posible especie
Sarabia, rio Roo translocada, necesita
Hondo confirmacién
Arrenurus marsallae Acaro Laguna Campeche Posible especie
Silvituc translocada, necesita
confirmacion
Argulus Piojo de Laguna Tabasco y Es necesario continuar
los peces Cometa en Quintana con su andlisis para
Pantanos de Roo saber si son
Centla y en la caracteristica
Laguna s de cada lugar o
Azul fueron introducidas.
Anopheles albimanus Mosquito Pedro Baranda Campeche vector de la malaria
Anopheles Mosquito Pedro Baranda Campeche vector de la malaria
pseudopunctipennis
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Figura 102. Mapa de la localizacidn de especies de exdticas y especies que podrian potencialmente ser exédticas de

confirmarse su presencia en los sitios de muestreo.
Elaboracién propia Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2021.
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Figura 103. Mapa de la localizacién de especies nativas en los sitios de muestreo.
Fuente https://www.boldsystems.org/index.php/MAS_Management_Recordlist

Con este reporte se puede seguir el protocolo en caso de deteccién de una especie exdtica
propuesto por Valdez-Moreno y Elias-Gutiérrez en el “Programa de deteccién temprana
piloto de especies acuaticas invasoras a través de los métodos de cédigo de barras de la vida
y analisis de ADN ambiental en la Reserva de la Biosfera Sian Ka’an” que puede ser consultado
en la siguiente direccién web:
https://www.biodiversidad.gob.mx/especies/Invasoras/proyecto/resultados-componente-
.

6.4 Regiones diferenciadas a partir de la fauna observada

De manera preliminar se realizé un analisis de diversidad beta provisto por el sistema BOLD,
el cual permitié identificar 4 regiones (Figura 104): Planicie del Golfo, Sur de Campeche, Norte
de la peninsula y sureste de la Peninsula. Esto significa que la fauna del zooplancton es
regional con una distribucién aparentemente bastante limitada.
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Figura 104. Regiones delimitadas en el analisis de diversidad beta. Se utiliz6 el sistema de BOLD para
establecer estas cuatro regiones. Sur de Campeche (1), Sureste de la Peninsula (2), Planicie del Golfo (3) y Norte de
la peninsula (4).

Elaboracién propia Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021..

Esta situacidn vuelve mas fragil la parte ecoldgica de los sistemas estudiados, pues la
traslocacidn de especies puede tener repercusiones que hasta el momento desconocemos en
la comunidad de cada lugar.

7 RECOMENDACIONES PARA UN BIOMONITOREO PERMANENTE

Con la experiencia ganada en este y proyectos anteriores, nos permitimos hacer las siguientes
recomendaciones para un monitoreo permanente a fin de realizar una deteccién temprana
de posibles especies invasoras o bien cambios al medio ambiente acuatico.

Cada sistema de interés debe ser muestreado de acuerdo a la periodicidad climatica en la
region. En términos generales esto indicaria un muestreo durante la época de secas y otro
durante lluvias, dado que la variabilidad térmica no es tan marcada en el neotrdépico, lo cual
conlleva a que solo en sistemas localizados a gran altitud se pueda presentar una ligera capa
de hielo, pero nunca la temperatura del agua desciende a 4°C o menos, como ocurre en
sistemas templados.

El muestreo debe incluir de preferencia al menos algunos pardmetros fisicos como son color
aparente, temperatura, transparencia, solidos suspendidos y conductividad, y de ser posible
quimicos como oxigeno disuelto y pH.
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Zooplancton

Para el muestreo bioldgico del zooplancton se recomienda utilizar las trampas de luz,
utilizando la misma intensidad de [dmpara siempre y un tiempo predeterminado (al menos 7
horas). Pues se ha demostrado que capturan un porcentaje mds representativo de la
comunidad planctdnica. Estas deberan complementarse con un arrastre superficial en la zona
limnética (siempre a la misma hora). En el caso del ictioplancton y peces en general se
recomienda complementar el muestreo con otros métodos de recolecta como la atarraya,
chinchorro, trampas, entre otros, debido a que a la selectividad que tienen las trampas de
luz.

