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Resumen: En atencion a la preservacién de la Reserva de la Biosfera Sian Ka’an, una de las
Areas Naturales Protegidas mas extensa y con mayor diversidad especifica y ecosistémica
en México, es urgente generar informacion que permita la deteccién rapida de las especies
exoticas invasoras dentro del ecosistema. Por lo tanto, se inicid la primera linea base del
zooplancton de 13 sistemas dulceacuicolas dentro de la Reserva usando métodos
moleculares, no invasivos al medio, que permitieron la deteccién de 80 Unidades
Taxondmicas Operativas (OTU’s, por sus siglas en inglés), confirmando la presencia del
copépodo exdtico Mesocyclops thermocyclopoides, originario del sureste asidtico, en el
Cenote Pucté Cafetal 1. Ademads, se encontraron dos géneros posiblemente exdticos, estos
son: el quironimido Kiefferelus, ampliamente distribuido en el viejo continente, con un solo
registro previo en el continente americano, en Brasil, y Cyclops, un género holartico. No se
encontrd ninguna especie exdtica entre el registro de los peces. Se reafirmd la efectividad
del método de biomonitoreo con el uso de la metagendmica, pues permitio la deteccién de
25 especies de peces, adicionalmente tres taxones de aves (Aramides cajaneus, Megaceryle
torquata y Meleagris gallopavo), cinco de mamiferos (Artibeus lituratus, Lampronycteris
brachyotis, Lonchorhina aurita, Oryzomys couesi y Pteronotus parnellii) y dos de reptiles
(Kinosternon acutum y Trachemys sp.). Asimismo, detectamos dos complejos de especies
“jévenes” en los peces (el Bramocharax-Astyanax y el Cyprinodon beltrani-simus), éstos
tienen una evolucidn reciente por lo que presentan baja resolucién para el gen COI
(empleado en este proyecto), pero ambos con distribucidon en la peninsula de Yucatén.
Debido a que los datos obtenidos a partir de métodos moleculares comprueban una
eficacia del 99% en la identificacion precisa de OTU’s, concluimos que los métodos de
recolecta y andlisis molecular pueden servir como una herramienta viable para la
conservacion atinada de la Reserva. Por lo que proponemos continuar con la creacion de la
linea base de zooplancton acudtico, pues, aunque este primer resultado inicié la
construccion de una lista integral de especies presentes en 13 sistemas acudticos
estudiados, es necesario ampliar el estudio contemplando diferentes épocas del ano e
incrementando el numero de microambientes de cada sistema (incluyendo vegetacion
sumergida, region limnética, sistema radicular de mangle y los estromatolitos).
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1 INTRODUCCION

Las Areas Naturales Protegidas de Quintana Roo enfrentan, desde el punto de vista
biolégico, dos problemas muy importantes: la pérdida de biodiversidad y las invasiones
bioldgicas (Santander-Mosalvo et al., 2018).

La biodiversidad es tan importante que se le considera como el capital natural de la nacién.
Actualmente se encuentra amenazada por varios factores (pérdida de habitat,
contaminacién, cambio climatico, especies exdticas etc.) que se han incrementado en los
ultimos afios (CONABIO, 2008).

En este contexto, es una prioridad para México el reconocimiento de la biodiversidad
acudtica, donde ocupa un lugar privilegiado a nivel mundial (Montes-Ortiz & Elias-Gutiérrez,
2018). En el caso de los organismos dulceacuicolas existen todavia enormes vacios de
informacién incluyendo el estado de Quintana Roo, donde en sus areas protegidas como la
reserva de Sian Ka’an, hay zonas que nunca han sido exploradas.

En el caso de las comunidades acudticas epicontinentales, dos de los grupos mas
importantes son el necton, representado por los peces (y algunos otros vertebrados) y el
zooplancton, representado por todos aquellos organismos que viven a la deriva en lagos,
lagunas o estanques, cuyos movimientos natatorios se dan principalmente en sentido
vertical en la columna de agua (Margalef, 1983).

En el caso del zooplancton, México es uno de los paises con mayor riqueza de especies
endémicas en este grupo (Ciros-Pérez & Elias-Gutiérrez, 1997; Elias-Gutiérrez & Sudrez-
Morales, 1999; Elias-Gutiérrez et al., 2008b; Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2008; Quiroz-
Vazquez & Elias-Gutiérrez, 2009), algunas de ellas micro-endémicas (Elias-Gutiérrez &
Suarez-Morales, 1999; Montiel-Martinez et al., 2008; Mercado-Salas et al., 2018), donde en
el sureste, en particular la peninsula de Yucatdn, se han descrito numerosas especies de
cladéceros, copépodos y ostracodos con una distribucidon aparentemente limitada (Fiers,
1995; Fiers et al., 1996; Reid & Suarez-Morales, 1999; Elias-Gutiérrez & Sudarez-Morales,
1999; Sudrez-Morales & Elias-Gutiérrez, 2000; Cohuo-Duran et al., 2013; Yoo et al., 2017),
y mas recientemente un copépodo calanoideo, posiblemente exclusivo de Sian Ka’an
(Mercado-Salas et al., 2018).

En cuanto a las invasiones biolégicas es mundialmente reconocido que son un grave
problema con un gran impacto ambiental (Mendoza-Alfaro & Koleff-Osorio, 2014). Su
efecto pueden ser desde la degradacidn ambiental, pérdida de biodiversidad,
contaminacién genética, contribucidon al aumento de desastres naturales, enfermedad y
muerte de los organismos nativos (Contreras-Balderas et al.,, 2008; Ibafiez et al., 2011;
Mendoza-Alfaro & Koleff-Osorio, 2014) e incluso pérdidas econémicas que van desde el
desempleo, la pérdida de productividad, dafios en la infraestructura, hasta problemas
sanitarios severos, por lo que se vuelven una amenaza directa para la calidad de vida del ser
humano (Aguirre-Mufioz & Mendoza-Alfaro, 2009). La biodiversidad tropical ha sido
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considerada muy vulnerable a las especies invasoras, en particular los organismos de agua
dulce, que pueden incluso extinguirse debido a la actividad de éstas (Clavero & Garcia-
Berthou, 2005), como ya ocurrié en la laguna de Chichancanab, en el municipio de José
Maria Morelos, donde al menos una especie endémica de ciprinodéntido posiblemente ya
se encuentra extinta debido a la presencia de Oreochromis spp. y Astyanax aeneus
(Strecker, 2006).

Cabe sefalar que, aunque pueden existir translocaciones de especies nativas dentro de
México, solo se considerardn para los fines de este trabajo como exdticas aquellas cuyo
origen sea otro continente o bien de diferentes partes del continente americano
(principalmente Sudamérica). En el caso de especies invasoras, es cuando, siendo exdtica o
traslocada, el aumento de su poblacién supone un problema ambiental, pues pone en
peligro al resto de especies presentes en una zona determinada.

En nuestro pais, no solo se han detectado especies de peces exéticos o invasores, también
existen registros de invasores dentro de los tres grupos principales del zooplancton
(rotiferos, claddceros y copépodos); en el caso de los rotiferos, por ejemplo, se encontraron
Notholca cf. liepetterseni (especie europea) y Lecane yatseni (especie asidtica) en Veracruz
(Nandini et al., 2017). En Isla Mujeres, Quintana Roo se registré el rotifero Brachionus
almenara de Europa (Garcia-Morales & Elias-Gutiérrez, 2013). En Sinaloa se detecté un
copépodo calanoideo (Sudrez-Morales & Arroyo-Bustos, 2012). En Chiapasy la peninsula de
Yucatan, se han detectado al menos cuatro especies exéticas de copépodos ciclopoideos
(Gutiérrez-Aguirre & Sudrez-Morales, 2002; Gutiérrez-Aguirre et al., 2003; Elias-Gutiérrez
etal., 2008a; Suarez-Morales et al., 2011a; Sudrez-Morales et al., 2011b, Montoliu-Elena et
al., 2015) y un cladécero (Montoliu-Elena et al., 2019).

Es importante sefialar que las especies invasoras de zooplancton se cuentan entre las mas
agresivas y de rapida dispersion en el mundo, por ejemplo, la pulga de agua Daphnia
lumholtzi, un claddcero de origen africano se expandié por todo el este de Estados Unidos
en 10 afios (Dzialowski et al., 2000; Sousa et al., 2017). Su introduccién inicial se dio por
huevos de resistencia (efipios) que se encontraban en el intestino de una perca africana en
1990 (Frisch et al., 2013). Esta especie ya se detectd en el norte de México (Elias-Gutiérrez
et al., 2008a; Silva-Briano et al., 2010) y recientemente poblaciones de estos organismos de
origen norteamericano ya se encontraron en Brasil y Argentina (Simoes et al., 2009; Kotov
& Taylor, 2014), por lo que hay altas probabilidades de que ya se encuentre en el sur de
Meéxico. Esta especie afecta al zooplancton nativo, cambiando su composicion y afecta a los
peces en sus etapas tempranas, pues no la pueden ingerir (Kolar & Wahl, 1998; Johnson &
Havel, 2001; Engel et al., 2014). Este cladécero tiene un enorme potencial de invadir areas
del neotrépico donde todavia no ha colonizado (Sousa et al., 2017). En particular el modelo
de Sousa et al. (2017) ubica la region de la Reserva de Biosfera de Sian Ka’an como de alta
idoneidad en su potencial de ser invadido debido a sus caracteristicas ambientales (ver Fig.
2 de su articulo).
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A pesar de estos ejemplos, se puede considerar que en nuestro pais se han detectado pocas
especies exoticas de invertebrados acudticos, debido principalmente al impedimento
taxondmico (Balian et al., 2008) y en ocasiones por los métodos de muestreo que no han
sido los adecuados.

