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Introduccion (InvaSAR)

Establecimiento de un protocolo de deteccion temprana y diagndstico de especies exaticas
invasoras asociadas al sargazo peldgico en zonas marino-costeras del Caribe mexicano

(InvaSAR)

Introduccion General

Van Tussenbroek, B. I., Monroy Velazquez, L.V., Rodriguez Vargas, D.C., Suescun-Bolivar,
Thomé, P. E., Cerqueda-Garcia, D., Garcia-Maldonado, J.Q, Martinez-Ldpez, I.G., Gomez

Reali, M.A., Escalante Mancera J. E., Lopez Portillo J.A., Vera Vazquez E.

Barba Santos, M.G.

El sargazo es una macroalga parda marina pelagica del género Sargassum, que habita
permanentemente en la superficie del mar. Histéricamente el sargazo se origina en el Mar de
los Sargazos, en el Atlantico Norte subtropical. Desde 2011, se ha formado una nueva zona de
concentracion en una region del Océano Atlantico Norte cercana al ecuador entre Africa y
Brasil, denominada NERR por sus siglas en inglés (North Equatorial Recirculation Region;
Gower et al. 2013, Wang et al. 2019). Wang et al. (2019) nombraron a esta nueva zona de
concentracion de sargazo “El Gran Cinturon Atlantico del Sargazo” (The Great Atlantic
Sargassum Belt, Fig. 1). Desde entonces, las costas de paises de Africa y el Caribe han recibido,
de manera recurrente, recales masivos de sargazo, y desde finales de 2014, cantidades inusuales
empezaron a llegar a las costas del Caribe mexicano.

El sargazo comprende las unicas dos especies holopelagicas (que pasan toda su vida
flotando en la superficie del mar) del género Sargassum: Sargassum fluitans y Sargassum
natans. Parr (1939) registrd distintos tipos morfoldgicos de estas especies, y en el Caribe

dominan S. fluitans 111, S. natans I, y S. natans VIII (Schell et al. 2015; Garcia Sanchez et al.,
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2020). Las afluencias de sargazo han variado mucho en el tiempo. Aungue las variaciones
estacionales son predecibles hasta cierto grado (Garcia Sanchez et al., 2020; Rutten et al., 2021),
hasta la fecha no se han revelado las causas de las grandes variaciones interanuales (Wang et
al., 2019; Johns et al., 2020). En México, las arribazones de 2015 y 2018 fueron particularmente
severas, afectando significativamente las costas del Caribe mexicano, en donde radica la
seccion norte del Sistema Arrecifal Mesoamericano (SAM), el mayor arrecife de coral en el
hemisferio occidental, que se extiende aproximadamente 1000 km a lo largo de la costa caribefia
de México, Belice, Guatemala y Honduras.

La descomposicion de grandes cantidades de biomasa recalada de sargazo, deriva en un
cambio en la calidad del agua por sus lixiviados y materia organica particulada, que causa un
cambio de su color azul turquesa a marron, generando las llamadas mareas marrones de sargazo
(Van Tussenbroek et al., 2017). Las mareas marrones de sargazo (Fig. 2) han provocado zonas
muertas cercanas a las playas, y sus efectos sobre el equilibrio de los ecosistemas del sistema
arrecifal aln se deben establecer (i.e., Chavez et al., 2020). Estas mareas marrones no sélo
afectan al ecosistema marino-costero sino también a la salud humana (Resiere et al., 2018) y a
la industria turistica, especialmente el turismo de playa que es la principal industria del Caribe
mexicano (Chéavez et al., 2020).

En el Mar de los Sargazos, las masas pelagicas algales son consideradas como
fundadoras de un ecosistema biodiverso y valioso (Trott et al, 2010), debido a que constituyen
un habitat esencial que brinda refugio contra la depredacién o sitios de crianza a numerosos
invertebrados (Abé et al., 2013; Coston-Clements et al., 1991; Dooley 1972), peces (Casazza y
Ross, 2008; Coston-Clements et al., 1991; Dooley, 1972; Wells y Rooker, 2004), tortugas
(Witherington et al., 2012) y aves marinas (Haney, 1986). Esta es la razon, ademaés del color
café claro de sargazo, que los mantos de sargazo también son conocidos como Mareas Doradas

(Smetacek y Zingone, 2013). El sargazo a la deriva en la superficie del océano, al igual que