El nimero de estaciones puede ser de tres si el sistema tiene menos de 10 ha y aumentar al
menos con otra litoral por cada 10 ha adicionales. La recomendacién en las zonas litorales es
porque siempre serdn las mds afectadas por las actividades antropocéntricas y donde se
asientan mayormente algunas especies exéticas como los loricaridos y decapodos. Por esta
misma razon se debe considerar zonas con asentamientos y sin asentamientos humanos en
cada sistema.

El procesamiento rdpido de estas muestras puede ser con técnicas de metabarcoding (con
una metodologia similar a la que se puede ver resumida en el sitio web
https://www.youtube.com/watch?v=YiQKwplOpg0) pues el resultado del presente proyecto
ya establece una primera linea base de cada sistema. Si aparecen especies previamente no
detectadas se debera revisar la muestra a fin de registrarlas y comparar con la base de datos
para determinar si no se trata de una introduccién incidental o a propésito.

Peces (y otros vertebrados)

En el caso de peces, se recomienda la metodologia propuesta para el lago de Bacalar
previamente publicada por Valdez-Moreno et al. (2019), para lo cual se recomienda tomar 1
litro de agua de cada sistema en las mismas estaciones donde se hayan colocado las trampas
de luz y se haya hecho el arrastre. No es necesario tomar muestras de sedimento, ya que en
el caso de los peces han mostrado un menor nimero de especies que en el agua.

En caso de que se requiera trabajar con sistemas que no cuentan una linea base como la que
se ha construido hasta el momento en estos sitios, es necesario primero establecer ésta. No
es posible trabajar con metabarcoding o ADN ambiental sin la construccién de una linea base
previa. Entre mas amplia sea la linea base, mas preciso podra ser el biomonitoreo
permanente.

Finalmente es de gran importancia que las muestras tomadas se procesen inmediatamente
para evitar una eventual degradacién del ADN, ademas siempre deben ser mantenidas en
frio.
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Para confirmar las posibles especies exéticas o translocadas detectadas en este trabajo, es
necesario ampliar los muestreos fisicos con la finalidad de confirmarlas, utilizando las mismas
artes para el zooplancton y redes agalleras, chinchorros y atarrayas en el caso de los peces.

8 CAPACITACION DE PERSONAL PARA EL USO DE LOS CODIGOS DE BARRAS DE
LA VIDA.

La capacitacion es el proceso mediante el cual las personas adquieren o actualizan los
conocimientos, herramientas, habilidades y actitudes necesarias para cumplir con el trabajo
gue se les encomienda dentro de una institucion.

Este aspecto es muy importante especialmente cuando se trata de implementar nuevas
técnicas, como este caso del uso de nuevas herramientas para el estudio y monitoreo de la
biodiversidad en aguas continentales.

Por esta razén se impartio el curso “Introduccion al conocimiento de los codigos de barras de
la vida y sus aplicaciones en el zooplancton” el cual se realizé del 4 al 8 de octubre del 2021,
teniendo como responsables del curso al Dr. Manuel Elias Gutiérrez y la Dra. Martha Valdez
Moreno.

Los objetivos principales fueron: dar los lineamientos principales para procesar muestras del
zooplancton y tener un éxito en la amplificacidn del gen COI, asi como ensefiarles el uso de la
base de datos de Boldsystems. El curso tuvo un enfoque hacia microcrustaceos y larvas de
peces (anexo 3)

En el curso participaron 40 personas que pertenecen a 16 Instituciones Nacionales y 5 de
Instituciones Internacionales que a continuacion se enlistan:

Instituciones Nacionales

CONABIO

El Colegio de la Frontera Sur Chetumal

Facultad de Ciencias (UNAM)

Facultad de Estudios Superiores Iztacala (UNAM)
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza (UNAM)
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICML, UNAM)
Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio

Instituto Tecnoldgico de Chetumal

Posgrado en Ciencias Bioldgicas (UNAM)

10 Subcoordinacién de Especies Invasoras de la CONABIO
11 Subcoordinacién de Especies Prioritarias de la CONABIO
12 Universidad Auténoma de Campeche

[EEN

O 00 NO UL B WN

80



Establecimiento de lineas base de especies a través de analisis de ADN como base para la deteccion de especies
exoticas y ensayo de un sistema de monitoreo de los sistemas acuaticos epicontinentales de México utilizando
ADN ambiental