Por otro lado, no se puede conservar esta riqueza bioldgica de un lugar, cuyo valor todavia
es desconocido, si no se establece primero la identidad taxondmica de los organismos y asi
poder elaborar una linea base (inventario faunistico).

En la busqueda de nuevas metodologias que ayuden a acelerar la solucion de estos
problemas, se ha utilizado metodologias de biologia molecular, como la que propuso Paul
Hebert (2003), el uso de un fragmento de gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COI) como
un marcador universal para la identificacion de las especies, denominado cédigos de barras
(Hebert et al., 2003). Asi se inici®6 un megaproyecto internacional para documentar la
diversidad bioldgica de nuestro planeta empleando este gen: el Codigo de Barras de la Vida
Internacional o IBOL, por siglas en inglés (www.ibol.org), utilizando plataformas
informaticas (BOLD systems). Desde entonces se ha venido documentando la biodiversidad
de México (Elias-Gutiérrez et al., 2008a; Prado et al.,, 2011; Garcia-Morales & Elias-
Gutiérrez, 2013) y se han descrito numerosas especies de invertebrados y peces (Elias-
Gutiérrez et al., 2008b; Montiel-Martinez et al., 2008; Victor, 2012; Mercado-Salas et al.,
2018).

Esta metodologia ha demostrado tener una eficiencia de mas del 90% para la determinacién
de las especies (lvanova et al., 2009). Con esta técnica se han identificado adultos, larvas y
huevos de especies de peces marinas mexicanas y su potencial en el manejo de pesquerias
(Valdez-Moreno et al., 2010). Se detectaron por primera vez areas de desove en el Caribe
Mexicano de especies de importancia econémica y ecoldgica como por ejemplo el
boquinete (Lachnolaimus maximus), el pez espada (Xiphias gladius) y el marlin blanco
(Kajikia albida) (Leyva-Cruz et al., 2016). Ademas, se publicé el primer trabajo para la
identificacion de la icitiofauna dulceacuicola de México y Guatemala (Valdez-Moreno et al.,
2009).

También se ha podido establecer lineas base de cédigos de barras de varios lugares vy asi
poder compararlos. Cabe destacar que el Cenote Azul y Bacalar, pese a su cercania, solo
comparten 15% de las especies (Elias-Gutiérrez et al., 2018; Montes-Ortiz & Elias-Gutiérrez,
2018). Estos mecanismos se perfilan como un excelente instrumento de conservacién (Liu
et al., 2015) que permitira reconocer cualquier alteracién, como la presencia de especies
exoticas desde vertebrados (como los peces) hasta invertebrados, el fenédmeno del cambio
climatico global (Makino et al., 2017), o los cambios de uso del suelo con el consecuente
incremento en el uso de fertilizantes cuyos lixiviados tienen una alta probabilidad de llegar
a los cuerpos de agua afectando a la composicion faunistica (Krishnamurthy & Francis,
2012). Asi mismo, se concretaron nuevas metodologias para el desarrollo de lineas base de
los sistemas acuaticos epicontinentales de la peninsula de Yucatan (Elias-Gutiérrez et al.,
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2018), con la finalidad de proveer una plataforma para su conservacion y deteccién de
especies exoticas.

Los autores de este estudio fueron los primeros en aplicar métodos de secuenciaciéon
tradicional para detectar especies exoticas de zooplancton en la peninsula de Yucatdan (Elias-
Gutiérrez et al., 2008a; Montoliu-Elena et al., 2015; Montoliu-Elena et al., 2019). Por
ejemplo, cerca de Chetumal, recientemente registraron a Moina macrocopa, un cladécero
europeo sumamente invasivo (Montoliu-Elena et al., 2019), que previamente sélo se habia
registrado en Sudamérica (Elias-Gutiérrez & Zamuriano-Claros, 1994; Paggi, 1997; Rietzler
et al., 2014) También participaron activamente en el seguimiento de la invasion del pez
diablo en el sur de la peninsula de Yucatan (Martin, 2016).

Por otra parte, el ADN ambiental (eDNA, por sus siglas en inglés) es una técnica que ha
ganado popularidad para el monitoreo bioldgico, especialmente en la deteccidn de especies
invasoras y estudios de referencia de comunidades de animales y plantas. Se define como
aquel ADN que puede ser extraido de muestras ambientales como agua, sedimentos o hielo,
sin la presencia directa de los organismos (Rees et al., 2014), y forma parte de un conjunto
de técnicas conocidas como metagendmica que utilizan las plataformas de secuenciacién
de 2ay 3a generacién.

El ADN medioambiental se deriva de células vertidas en el medio ambiente como moco,
orina, heces, saliva o gametos de los organismos en cuestion. Mas de 120 articulos han
considerado el eDNA, incluido un nimero especial sobre el tema (Thomsen & Willerslev,
2015). La rapida adopcidn de bio-evaluaciones basadas en el eADN refleja dos factores:
mejor acceso a las secuencias de referencia (Goldberg et al., 2016) necesarias para vincular
las lecturas cortas de eADN a sus especies de origen, y la disponibilidad de secuenciadores
de alto rendimiento que pueden generar grandes volimenes de datos a un costo
moderadamente accesible.

Los programas de biomonitoreo convencionales requieren un esfuerzo extenso con
muestreo repetido en el tiempo y espacio (Baird & Hajibabaei, 2012). Debido a que estos
métodos utilizan redes y electropesca, son invasivos y pueden dafiar los habitats (King &
Crook, 2002; Collins et al., 2013). Ademas, rara vez revelan todas las especies en un entorno,
y cada espécimen que se recolecta debe identificarse a una especie, lo que requiere acceso
a expertos taxondmicos (Gomes et al., 2015). Dadas estas limitaciones, los métodos
basados en eDNA son un enfoque atractivo para la cuantificacién de la biodiversidad
requerida para la conservacion y el manejo (Valdez-Moreno et al., 2019).

La mayoria de los estudios de eDNA anteriores se han centrado en la deteccidén de especies
invasoras de peces o especies acuaticas raras / en peligro de extincion (Dougherty et al.,
2016; Robson et al., 2016; Almeida et al., 2017; Farley et al., 2017), aunque también se han
utilizado para examinar la abundancia y biomasa de las especies de peces (Doi et al., 2017;
Stewart, 2019). Los primeros resultados revelaron complejidades en la adquisicion e
interpretacion de datos que han provocado estudios para mejorar el muestreo y la
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extraccion de ADN, al tiempo que minimizan los sesgos metodoldgicos (Deiner et al., 2015;
McKee et al., 2015).

En el caso de México, el grupo de trabajo de ECOSUR fue el primero en aplicar el andlisis del
ADN ambiental en un sistema tropical oligotréfico y con un enfoque diferente: en vez de
tratar de detectar una sola especie problema, se realizé un analisis integral de la comunidad
de peces (Valdez-Moreno et al., 2019).

La Reserva de la Biosfera Sian Ka’an (RB Sian Ka’an), es una de las Areas Naturales Protegidas
con mayor diversidad especifica y ecosistémica en México; es asi que en 1987 fue declarada
Patrimonio de la Humanidad por la UNESCO (UNESCO, ND) y en el 2003 obtuvo la
declaratoria de Sitio Ramsar.

Actualmente, se cuenta con una lista de especies exdticas invasoras y nativas con
comportamiento invasor en el Complejo Sian Ka’an; en la porcién de aguas epicontinentales
se tiene registro, sin mencionar la localidad especifica donde fueron recolectadas, de dos
especies de copépodos exdticos dulceacuicolas, cuyo origen es asidtico: Mesocyclops
aspericornis y M. thermocyclopoides (Schittler & Karez, 2008); asi como del pez exético
invasor Pterygoplichthys dorsalis (coloquialmente llamado pez diablo) en la parte alta del
Rio Hondo -esta especie tiene la posibilidad de expandirse a otros sistemas de agua dulce-
y la presencia de cultivos de tilapia (Oreochromis mossambicus y O. niloticus) cercanos al
area protegida, lo que las convierte en especies exéticas con distribucion potencial. Por su
parte, en el ecosistema marino se tiene registro del pez leén (Pterois volitans), especie que
actualmente se encuentra distribuida desde Rhode Island, Estados Unidos hasta Venezuela,
con potencial de llegar hasta Brasil (USGS, 2019).

Ante dicha problematica, es urgente realizar estudios para establecer las lineas base del
zooplancton de agua dulce, para asi para favorecer la deteccidon temprana de especies
exoticas en los sistemas del Complejo y establecer estrategias para su combate y/o manejo,
asi como acciones de restauracion de la biodiversidad nativa.
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2 OBIJETIVO
2.1 Objetivo general

Desarrollar la linea base para el biomonitoreo no invasivo de ecosistemas acuaticos,
basados en el gen COIl y el eDNA en trece sistemas acuaticos dulceacuicolas de la Reserva
de la Biosfera Sian Ka’an a fin de determinar la presencia de especies exéticas invasoras
(EEI).