2



Introduccion (InvaSAR)

todas las masas u objetos pelagicos, sirve como habitat y vehiculo de dispersion para muchos
organismos, que en conjunto forman un ‘“sistema pasivo”, en donde gran parte de las
asociaciones son facultativas (Thiel y Gutow 2005; Thiel y Haye, 2006; Martin-Smith, 1994).
Estos sistemas a la deriva, impulsados por corrientes superficiales y vientos desde su ubicacién
original hacia otras areas, permiten que los organismos asociados puedan colonizar nuevos
hébitats, y son particularmente importantes para aquellos organismos que poseen capacidades
de locomocidn limitadas (Thiel y Gutow, 2005). Dependiendo de la tolerancia fisioldgica y de
los factores ambientales, este transporte de los sistemas a la deriva permite a estos organismos
ampliar sus rangos de distribucion, cuando son transportados y liberados a zonas fuera de su
rango usual de distribucion, en las cuales deben ser capaces de sobrevivir, establecerse y
reproducirse (Herborg et al., 2007). Por ejemplo, algunas especies de crustaceos del Atlantico
occidental en Europa (Yeatman, 1962; Blazewicz-Paszkowycz et al., 2012), probablemente
fueron introducidas por mantos de sargazo, ya que estos organismos no estan morfolégicamente
equipados para transportarse a través de grandes distancias (Yeatman, 1962). De forma similar,
el sargazo puede ser un agente de dispersion e introduccion de especies no-nativas a las costas
del Caribe mexicano, cuya presencia podria generar efectos negativos en los ecosistemas.

Las especies no-nativas (también conocidas como especies exoticas) son aquellas
introducidas en un ecosistema fuera de su area de distribucion habitual. Especies no-nativas no
son necesariamente invasivas; solamente si las especies no-nativas poseen atributos que les
permitan desplazar a especies nativas son consideradas como invasoras (Verbrugge et al.,
2016). Las especies invasoras podran afectar la biodiversidad, alterar los ciclos biogeoquimicos
y cambiar la distribucion de los niveles troficos. Estas especies pueden actuar como
competidores, depredadores, parasitos o patdogenos de especies nativas, influyendo en su

supervivencia (Wallentinus y Nyberg, 2007). La deteccion oportuna de especies no-nativas,
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potencialmente invasoras, permitird actuar durante el inicio de la fase de establecimiento y
proceder para su erradicacion, o mitigacion de su impacto.

Pocos han sido los estudios que demuestran los efectos de los arribazones masivos de
sargazo en el ecosistema marino del Caribe mexicano. A ello se le suma el conocimiento
insuficiente que existe de la flora y la fauna que pueden estar asociadas al sargazo pelégico que
arriba a las costas del Caribe mexicano y si incluye o no especies exoticas invasoras que puedan
estresar aun mas el ecosistema marino y hacer mas critico el deterioro de la biodiversidad
marina en dicha region.

Bajo este panorama, este proyecto pretende desarrollar un protocolo de deteccién
temprana y diagnostico de especies exdticas invasoras asociadas al sargazo peldgico en zonas
marino-costeras del Caribe mexicano (InvaSAR), como un modulo especifico integrado al
sistema de informacion y analisis marino-costero (SIMAR). La CONABIO desarroll6 el
SIMAR con el propdsito de responder a la necesidad de integrar informacion sobre el
conocimiento del medio marino en sistemas operacionales que permitan una adecuada toma de
decisiones en un contexto de cambio y variabilidad climéatica. SIMAR constituye una
herramienta de informacion y analisis de la biodiversidad marina que permite estudiar los
cambios en los ecosistemas marino-costeros mexicanos a corto y largo plazo, y se alimenta de
tres sistemas de monitoreo oceénico y atmosférico: satelital, in-situ y modelos. Al integrar los
estos sistemas de monitoreo, y a partir de algoritmos especificos, se derivan diversos sistemas
operacionales de informacion, andlisis, y de evaluacion de ecosistemas, asi como alertas
tempranas para la toma de decisiones, que fungen como instrumentos para la conservacion y
uso sostenible de la biodiversidad.

Aunado a lo anterior, la CONABIO desarrollo un Sistema de informacion de especies
exoticas invasoras (SIEI), en el que compila datos sobre la biologia de las especies, origen, rutas

de introduccion, distribucidn natural y su estatus en otras regiones, entre otras, para evaluar su
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invasividad y brindar la mejor informacion cientifica a tomadores de decisiones y al publico en
general. Con el fin de prevenir la introduccion de especies exdticas invasoras (EEI) es necesario
evaluar si las arribazones de sargazo son un vector de introduccion importante y fortalecer los
mecanismos de deteccion temprana para evitar la dispersion y por ende los dafios que ocasionan
al ecosistema marino (CONABIO, 2015). Por lo tanto, se propone integrar esta informacion al

SIMAR para contar con herramientas de apoyo a los esfuerzos de conservacion.