13 Universidad Auténoma de Nayarit

14 Universidad de Quintana Roo

15 Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
16 Universidad Nacional Auténoma de México

Internacionales

1 Corporacion Pesquera Inca, Perd (COPEINCA)

Escuela Superior Politécnica del Litoral, Ecuador (ESPOL)
Instituto del Mar del Peru (IMARPE)

Universidad Nacional de Trujillo, Peru

Universidad Pedagodgica y Tecnoldgica de Colombia (UPTC)

u b WN

9 CONCLUSION

En sintesis, podemos decir que a pesar de todos los problemas financieros (debido a la
extincion de fideicomisos) y la consecuente confusion para la utilizacion de los recursos
econdmicos del proyecto, se logrd aplicar las técnicas que hemos desarrollado a lo largo de 15
afos de trabajo continuo.

En total recolectamos 161 especies putativas, de las cuales pudimos identificar plenamente 29.

Esto indica que la mayoria del zooplancton corresponde a nuevos registros o nuevas especies

para la ciencia.

Resulté evidente que las especies registradas, contrario a lo que se esperaria, tienen
distribuciones muy limitadas, tal como se demostré con los acaros, los quironédmidos, los
malacostracos y los copépodos.

Pudimos identificar de manera preliminar al menos cuatro subregiones de acuerdo con los

datos de las especies encontradas en el zooplancton: Planicie costera del golfo, representada

por laguna de las llusiones y Pantanos de Centla; Sureste de la Peninsula de Yucatdn

(Campeche) representada por Pedro Baranda, Chuina y Silvituc; Suroeste de Yucatan con la

laguna Xul-Ha, Ramonal, Juan Sarabia, Rio Hondo Centro Norte de Yucatan con Chichancanab,

Oxman, Kantemd, Sefor y Suytun.

Debido a esta regionalizacién es de suma importancia tener cuidado en relaciéon a la
translocacion de especies, pues tendria efectos ecoldgicos que por el momento no podemos
prever.

En el caso de los peces (ictioplancton y metabarcoding), practicamente todos se pudieron
identificar, ya que la linea base de adultos se viene construyendo desde el afio 2005.

Las trampas de luz solo registraron la presencia de Arrenurus marsallae como translocada.
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Por primera vez, detectamos dos especies de mosquito de interés en salud publica: Anopheles
albimanus y A. pseudopunctipennis. Ademas, encontramos dos especies parasitas en peces del
género Ergasilus.

El metabarcoding si detectd especies exodticas: Parachromis managuensis y las tilapias
(Oreochromis aureus-niloticus). Otros posibles translocados, cuya presencia es necesario
confirmarlo fisicamente son Poeciliopsis monacha, Poecilia sphenops. Un registro muy dudoso
es Nosferatu pantostictus.

Los resultados indican la factibilidad de construir lineas base de manera rdpida y eficiente a
pesar del impedimento taxondmico, donde las secuencias del ADN mitocondrial de los
organismos recolectados juegan un papel fundamental.

Es de gran importancia que la linea base se construya antes de iniciar el biomonitoreo
permanente, el cual gracias a su eficiencia y precisién permitird detectar cualquier cambio en
un ecosistema acudtico, ademas de permitir reconocer los efectos que el calentamiento global
estd ocasionando en los sistemas epicontinentales. La deteccidn de especies exdticas se podra
realizar rapidamente con el uso de estas técnicas.

El ejemplo representado por el ictioplancton y el ADN ambiental indican la enorme relevancia
de contar con una linea base previa, pues todas las especies detectadas pudieron ser
identificadas plenamente.

Es necesario implementar estas metodologias en México, pues de lo contrario seguiremos con
una dependencia tecnoldgica, que ademads vuelve muy fragil la aplicacion de métodos nuevos
como el utilizado en este proyecto, donde un cambio en las politicas aduanales del pais no
permitié que manddramos las muestras de metabarcoding utilizando la red de frio que
anteriormente no habia tenido ningln problema para su envio.

Finalmente, consideramos que a pesar de los problemas que tuvimos, México es uno de los
paises mds avanzados en la documentacion biolégica de sus sistemas epicontinentales, lo cual
potencialmente puede colocarnos a la vanguardia en el biomonitoreo de los mismos.
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