2.2 Objetivos especificos

e Determinar la presencia de especies exdticas invasoras en 13 cuerpos de agua
dulceacuicolas dentro de la RB Sian Ka’an, aplicando las técnicas de deteccién de EEI
basadas en muestras medioambientales de ADN (eDNA).

e Generar la linea base (inventario) del zooplancton mediante la secuenciacién el gen
COIl) en los sitios de muestreo, identificando a las especies exdticas invasoras.

e Recolectar informacidon para la futura elaboracidn de un sistema de deteccion
temprana de EEl acudticas en la Reserva Sian Ka’an, lo que permitira establecer una
respuesta temprana que evite su establecimiento (DTRR).
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3 METODOLOGIA

3.1 Trabajo de campo
3.1.1 Area de estudio

Se realizé una salida al campo del 21 al 26 de agosto del presente afio para la obtencidn de
muestras para la metagendmica y la elaboracion de las lineas base.

En total se visitaron 13 sitios: Laguna Muyil, Laguna Chunyaxché, Laguna km 48, Cenote
Santa Teresa, Cenote Tres Reyes 1, Cenote Tres Reyes 2, Minicenote, Cenote del Padre,
Cenote Chancah Veracruz, Cenote Siijil Noh Ha, Cenote El Toro, Cenote Pucté Cafetal 1y
Cenote Pucté 2 (Tabla 1y Figura 1).

Tabla 1. Sitios donde se realizaron los muestreos

Nombre Coordenadas Zona Municipio
Latitud Longitud
Laguna Muyil 1 20.068611° |-87.594444° Felipe Carrillo
Amortiguamiento Puerto
Laguna Muyil 2 20.075281° |-87.607322°
Chunyaxché 1 20.042197° |-87.580711° Felipe Carrillo
Amortiguamiento Puerto
Chunyaxché 2 20.060058°  |-87.575747°
Laguna km 48 19.943061° [-87.793825° Zona de influencia Felipe Carrillo
fuera del ANP Puerto
Cenote del Padre 19.603764°  [-88.002775° Zona de influencia Felipe Carrillo
fuera del ANP Puerto
Cenote Tres Reyes 1 19.668225°  [-87.881167° Zona de influencia Felipe Carrillo
fuera del ANP Puerto
Cenote Tres Reyes 2 19.691622°  |-87.877447° Zona de influencia Felipe Carrillo
fuera del ANP Puerto
Cenote Santa Teresa 19.723988°  [-87.813010° Amortiguamiento . .
Felipe Carrillo
Puerto
Minicenote 19.607006°  [-87.988681° Zona de influencia : .
Felipe Carrillo
fuera del ANP Puerto
Cenote Siijil Noh Ha 19.474628° |-88.051583° Zona de influencia . .
Felipe Carrillo
Puerto
Cenote Chancah Veracruz | 19.485536° (-87.987992° Zona de influencia . .
Felipe Carrillo
Puerto
Cenote El Toro 19.098056°  [-88.020556° Zona de influencia
fuera del ANP Bacalar
Cenote Pucté Cafetal 1 19.078789°  |-87.994269° Area de proteccidn
de Flora y Fauna
Uaymil Bacalar
Cenote Pucté 2 19.091497°  [-87.994208° Zona de influencia
fuera del ANP Bacalar
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Figura 1. Mapa con los Sitios de muestreo de zooplancton, larvas de peces y eDNA en el Complejo
de Sian Ka’an
(Fuente: Elaboracion propia, ECOSUR, 2019).

Es importante mencionar que a lo largo del proyecto se debid realizar un cambio en los
sitios de muestreo. En el caso de La Sabana, cuando se visitd el lugar, estaba seca y solo
habia un charco inaccesible rodeado de lodo, tal como muestra la siguiente imagen, por lo
gue no se pudo realizar el muestreo y fue sustituido por el Minicenote.
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Figura 2. Laguna La Sabana
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.

El cenote El Ramonal, en comunicacion personal con el Director de la Reserva de Sian Ka‘an,
Bidl. Omar Ortiz Hernandez, no fue muestreado debido a su cercania al area de incendios
todavia activos en aquel momento; asi, se decidié sustituirlo por el cenote El Toro,
localizado cerca de lazonay en el que no se presentaba peligro de fuego. Todo esto se hablé
previamente con el director de la reserva.

Los cenotes El Toro, Pucté Cafetal 1 y Pucté 2, fueron los sistemas de mds dificil acceso por
lo que se utilizaron motocicletas para acceder a ellos y se pernocté en los sitios de
recoleccién con el fin de obtener las muestras de zooplancton durante la noche, por la
mafiana se tomaron las muestras de agua para metagendmica.

Cada sitio se visitd en una sola ocasion. Excepto El Muyil y Laguna Chuyaxché que tienen
dos estaciones de muestreo por sistema. Esto se decididé en el momento debido a que son
dos sistemas grandes con diferentes ambientes y se tratd de abarcar lo mas posible.

3.1.2 Preparativos salida al campo
Previamente a la salida a cada sitio de muestreo, se visitd a cada uno de los comisariados

ejidales responsables de cada sistema visitado para informales de las actividades que se
iban a realizar durante el muestreo.
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Figura 3. Visita al comisariado de Chankah Veracruz
Fotografia: José Angel Cuhuo Colli/ECOSUR, 2019.

Posteriormente se prepard todo el material, el equipo necesario y el area donde se
trabajarian las muestras para el ADN medioambiental, asi como todos los preparativos para
acampar los dias siguientes.

Figura 4. Preparacién del material para el filtrado de muestras para ADN medioambiental
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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3.1.3 Descripcidn de los sitios de recoleccidon de muestras

A continuacion, se describen cada uno de los sitios de recoleccién de muestras, fotografias
y coordenadas geograficas. El orden que se siguid para presentarlos esta en funcién de su
localizacion en el mapa, de norte a sur (Figura 1).

Laguna Muyil

Fecha de Colecta: 24/08/2019

Se recolectd en dos puntos:

Laguna Muyil 1.- Zona de bajo a la salida del canal que comunica con la laguna de
Chunyaxché

Coordenadas geograficas: 20°04’07”” N, 87°35’40” W
Laguna Muyil 2.- Cerca del muelle de la estacién del guardaparque

Coordenadas geograficas: 20°04'31.01” N, 87°36'26.36” W

Figura 5. Vista aérea del sitio de muestreo Laguna Muyil 1
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.
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Figura 6. Laguna Muyil 1, Thorichthys meeki o ciclido boca de fuego en la zona de muestreo
Fotografia: Adrian Uh Navarrete/ECOSUR, 2019.

Figura 7. Laguna Muyil 1, lugar donde se colocd la trampa de luz junto a pastos acuaticos
Fotografia: Adrian Uh Navarrete/ECOSUR, 2019.
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Figura 8. Laguna Muyil, recoleccion de agua para analisis de ADN medioambiental
Fotografia: Sergio Chay Kumul/ECOSUR, 2019.

Figura 9. Laguna Muyil 1, toma de muestra de agua para ADN medioambiental
Fotografia: Sergio Chay Kumul/ECOSUR, 2019.
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Laguna Chunyaxché

Fecha de Colecta: 24/08/2019

Se recolectd en dos puntos:

Laguna Chunyaxché 1.- Al fondo de la laguna, en zona de arenal antes de la vegetacién.
Coordenadas geograficas: 20°02’31.91” N, 87°34’50.56” W

Laguna Chunyaxché 2.- Litoral con manglar, se colocd la trampa entre el manglar.

Coordenadas geograficas: 20°03’36.21” N, 87°34'32.69” W

Figura 10. Laguna Chunyaxche 1, colocacién de la trampa cerca del manglar
Fotografia: Sergio Chay Kumul/ECOSUR, 2019.
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Figura 11. Laguna Chunyaxché 2, lugar donde se colocé la trampa de Luz entre el manglar.
Fotografia: Adridan Uh Navarrete/ECOSUR, 2019.

Laguna Km 48
Fecha de Colecta: 24/08/2019
Se recolectd en un solo punto

Coordenadas geograficas: 19°56'35.02"N, 87°47'37.77"W

Figura 12. Laguna Km 48, vista general de las condiciones de la laguna. Gran abundancia de pastos
y nenufares. Fondo lodoso-fangoso.
Fotografia: Sergio Chay Kumul/ECOSUR, 2019.
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Figura 13. Laguna Km 48, vista aérea del sistema
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.

Figura 14. Laguna Km 48, toma de muestra de agua para ADN medioambiental
Fotografia: Sergio Chay Kumul/ECOSUR, 2019.
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Cenote del Padre

Fecha de Colecta: 22/08/2019
Se recolectd en un solo punto
Fecha de Colecta: 25/08/2019 muestra de ADN medioambiental

Coordenadas geograficas: 19°36'13.55"N, 88° 0'9.99"W

Figura 15. Cenote del Padre, vista aérea
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.
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Figura 16. Cenote del Padre, Thorichthys meeki o ciclido boca de fuego
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.
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Figura 17. Cenote del Padre, trampa de luz colocada en la noche
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.

Cenote Tres Reyes 1
Fecha de Colecta: 24/08/2019
Se recolectd en un solo punto

Coordenadas Geograficas: 19°40'5.61"N, 87°52'52.20"W

Figura 18. Cenote Tres Reyes 1, vista general de las condiciones del lugar, gran abundancia de
pastos (Carex sp.), cortadera (Cladium jamaicense) y nenufares (Nymphaea alba). Fondo lodoso-
fangoso, agua clara.

Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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Figura 19. Cenote Tres Reyes 1, vista aérea
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019.

Figura 20. Cenote Tres Reyes 1, imagen de la muestra de zooplancton
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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Cenote tres Reyes 2
Fecha de Colecta: 24/08/2019

Coordenadas Geograficas: 19°41'29.84"N 87°52'38.81"W

Figura 21. Cenote Tres Reyes 2, vista general del sitio de muestreo. Cenote tipo vaso con orillas
rocosas, presencia de mucha hojarasca y arboles.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.

Figura 22. Cenote Tres Reyes 2, colocacién de la trampa de Luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.

20



Programa de deteccion temprana piloto de especies acuaticas invasoras a través de los métodos de codigo
de barras de la vida y andlisis de ADN ambiental en la Reserva de la Biosfera Sian Ka“an

Figura 23. Cenote Tres Reyes 2, imagen de la muestra de zooplancton.
Fotografia: Adridan Uh Navarrete/ECOSUR, 2019.

Cenote Santa Teresa
Fecha de Colecta: 24/08/2019
Se recolectd en un solo punto

Coordenadas de la recolecta: 19°43’24.61” N, 87°48’45.91” W

Figura 24. Cenote Santa Teresa, vista general del sitio de muestreo. Cenote pequeiio con orillas
rocosas, presencia de hojarasca y arboles.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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Figura 25. Cenote Santa Teresa, colocacién de la trampa de Luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.

Figura 26. Cenote Santa Teresa, imagen que muestra el proceso de obtencion y fijacion de la
muestra de zooplancton.
Fotografia: José Angel Cuhuo Colli/ECOSUR, 2019.
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Minicenote
Fecha de Colecta: 24/08/2019
Se recolectd en un solo punto

Coordenadas geograficas: 19°36’25.22” N, 87°59'19.25"W

Figura 27. Minicenote, vista general del sitio de muestreo. Cenote pequefio con orillas rodeado de
cortadera (Cladium jamaicense) y arboles y troncos tirados.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.

o PR . 5 ¥
Figura 28. Minicenote, colocacidn de la trampa de
Fotografia: Sergio Chay Kumul/ECOSUR, 2019.

Luz.
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Figura 29. Minicenote, toma de muestra de agua para ADN medioambiental.
Fotografia: Sergio Chay Kumul/ECOSUR, 2019.

Cenote Siijil Noh Ha
Fecha de Colecta: 22/08/2019
Se recolectd en un solo punto

Coordenadas de la recolecta: 19°28’28.66” N, 88°03’05.70” W

Figura 30. Cenote Siijil Noh H3, vista general del sitio de muestreo. Este cenote se encuentra
embebido en la laguna, profundo de aguas claras con poca materia en suspension. Las orillas
rodeadas con poca vegetacion, lodoso.

Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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Figura 31. Cenote Siijil Noh H4, toma de muestra de agua para ADN medioambiental
Fotografia: Erika Alarcén Chavira/ECOSUR, 2019.

Figura 32. Cenote Siijil Noh H3, vista aérea.
Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2019, agosto 2019.
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Cenote Chancah Veracruz
Fecha de Colecta: 22/08/2019

Coordenadas de la recolecta: 19°29' 7.93" N, 87°59' 16.77"W

Figura 33. Cenote Chancah Veracruz. Vista general del sitio de muestreo. Cenote de aguas claras
rodeado de cortadera (Cladium jamaicense).
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.

Figura 34. Cenote Chancah Veracruz, colocaciéon de la trampa de Luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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Figura 35. Cenote Chancah Veracruz, toma de muestra de agua para ADN medioambiental.
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.

Cenote el Toro
Fecha de Colecta: 25/08/2019
Se recolectd en un solo punto.

Coordenadas geograficas: 19°05’53” N, 88°01'14” W

Figura 36. Cenote El Toro, vista general del sitio de muestreo. Cenote de aguas claras ligeramente
verdosa
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.
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Figura 37. Cenote El Toro, colocacion de la trampa de Luz.
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.

Figura 38. Cenote El Toro, toma de muestra de agua para ADN medioambiental.
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.
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Cenote Pucté Cafetal 1
Fecha de Colecta: 25/08/2019
Se recolectd en un solo punto

Coordenadas geograficas: 19°04’43.64 N, 87°59'39.37"W

Figura 39. Cenote Pucté Cafetal 1, vista general del sitio de muestreo. Cenote de aguas
claras ligeramente verdosa
Fotografia: Ivan Canul Palma/ECOSUR, 2019.

Figura 40. Cenote Pucté Cafetal 1, obtenciéon de muestras de trampas de luz y agua para ADN
medioambiental.
Fotografia: lvan Canul Palma/ECOSUR, 2019.
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Figura 41. Cenote Pucté Cafetal 1, condiciones del terreno para llegar al cenote, ocasionadas por
un incendio previo.
Fotografia: Ilvan Canul Palma/ECOSUR, 2019.

Cenote Pucté 2

Fecha de Colecta: 25/08/2019

Se recolectd en un solo punto

Coordenadas Geograficas: 19°05'29.39” N, 87°59'39.15” W.

Figura 42. Cenote Pucté 2, vista general del sitio de muestreo.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2019.
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Figura 43. Cenote Pucté 2, colocacién de la trampa de luz.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2019.

Figura 44. Cenote Pucté 2, toma de muestra para metagendmica.
Autor: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2019.
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3.1.4 Obtencién de muestras para el ADN medioambiental y filtrado de muestras en el
campo

En cada sitio, se tomdé una muestra de 1 L de agua cerca de la regién litoral y se colocé en
una botella de CIVEQ® esterilizada; las botellas y el equipo de muestreo se manejaron con
guantes para minimizar la contaminacién con ADN humano. Todas las muestras se
colocaron inmediatamente en hielo y luego se transportaron al laboratorio montado en la
casa que se renté en Carrillo Puerto para el procesamiento de las muestras. Para minimizar
la degradacion de ADN ambiental, las muestras de agua se filtraron dentro de las primeras
12 horas a partir de su recoleccioén.

Antes de proceder al filtrado de las muestras, todas las superficies y materiales de
laboratorio se esterilizaron con hipoclorito de sodio al 10%, seguido de etanol al 70%; se
cambiaron los guantes entre cada muestra. Cada muestra se filtrd a través de filtros de 0,22
pm, donde quedd el ADN. Los filtros se almacenaron en tubos falcdn, colocados
inmediatamente en un congelador a -18 °C. Al dia siguiente fueron transportados desde el
sitio de trabajo hasta en frio desde ciudad de Cancun, para ser trasladados por paqueteria
a uno de los laboratorios del Centre for Biodiversity Genomics (CBG) en Guelph, Canad3,
lugar donde se realizd la extracciéon de ADN. El proceso entre la filtracidn y la extraccion de
ADN fue inferior a 48 horas para evitar su degradacion.

En las siguientes fotografias se ejemplifica el trabajo realizado en el laboratorio
implementado en Carrillo Puerto.

Las muestras de agua para ADN medioambiental fueron tomadas el mismo dia (Fecha de
Colecta: 25/08/2019) para que fueran todas procesadas al mismo tiempo, como se muestra
en las siguientes fotografias:

Figura 45. Limpieza del material para evitar contaminacién de la muestra
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.
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Figura 46. Equipo para la filtracion de muestras de ADN medioambiental (bombas de vacio, frascos
kitasato con los filtros para el agua)
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.

Figura 47. Procesando muestras
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.
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Vista del manejo de los filtros después de haber realizado el filtrado.

Figura 48. Detalle del material para filtrado (bombas de vacio, frasco kitasato con el filtro para el
agua)
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.

Figura 49. Vista del filtro con la muestra
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.

34



Programa de deteccion temprana piloto de especies acuaticas invasoras a través de los métodos de codigo
de barras de la vida y andlisis de ADN ambiental en la Reserva de la Biosfera Sian Ka“an

Figura 50. Colocacion del filtro dentro de un tubo falcén para poder ser transportados
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.

Finalmente, el lunes 26 de agosto todas las muestras se prepararon para su envio por DHL
a Cancun para enviarse al Centre for Biodiversity Genomics en la Universidad de Guelph,
Canada, en donde se realizard el proceso de eDNA.

oy

Figura 51. Envio de muestras de ADN medioambiental
Fotografia: Erika Alarcon Chavira/CONANP, 2019.
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3.1.5 Obtencion de muestras para la elaboracién de linea base de zooplancton y busqueda
de especies exdticas

En cada sitio de recolecta se colocé una trampa de luz de disefio propio (Figura 5), creada
para sistemas lénticos tropicales, y cada una se dejd trabajando durante la noche (la
instalacion fue entre las 19:00 a 20:00 horas y fueron recogidas entre las 6:30 a 7:00 hrs del
siguiente dia); excepto en el Minicenote, donde se dejaron por solo tres horas, lo cual fue
suficiente para que se saturara la red. Inmediatamente después de su recoleccién, las
muestras se lavaron en un tamiz de 50 um con etanol frio, sin desnaturalizar (+4° C) al 96%
para extraer toda el agua, antes de que las muestras se transfieran a un frasco, con una
proporcion de 1/3 de muestray 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
revision.

Figura 52. Trampas de luz utilizadas en el muestreo
Fotografia: Martha Valdez Moreno/ECOSUR, 2019.

3.2 Trabajo de Laboratorio

3.2.1 Extraccién de ADN a partir de muestras de agua, Centre for Biodiversity Genomics en
la Universidad de Guelph, Canada.

Antes de la extraccidn del ADN, todas las superficies de laboratorio y los pipeteadores se
esterilizaron con hipoclorito de sodio al 10%, seguido de etanol al 70%. Las pipetas se
limpiaron repetidamente con hipoclorito de sodio al 10%, seguido de etanol al 70% durante
la extraccidén y los guantes se cambiaron con frecuencia. Los rotores de centrifugacion, los
adaptadores y los bastidores de tubos se lavaron con ELIMINase diluido (Decon Labs) (1:10)
y se enjuagaron con agua desionizada.
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El ADN se extrajo de los filtros de las muestras de agua usando un kit de extraccion de ADN
PowerWater (MoBio) siguiendo un protocolo de lisis modificado (los tubos se incubaron a
65 °C antes de la etapa de molienda) con modificaciones menores para evitar la
contaminacién cruzada entre muestras; todos los pasos que requieren 650 ul se redujeron
a 625 pl. Las columnas se incubaron a 56 °C durante 15 minutos antes de la elucién del ADN
en 100 pul de tampdn PW6 y se cuantificaron utilizando el kit Qubit 2.0 y el dsDNA de HS.

Amplificacion por PCR

Para aumentar la recuperacion de especies y superar el posible sesgo de PCR introducido
por los cebadores de fusién marcados con los UMI (identificadores moleculares Unicos)
seguimos un enfoque de PCR de dos pasos con la primera ronda empleando cebadores
convencionales, donde el producto de PCR diluido sirvié como plantilla para una segunda
ronda de PCR con los cebadores de fusiéon que contienen adaptadores de secuenciacion y
las etiquetas con Identificadores Moleculares Unicos (UMI, por sus siglas en inglés).

Se amplificé un segmento de 184-187 pb de la region del cddigo de barras de COIl con dos
conjuntos de cebadores (AquaF2 / C_FishR1, AquaF3 / C_FishR1), que son efectivos para
los vertebrados.

Las reacciones de PCR emplearon la mezcla maestra descrita por Hajibabaei et al. (2005) y
Platinum Taq. La primera ronda de PCR empled el siguiente régimen térmico: 94 °C durante
2 min, 40 ciclos de 94 °C durante 40 s, annealing 51 °C para AquaF2 o 50 °C para AquaF3
durante 1 min, y 72 °C por 1 min, con una extensién final a 72 ° C durante 5 min.

Después de la primera ronda, los productos de la PCR se diluyeron dos veces con agua de
grado molecular y se transfirieron 2 ul a un nuevo tubo para una segunda ronda de la PCR
con el objeto de crear bibliotecas de amplicones etiquetadas con identificadores
moleculares unicos (UMI) y con cebadores de fusion que contienen lon Xpress ™ Etiquetas
MID y los adaptadores de iones. Cada localidad tuvo una etiqueta diferente, que permitio
reconocer de donde provenian las secuencias.

El régimen de PCR para la segunda ronda consistio en 94 °C durante 2 min, 20 ciclos de 94
°C durante 40 s, annealing a 51 °C durante 1 miny 72 °C durante 1 min, con una extensién
final a 72 °C durante 5 min. Los productos de PCR se visualizaron en un E-Gel96 (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific).

Las bibliotecas para AquaF2 / C_FishR1 y AquaF3 / C_FishR1 se purificaron por separado
usando perlas magnéticas preparadas y se cuantificaron usando el kit de ADN de Qubit 2.0
y HS, y se normalizaron a 13 pM antes de la secuenciacion. Las bibliotecas de amplicones
se secuenciaron en un secuenciador S5, utilizando los kits de 400 plantillas y secuenciacién
siguiendo las instrucciones del fabricante con un chip 530.
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Determinacion de especies

El procesamiento de las lecturas del secuenciador se realizé con el software Cutadapt
(v1.8.1) para recortar secuencias de cebadores; Sickle (v1.33) se usé para el filtrado de
tamafio (se retuvieron secuencias de 150-250 pb), mientras que se utilizé Uclust (v1.2.22q)
para reconocer las OTU basadas en la identidad> 98% y una profundidad de lectura minima
de 2 umbrales. El algoritmo Local Blast 2.2.29+ se usd para comparar cada OTU con las
secuencias de referencia en cinco conjuntos de datos: datos publicos de peces de BOLD
filtrados a nivel de identificacidon de género y especie (130,357 secuencias), y datos publicos
de BOLD para Amphibia, Aves, Mammalia y Reptilia representada 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 salida de Raw Blast se analizaron utilizando un script de Python
personalizado OTUBIastParser.py, y se concatenaron utilizando ConcatenatorResults.py
(Bessonov, 2018). Los resultados procesados en formato delimitado por tabuladores se
importaron a Excel. Se realizé un filtrado por puntaje minimo de 250, y 97-100% de rango
de identidad para identificar a las especies.

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

3.2.2 Elaboracién de la linea base de zooplancton y blisqueda de especies exdticas,
Laboratorio de Cddigo de Barras de la Vida en ECOSUR, Chetumal.

Preparacion de los especimenes

En el laboratorio, se procedié a la separacidon de los especimenes de las muestras por
morfotipos, utilizando un microscopio estereoscdpico u éptico, dependiendo de la talla de
los ejemplares y de la dificultad en su categorizacién. Después cada uno de ellos fue
fotografiado. En algunos casos se generardn imagenes apiladas por el eje Z utilizando el
software Helicon Focus 6.5.1 (Martinez-Caballero et al., 2017).

Extraccion y amplificacion de ADN.

El ADN se extrajo utilizando un método estandar de fibra de vidrio (Ilvanova 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 acaros del agua, se les extrajo el ADN y posteriormente se
recuperaron de los filtros (Porco et al., 2010), conservandolos en etanol al 96% con una gota
de glicerol: para los claddceros, se utilizaron los embriones o la segunda antena. En el caso
de los copépodos grandes (mayores a 1.5 mm), se extrajo los musculos dorsales del
cefalotorax o los huevos (en el caso de las hembras ovigeras). En otros grupos, como
insectos, solo se cortd una fraccion de una pata. Finalmente, para las larvas de peces, se
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utilizé preferentemente el ojo del lado derecho. Los especimenes que no se perdieron
durante la extracciéon se colocaron nuevamente en etanol y se depositaron en la Colecciéon
de Referencia de ictioplancton y zooplancton del ECOSUR, Unidad Chetumal a manera de
vouchers.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Después de la extraccion de ADN, se agregaron 2 plL 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 dihidratada al 10% (Fluka Analytical), 1.25 uL de 10X Platinum Taq
buffer (Invitrogen), 0.625 uL de 50 uM 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 PlatinumTagq (Invitrogen). El total de la mezcla, incluyendo el
templado de ADN fue de 12.5 pul. Todas las muestras se amplificaron con los cebadores
Zplank y/o el céctel C-Fish (Ilvanova et al., 2007; Prosser et al., 2013).

El termociclado permite realizar los ciclos de temperaturas necesarios para producir la
amplificacién de ADN 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 6ptimo para la secuenciacion.

Secuenciacion y anadlisis de datos

Los productos de PCR se secuenciaron utilizando un kit de secuenciacion 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), se subieron a la base de datos
del sistema BOLD (Ratnasingham & Hebert, 2007). Estos datos se hardn 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 comprobacion contra NUMTS (DNA mitocondrial incorporado al
nucleo de la célula) (Ratnasingham & Hebert, 2007).
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Identificacion de los especimenes

La identificacion molecular se realizé 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 taxon identificado, independientemente del nivel
(especie a orden) se considerd una Unidad Taxondmica Operacional (OTU, por sus siglas en
inglés).

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST : » blastn suite Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Standard Nucleotide BLAST

blastn | blastp | blasix | thlastn | thlastx |

BLASTN programs search using a ide query. more... Resetpage Bookmark

Enter Query Sequence B i guery.
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
AATAAGTETTGGTATAGAATAGGATCTCCTCCTCCTRCAGRETCGAAGRAAGAAGTATTT AGTT TCGAT
CAGTTAATAGTATTGTAAT TGCACCGGCTAAACAGGAAGACTTAAGAGEAGAAGAAGAGC T TAATACE From BLAST results will be displayed
GACGGCTCATGCARATAAGGGAAT. AAAGTTATCCCATGAGATCGTATATTAATAATAGTAGTA
ATAAAGTTAATAGCCCTAGAAT AGAAGAAATCCCGEC TAAGTRAAGGBARAARATTGAAAGATCALCTE M To in a new format by default m
ACGCACCTECATGAGCAAT TCCABCTGATAAGREAGEGTACACTETCCAACCTETTCCTRCTCCTCTTTE g :

You can always switch back to the

Traditional Results page.
Or, upload file Seleccionar archivo | Ningtn archivo seleccionado @ =

Job Title Nucleotide Sequence
Enter a descriptive title for your BLAST search @

Align two or more sequences &)

Choose Search Set

Database Human genomic + transcript *Mouse genomic + transcript ® Others (nr etc.):
Nucleotide collection {nr/nt) v @
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ¥ Manage Columns ~ Show @
selectall 100 sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of results
. Max Total Query E Per )
D t A
S Score Score Cover value Ident crsssion
Macrothrix elegans voucher HE-193 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene. partial cds; mitochondrial 1170 1170 100% 0.0 99.08% KC617069.1
Macrothrix elegans voucher HE-295 1 cytochrome oxidase subunit 1 (COl).gene, parfial cds; mitochondrial 1158 1158 100% 0.0 98.77% KC617673.1
Macrothrix elegans voucher ZPLMX614 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial 1158 1158 100% 00 98.77% EU702192.1

Figura 53. Ejemplo de cdmo se realizé la identificacién molecular de los especimenes secuenciados
mediante la técnica de BLAST en GenBank.

Cabe mencionar que la extraccion, purificacion y amplificacién de ADN de las muestras de
zooplancton se realizd en el laboratorio de cédigo de barras de la vida en Chetumal y los
amplificados se mandaron a secuenciar a Eurofins en Louisville, Kentucky, Estados Unidos.
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4 RESULTADOS y DISCUSION

4.1 ADN medioambiental

En total se recolectaron 14 muestras de agua, una para cada sitio excepto en el Pucté 2 que
se recolectaron dos muestras por ser el lugar mas inaccesible de la reserva.

El presente estudio eDNA detectd 25 especies de peces, 3 especies de aves, 5 especies de
mamiferos y 2 especies de reptiles (Tabla 1). Basado en calculos estadisticos apropiados de
coincidencia BOLD y un grado razonable de certeza cientifica de la biblioteca de referencia
BOLD, la identidad taxonémica de la fuente de ADN detectada en estas muestras se
considera practicamente probada.

Las 25 especies de peces pertenecen a 23 géneros y 10 familias siendo la familia Cichlidae
la mejor representada con 10 taxones.

Practicamente todos los peces que se registraron con ADN medioambiental ya han sido
reportados para Quintana Roo y en zonas de Sian Ka’an quedando solo en duda Rhamdia
quelen, Thorichthys helleriy Lutjanus griseus.

En el primer caso, su presencia es dudosa, debido a que Silvergrip (1996), sinonimizé varias
subespecies de Rhamdia guatemalensis y otras especies de este género con R. quelen (Quoy
y Gaimard). Sin embargo. En un estudio reciente, Hernandez et. al. (2015) consideran que
R. quelen esta restringida a Sudamérica. En Quintana Roo se ha reportado la presencia de
R. guatemalensis (Schmitter-Soto, J. J., 1996; Miller, 2009; Hernandez et. al., 2015).

En el caso de Thorichthys helleri, en el estudio que realizamos solo fue detectado en el
cenote Del Padre y con muy pocas secuencias por lo que su presencia también seria dudosa.
Esta especie se ha registrado en Tabasco, Chiapas, Coatzacoalcos, y Palenque hasta
Champoton (Schmitter-Soto, J. J., 1996; Miller, 2009).

Para confirmar la identidad taxondmica de estos dos casos es necesario recolectar
especimenes adultos y revisarlos morfolégicamente, junto con el analisis molecular del
ADN. Solo de esta forma se podra confirmar si se trata de especie exdtica o traslocadas o
no.

Finalmente, Lutjanus griseus solo se encontrd en Santa Teresa y probablemente se
encuentre en este lugar (Omar Ortiz com. pers.) o bien puede tratarse de una
contaminacion por efecto humano, ya que se trata de una especie muy consumida, y como
ocurrié en el caso del boquinete, documentado por Valdez et al. (2019), donde sus restos
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pudieron haber llegado a este pequefio sistema, localizado dentro de la estacion de la
reserva.

Caso especial de estudio es Atherinella sp., si bien ya sido reportada en laguna Caobas y en
Bacalar (Schmitter-Soto, 1996; Valdez Moreno et al., 2019), probablemente pertenezca a.
alvarezi o bien que sea una nueva especie. Confirmar su identidad real requiere un andlisis
mas profundo contemplando la taxonomia integrativa

El Muyil fue el sitio con mayor nimero de especies detectadas con 12, seguida del Pucté 2
con 10y el Toro con 7; el resto fluctud entre 5 y 2 especies.

Es importante mencionar que los nimeros que se presentan en la tabla 1 significan el grado
de credibilidad de la presencia de una especie, no expresan si es mas abundante o no,
simplemente refleja que en el momento de la recolecta de agua, habia mayor concentracién
de ADN de esa especie debido a que estaba cerca o habia mas residuos de ese organismo o
bien, que los primers utilizados tuvieron una mayor afinidad por el ADN de esa especie. En
otras palabras, tener mayor nimero de secuencias significa que hay mas certeza de la
presencia de la especie y que no se trate de un falso positivo, pero no necesariamente tiene
gue ver directamente con la abundancia de esa especie.
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Tabla 2. Resumen de los resultados de identificacion. Los géneros (complejos de especies) con baja
resolucion interespecifica estdn marcados con * Fuente: Elaboracion propia, ECOSUR, 2019).

Identificacién

Chunyaxe
eDNA1

Muyil
eDNA2

Km 48
eDNA3
Santa Teresa

eDNA4
Tres Reyes 2

eDNA5
Tres Reyes 1

eDNAG

Minicenote
eDNA7
Del Padre

eDNAS
El Toro

eDNA9
Siijil Noh Ha

eDNA10
Pucté 2

eDNA11
Chacah

Veracruz

Pucté Cafetal 1
eDNA13

Pucté 2
eDNA14

Aramides cajaneus

[EEY
w

Megaceryle torquata

1887

Meleagris gallopavo

Artibeus lituratus

Lampronycteris brachyotis

47

Lonchorhina aurita

95

Oryzomys couesi

5063

Pteronotus parnellii

Kinosternon acutum

Trachemys sp.

610

Atherinella sp.

290

77

2460

Belonesox belizanus

287

Bramocharax-Astyanax*

321

4678

Cribroheros robertsoni

23

130

83

Cryptoheros chetumalensis

3033

13265

10939

Cyprinodon beltrani — simus*

969

Dormitator maculatus

66

Gambusia sexradiata

2840

1563

816

Gambusia yucatana

31

Gerres cinereus

71

381

Gobiomorus dormitor

Hyphessobrycon compressus

1332

Jordanella pulchra

411

Lutjanus griseus

108

Mayaheros urophthalmus

69

10

16

18

29

1723

16

Ophisternon

233

Parachromis friedrichsthalii

25

Petenia splendida

919

3927

Poecilia mexicana

28

528

Rhamdia quelen

15

156

Rocio octofasciata

42

Thorichthys helleri

15

Thorichthys meeki

Trichromis salvini

26

39

20

2780

23

Vieja melanura

2196

Aves
Mammalia
Reptilia
Actinopterygii
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4.2 Linea base de zooplancton

De los 14 sitios del muestreo con las trampas de luz, se seleccionaron 1,043 especimenes
de los cuales 947 fueron artrépodos, 95 cordados y 1 platelminto. Todos los organismos que
se introdujeron en las trampas de luz se consideraron como parte del zooplancton,
siguiendo la definicion de Montes-Ortiz & Elias-Gutiérrez (2018), que se basa en el método
en que este grupo estard definido por todos los organismos con capacidad de natacién, para
el establecimiento de la linea base del Cenote Azul, al sur de Quintana Roo. Todos los datos
con los resultados obtenidos, incluyendo localidades, secuencias, cromatogramas y
fotografias de los especimenes secuenciados se pueden consultar en la base de datos BOLD
(boldsystems.org), en el proyecto “Zooplankton from epicontinental water systems
associated to Biosphere Reserve Sian Kaan”, SKAAN (Figura 6). Este proyecto sera el inicio
de la construccién de la linea base del zooplancton en la reserva.

A continuacidn, se muestra la pagina del proyecto, con el resumen de los datos que contiene
hasta el momento. Cabe sefalar que conforme se avance en el conocimiento de estos
organismos y de zonas adyacentes el numero de especies cambiara por lo tanto la
taxonomia se ira depurando. Es importante sefialar que ninguna secuencia tuvo codones de
parada, no hay contaminaciones ni registros con problemas.

Quality Statistics Institutions Sequence Age Specimen Age at Sequencing
Sequences
Wigh [€1% Medivm (<2%Low (<3% Unrelisble
N Ga%Ng
Traces N
High (%) Medium (%) Low (%)Failed (%) Total
o s ees w0 1625 2087
X Sequence Length Data Growth
Attached Files Distribution (%)
Specimen Growth E
e A:unle colsp o
Lomments e Narme g
3

Species Growth

Shec
Species

Figura 53.P4agina del proyecto en BOLD donde estd incluida toda la informacion referente a los
especimenes generada en este proyecto (actualizacién del 5/noviembre/2019).

Del total de organismos secuenciados solo 73 de ellos no obtuvieron secuencia, por lo que
la técnica tuvo un 93% de eficacia. Un resultado de este tipo no ha sido logrado en ningun
otro laboratorio del mundo utilizando un solo set de cebadores (Elias-Gutiérrez et al., 2018)
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para todos los grupos del zooplancton, desde peces a todos los invertebrados recolectados.
Las 970 secuencias positivas tienen una buena calidad, demostrada por los cromatogramas
gue se subieron al sistema de BOLD.

En total se obtuvieron 80 OTU’s diferentes, identificados por medio de las secuencias
genéticas y corroboradas parcialmente por la identificacion morfoldgica, debido a que este
proceso llevara mas tiempo del que fue destinado para realizar el proyecto.

Como se puede apreciar en la tabla 2, se consideraron tres grupos principales de
invertebrados: Arachnida, que comprende uno de los grupos mas diversos e importantes
como indicadores de la calidad del agua y que forman parte del plancton, los acaros
acuaticos; Insecta, que en su mayoria comprende estadios larvales principalmente de
quirondmidos, tricopteros y odonatos y Crustacea, que comprende desde organismos
holoplanctdnicos (son organismos plancténicos durante toda su vida) a meroplanctdnicos
(en sélo una parte de su ciclo vital son organismos planctdnicos), estos ultimos
representados al igual que en el caso de los insectos por etapas larvales. Ademas, se
considerd un cuarto y ultimo grupo, los cordados, que basicamente fueron larvas de peces
(ictioplancton), que fueron atraidos por las trampas de luz.

En lo que se refiere a las especies exdticas se detectaron tres géneros que potencialmente
podrian representar introducciones accidentales. La primera fue el género Cyclops, que se
considera de origen holartico (Dussart & Defaye, 2001) por lo que es posible que haya
llegado a la peninsula de Yucatdn transportados por las aves migratorias. Los organismos
gue detectamos en la reserva de Sian Ka’an presentan secuencias muy similares a otros
detectados en Canada, sin embargo, no se ha determinado la especie a la que pertenecen,
por lo cual se requiere un examen taxondmico fino para esclarecer su identidad.

El otro género que posiblemente corresponda a una especie exética es el quirondmido
Kiefferelus, con un Unico registro previo para el continente americano en Brasil (Floss et al.,
2012) y distribuido ampliamente en el viejo continente (Pramual, 2016). Debido a la enorme
dificultad que representa este género, es necesario un analisis detallado tanto de las formas
adultas como las etapas larvales (Pramual et al., 2016), pues éste seria el segundo registro
gue se tiene en el continente americano.

La presencia del exdtico Mesocyclops thermocyclopoides, de origen asidtico si fue
confirmada en el Cenote Pucté Cafetal 1.

Por otra parte, practicamente no existen estudios formales de dacaros acuaticos vy
guirondmidos en México a pesar de la enorme importancia que tienen como indicadores
de la calidad del agua (Lindegaard, 1995; Goldschmidt, 2016). El primer estudio que explord
la viabilidad para discriminar las especies de acaros acuaticos por medio del gen COIl en
México fue publicado recientemente (Elias-Gutiérrez et al., 2018) y representa el punto de
partida para la descripcion formal de las especies, posiblemente la mayoria adn
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desconocidas para la ciencia. Por esta razén, la mayor parte de los ardcnidos no tienen una
identificacion precisa. El caso de los quirondmidos es aun mds complejo y tiene el mismo
punto de partida que para los dcaros acudticos. El Gnico antecedente reciente de su estudio
es la descripcidn de seis especies distribuidas en Yucatan y Guatemala (Vinogradova, 2008),
dos de ellas de la laguna de Bacalar (Polypedilum bacalar, posiblemente endémica y
Polypedilum rissi distribuida hasta el lago Petén en Guatemala), pero cuya descripcion es
exclusivamente morfoldgica.

En el caso de los crustaceos, es donde pudimos identificar el mayor nimero de especies,
debido a que la base de datos se esta construyendo desde el afio 2008 (Elias-Gutiérrez et
al., 2008a). Mesocyclops pehpeiensis detectado previamente en Campeche, no se encontré
en la reserva (Montoliu & Elias-Gutiérrez et al., 2015). Cabe sefialar que M. pehpeiensis se
ha detectado previamente en México asociado a cultivos de arroz, al igual que en el sur de
Espafia, por lo que la reserva de Sian Ka’an no representa un habitat ideal para esta especie.

Como ya se menciond, se confirmd la presencia del copépodo exdético Mesocyclops
thermocyclopoides en el cenote Pucté Cafetal 1. Esta especie cuenta con registros previos
en Tabasco y Centroamérica (Honduras y posiblemente Costa Rica) (Gutiérrez-Aguirre et.
al., 2003). En BOLD existen 14 registros de secuencias de esta especie, 11 de Tabasco
(México) y tres de Taiwan (obtenidos de GenBank,
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), lo que permite confirmar plenamente su
presencia en esta localidad.

Otra posible especie exdtica cuya presencia era posible en la reserva es Daphnia lumholtzi,
pues se ha adaptado desde la zona templada de Norteamérica hasta Sudamérica, pasando
por regiones tropicales (Sousa et al., 2017). No fue detectada durante este trabajo.

El nimero de OTU’s por sistema oscilé desde seis en el cenote Santa Teresa hasta 28 en
Muyil 1. Esta ultima estacidn se localizé en un bajo, cerca de la parte media de la laguna con
una gran abundancia de vegetacidon sumergida, por lo que posiblemente sirvié de refugio
para todas las OTU’s encontradas. El segundo punto con mayor nimero de OTU’s fue en
Chunyaxché 2, donde la trampa fue colocada entre las raices de manglar. Es importante
sefialar que la comunicacién al Caribe de las lagunas Muyil y Chunyaxché las ha convertido
en una zona de refugio de especies de origen marino como son los cangrejos Minuca,
Sesarma y Uca, cuyas larvas, principalmente zoea, se encontraron en gran abundancia.

Otro registro interesante, aunque no lo podemos considerar como una especie exodtica vy si
acaso seria traslocada, es el camardn Palaemon mundusnovus, cuyo registro previo se
encuentra en la Laguna Madre y costas del golfo de México (Jordan et al., 2019).
Posiblemente llegd a la laguna del Muyil a través de la conexién que tiene con el mar. El
registro de esta especie podriamos considerarlo como una extension de ambito geografico,
pero es necesario un analisis mas detallado sobre su distribucién natural.
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Tabla 3. Lista de taxones y su presencia en los 13 sistemas estudiados (Fuente: Elaboracion propia, ECOSUR, 2019).

:" c‘l\l’ - ~N qm>)\ 8 % 2 o |5 N <5 -
Identificacion molecular hasta el § § = | = 3 g 2 & g? S| &| 5 2de|8E 2T
nivel mas fino posible (2|32 |el8daTw || E|E|z=ds|82(28
212 22|78 |e |£|8|®|F |08
Oo|O ~ = =
Arachnida
Archegozetes + X X
Arrenuridae + X X
Arrenurus + X X X X X X X X X
Atractides + X
Hydrodromidae + X X X X
Konikea + X X X
Krenowskiidae + X | X X
Limnesia + X X
Lebertia + X
Mideopsidae + X | X | X | X X X | X X
Pionidae + X X X X X
Piona + X
Sarcoptiformes + X
Trombidiformes + X X X X X X X X X X
Unionicola + X | X X X X
Insecta
Argia translata + X
Ablabesmyia + X X X
Axarus + X
Ceratopogonidae + X
Chaoborus + X X X
Chironomidae + X X X X X X X X X X X X X
Chironominae + X X
Cladopelma + X
Cladopelma forcipes + X X X X X X X
Coelotanypus + X
Corduliidae + X
Cryptochironomus + X | X[ X
Cryptochironomus + X
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Kiefferulus +++

Limnesia sp. +

Oxyethira +

Orthotrichia +

Paracladopelma +

Polypedilum +

Tanytarsus +

Crustacea

Alona pectinata +

Alona sp. +

Alonella cf. excisa +

XXX

Aloninae +

Arctodiaptomus cf. dorsalis +

Arctodiaptomus dorsalis +

XXX

Argulus +

Ceriodaphnia cf. rigaudi +

Ceriodaphnia sp. +

Chydorinae +

Cyclopoida +

Cyclops sp.+++

Cypria sp. +

Darwinula stevensoni +

Ephemeroporus hybridus +

Eubosmina tubicen +

Eucyclops cf. cuatrocienegas +

Eucyclops prionophorus +

Eucyclops cuatrocienegas ++

Isopoda +

Macrocyclops albidus +

Mastigodiaptomus nesus +

Mastigodiaptomus siankaanensis
+

Mastigodiaptomus sp. +

Macrothrix elegans +

Macrothrix spinosa +

Mesocyclops sp. +
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Mesocyclops thermocyclopoides
*

Minuca +

Ostracoda +

Podocopida +

Palaemon mundusnovus ++

Sesarma +

XX XXX

Simocephalus +

Thermocyclops inversus +

Tropocyclops cf. aztequei +

XXX

Uca +

Chordata

Astyanax aeneus +

Atherinella sp. +

Cyprinodon artifrons +

Dormitatur maculatus +

Floridichthys polyommus +

XXX

XXX

Gambusia yucatana +

Jordanella pulchra +

Mayaheros urophthalmus +

Thorichthys meeki +

Trichromis salvini +

Vieja melanura +

X

X

Total de taxones: 80

13

21

28

18

20

6

9

10

10

20

16

25

16

16

26

° Cada renglén corresponde a una unidad taxondmica operativa (OTU, por sus siglas en inglés) definida a través del analisis molecular preliminar
mediante la técnica de BLAST en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), pero no corresponde a un nivel especifico en el sistema de

clasificacidn de Linneo (puede ser Orden, Familia o Subfamilia), salvo los nombres que estan en cursiva, y que corresponden a géneros o especies.

+ Especie Nativa; ++ Especie Nativa traslocada; +++ Posible especie exdtica; *Exdtico confirmado.
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4.2.1 Larvas de peces

En el caso especifico de los peces se procesaron 85 ejemplares. Todos ellos con secuencias
de buena calidad y uno que no tuvo secuencia.

En total se identificaron 12 especies que pertenecen a 12 géneros y 6 familias. El ejemplar
CH765-A07 | Cenote Pucté Cafetal 1 resulté ser una contaminacién por lo que no se tomo
en cuenta (Tabla 3).

Tabla 4. Lista de especies encontradas en cada método de muestreo, trampa de luz y ADN
medioambiental (Fuente: Elaboracion propia, ECOSUR, 2019).

Larvas de Peces recolectadas
con trampa de luz

ADN medioambiental
(eDNA)

Orden

Familia

Especie

Especie

Atheriniformes

Atherinopsidae

Atherinella sp.

Atherinella sp.

Characiformes

Characidae

Astyanax aeneus

Bramocharax-Astyanax

Hyphessobrycon compressus

Cichliformes

Cichlidae

Mayaheros urophthalmus

Mayaheros urophthalmus

Thorichthys meek

Thorichthys meeki

Trichromis salvini

Trichromis salvini

Vieja melanura

Vieja melanura

Cribroheros robertsoni

Chryptoheros chetumalensis

Parachromis friedrichsthalii

Petenia splendida

Rocio octofasciata

Thorichthys helleri

Cyprinodontiformes

Cyprinodontidae

Cyprinodon artifrons

Cyprinodon beltrani-simus

Floridichthys polyommus
Jordanella pulchra Jordanella pulchra
Poeciliidae
Gambusia yucatana Gambusia yucatana
Belonexus belizanus
Gambusia sexradiata
Poecilia mexicana
Gobiiformes Eleotridae
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Dormitator maculatus

Gobiomorus dormitor

Siluriformes

Heptapteridae

Rhamdia quelen

Synbranchiformes

Symbranchidae

Ophisternon sp.

Perciformes

Gerreidae

Gerres Cinereus

Serranidae

Lutjanus griseus

Las especies recolectadas con las trampas de luz, como se menciond anteriormente, habian

sido reportadas en Quintana Roo y en la zona de Sian Ka an.

En total se registraron 29 con ambos métodos. Analizando las especies por sitio,
Trichromis salvini fue la especie de mayor distribucién ya que se encontrd en 10 lugares
diferentes, seguida por Mayaheros urophthalmus, Poecilia mexicana y Rhamdia quelen que
se encontraron en 8 y Gambusia yucatana en 6 de los 14 lugares visitados (Tabla 4).

El Muyil fue el sitio que registré el mayor numero de taxones con 15, seguido de Chuyanxché

y Pucté Cafetal 1 con 10 (Tabla 4).

Tabla 5. Ubicacion de las especies encontradas por sitio de muestreo. *larvas de peces colectadas
con la trampa de luz, + especies registradas con ADN medioambiental (eDNA)

Especies Sitios
. S| Sl a2 ©
3 S5l El 5l ol5 |~l58 o
S 1328 %% 5|2 |8lsgtse
S |3 | &g |&|&5|18|w|f |2|59&8F2
Atherinella sp. * + *p o | *p
Atherinella alvarezi * *
Astyanax aeneus *
Bramocharax-Astyanax + + + + + |+
Hyphessobrycon +
compressus
Mayaheros urophthalmus * + |+ + + + + +
Thorichthys meeki + * |4 *
Trichromis salvini + + + |+ + * 1+ |+ + +
Vieja melanura * *4 + +
Cribroheros robertsoni + + +
Chryptoheros + + + +
chetumalensis
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Parachromis
friedrichsthalii

+

Petenia splendida

Rocio octofasciata

Thorichthys helleri

Cyprinodon artifrons

Cyprinodon beltrani-simus

Floridichthys polyommus

Jordanella pulchra

*+

Gambusia yucatana

Gambusia sexrradiata

Belonexus belizanus

Poecilia mexicana

Dormitator maculatus

*4

Gobiomorus dormitor

Ophisternon sp.

Gerres Cinereus

Lutjanus griseus

Rhamdia quelen

+

+

Total

10

15

4

10

Cabe mencionar que los resultados que en este reporte se muestran son preliminares,
especialmente los del zooplancton, ya que muchos de los ejemplares necesitan ser
revisados con especial cuidado, ademas de que existe un enorme impedimento taxondmico
con algunos grupos, como ya se menciond. Conforme pase el tiempo la lista que estd
presente en la base de datos de BOLD (boldsystems.org) se irda modificando y es muy posible
gue el numero de especies aumente conforme se vaya actualizando el algoritmo del
Barcode Index Number (Ratnasingham & Hebert, 2013), el cual se encuentra en un proceso
continuo de actualizacion, ademas de la revision taxondmica cuidadosa de los especimenes.

Queremos sefialar que esta lista de especies corresponde a un solo muestreo y por lo tanto
debe considerarse como preliminar. Un ejemplo del esfuerzo necesario para tener una lista
mas completa como la que se presenta en el estudio realizado por Elias et al. (2018) para la
laguna de Bacalar, donde la curva de acumulacion de la Figura 9 corresponde a 16 eventos
de muestreo utilizando diferentes métodos que van desde los arrastres tradicionales de
plancton hasta las trampas de luz (ver Figura 2 en este informe). Como se aprecia en las dos
curvas del trabajo mencionado, la curva de acumulacién de especies presenta una
pendiente mucho mas elevada en un lago de zona templada. Esto se traduce en la necesidad
de un mayor esfuerzo de muestreo para las zonas tropicales, a fin de tener representada de
una manera mas real la diversidad del zooplancton.
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(a) 14

Unigue BINs

Specimen accumulation

(b) 24

Unigue BINs

Specimen accumulation

Figura 54. Reproduccién de la figura 9 de Elias-Gutiérrez et al. (2018). a) Corresponde a la

acumulacién de especies en Bacalar después de 16 eventos de muestreo con diferentes métodos;

b) Corresponde a la acumulacién de especies en un lago templado (Eel Lake, Canada)
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5 CONCLUSIONES

Con los andlisis de ADN medioambiental se puede tener una idea de los organismos que se
encontraban en el momento que fue recolectada el agua. Sin embargo, para tener una idea
mas clara de la composicidn ictica de los sistemas, es necesario realizar mas muestreos en
diferentes sitios de un mismo sistema, asi como en diferentes épocas del afio (secas, lluvias,
nortes).

Al comparar los resultados de los dos métodos utilizados para el estudio de los peces, es
claro que ambos detectaron las mismas especies en la mayoria de los casos, sin embargo,
hubo algunas que fueron diferentes, pero de ninguna manera fueron registros
incongruentes, ya que se trata de taxones previamente registrados en la region, por lo que
se puede decir que son métodos complementarios.

Para que todo este sistema funcione es indispensable contar con una LINEA BASE de todos
los organismos acudticos de los sistemas de la regidn, representada por la biblioteca de
referencia de cédigo de barras de ADN. En este caso la base de datos BOLD juega un papel
critico.

Es importante sefialar, que por primera vez se da una lista de especies zooplanctdnicas que
habitan en sistemas acudticos asociados o dentro de la reserva de Sian Ka’an. Esto
constituye en un gran avance en el conocimiento de la biodiversidad en esta importante
area protegida.

Consideramos fundamental continuar con la elaboracién de la linea base de las especies en
estos sistemas, utilizando diferentes artes, sobre todo en la Laguna de Chunyaxché vy el
Muyil, que fueron los sistemas con una mayor diferencia de especies entre las dos zonas de
muestreo (Tabla 2).

Finalmente, nos permitimos mencionar que no se puede proteger lo que no se conoce, por
lo que consideramos prioritario continuar con el reconocimiento a través del uso de estas
metodologias en los sistemas acuaticos de la reserva de la bidsfera de Sian Ka’an, pues el
plancton es la primera comunidad en reaccionar ante cualquier afectacion, desde la entrada
de una especie exdtica a la contaminacion por diversas fuentes.

El biomonitoreo regular a largo plazo ayudara a comprender no solo si hay algin cambio
debido a la actividad humana, sino que también ayudara a ver el efecto del cambio climatico
en las comunidades acuaticas de esta reserva que constituye un patrimonio de la
humanidad.
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En relacidn a las especies exodticas, se detectaron tres posibles especies del zooplancton de
las cuales es necesario ampliar el conocimiento de dos de ellas (Kiefferelus y Cyclops) pues
no se pudieron reconocer a especie y se confirma la presencia de M. thermocyclopoides en
un solo cenote (Pucté Cafetal 1). Con respecto a los peces, de las tres posibles especies
exoticas (Rhamdia quelen, Thorichthys helleri y Lutjanus griseus), es necesario realizar
muestreos de adultos en los sistemas donde se detectaron para confirmar su identidad
taxondmica y obtener secuencias del ADN de los organismos directamente, a fin de
compararlas con las bases de datos existentes.
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