Por lo anterior, este proyecto contempla un estudio en el area protegida Parque Nacional
Arrecife de Puerto Morelos, como un area piloto del Sistema Arrecifal Mesoamericano

mexicano, para:

(1) preparar un protocolo especifico para monitorear la fauna, flora y microbiota asociada al
sargazo, asi como estudiar los movimientos de los mantos a la deriva y la calidad del agua. Este
protocolo se integraré al Programa de monitoreo de biodiversidad marina del Caribe mexicano

de largo periodo, preestablecido por la CONABIO y colaboradores;

(2) caracterizar la composicion taxonémica de especies de sargazo y de su fauna, flora y
microbiota asociada, en mdltiples mantos de sargazo pelagico, y en particular de posibles

especies invasoras;

(4) desarrollar boyas a la deriva de bajo costo para monitorear los movimientos de los mantos

de sargazo;

(3) estudiar la calidad del agua en areas afectadas por las mareas marrones de sargazo;

(5) desarrollar las bases de datos que integren los datos recopilados.
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FIGURAS
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Fig. 1. Imagen de Mar de Sargazo historico (en tono verde del mapa antiguo), con
circunferencia aproximada del Gran Cinturén Atlantico de Sargazo (en naranja)
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Figura 2. Marea Dorada. (A) En el mar abierto, los mantos de sargazo son verdaderos

ecosistemas ambulantes. (B) Peces asociados a los mantos (circulos rojos).
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Figura 3. Las mareas marrones de sargazo afectan al ecosistema marino-costero, a la salud
humana y a la industria turistica. (A) Foto de dron de una seccion de playa en Puerto Morelos;
(B) Sargazo en playa y mar, con el mar de color marron.
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Establecimiento de un protocolo de deteccion temprana y diagndstico de especies exaticas

invasoras asociadas al sargazo en zonas marino-costeras del Caribe mexicano (InvaSAR)

Capitulo 1
Fauna movil

Monroy Veldzquez, L.V., van Tussenbroek, B. I.

I. INTRODUCCION

Las masas flotantes y a la deriva de sargazo en el océano son verdaderos ecosistemas ambulantes
que incluyen gran cantidad de especies (ver Introduccion). Sin embargo, la riqueza especifica y
abundancia de fauna asociada es altamente variable, probablemente dependiendo de su historia,
trayectoria, la biomasa o volumen de macroalgas flotantes, localidad geografica, estacién del afio
(Stoner y Greening 1984; Abé et al. 2013; Monroy Veldzquez et al., 2019) y posiblemente

también de la composicion especifica del manto algal de sargazo (Martin et al., 2021).

En México, se conoce poco sobre la fauna mévil asociada al sargazo pelagico. EI primer
estudio, realizado por Mufioz (2013) en Parque Nacional del Sistema Arrecifal Veracruzano,
identificd 33 especies de fauna movil pertenecientes a seis fila. Posteriormente, Monroy
Velazquez et al. (2019) reportaron 33 taxa de fauna movil (la mayoria crustaceos), asociada al
sargazo que arrib6 durante 2018 al Parque Nacional Arrecifes Puerto Morelos (PNAPM).
Identificaron seis especies asociadas al sargazo (tres especies de peces y tres de invertebrados)
que no se habian registrado anteriormente en el Caribe mexicano (Monroy-Velazquez et al.,
2019). Cabe mencionar que Monroy -Velazquez y colaboradores incluyeron erréneamente al pez

Stephanolepis hispidus, como nuevo registro; sin embargo, este pez ya fue registrado con su
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sinonimo Monacanthus hispidus en la lista de fauna del parque de manejo del PNAPM (INE,
2000). Monroy-Velazquez et al. (2019) no encontraron diferencias significativas en la riqueza
especifica de macrofauna maovil en sargazo en el intermareal o de 50 a 500 m de la costa, excepto

que el nimero de individuos fue menor en la zona intermareal.

El objetivo del presente es desarrollar un protocolo para la deteccion temprana de especies
de macrofauna mdvil y epibiontes asociadas al sargazo en zonas marino-costeras del Caribe
mexicano. Se pondra una especial atencidn a las especies no-nativas (exoticas), y de estas

especies se buscara en la literatura sus caracteristicas, para evaluar su capacidad invasora.

Il. METODOS

1.1 Trabajo en el mar

I1.1.1. Seleccion de los sitios y tiempos de muestreo

Se recomienda realizar recolectas en diferentes ocasiones a lo largo de la temporada de
arribazones, debido a la alta variabilidad temporal registrada en estudios anteriores. La recolecta
de sargazo con biota asociada en el mar cercano a la costa se podra realizara en embarcaciones
menores; el tamafio y tipo de embarcacion varia segun las condiciones locales de cada localidad.
Considerando que la biota asociada podra cambiar conforme se acerca a la costa, se recomienda
realizar las colectas a diferentes distancias a la costa. Por ejemplo, en el caso del sistema arrecifal
de Puerto Morelos, se decidio realizar recolectas afuera de la barrera arrecifal (entre 2.5y 4 km
de la costa), y en la laguna arrecifal a una distancia entre 0.1 y 2.0 km de la costa. Los criterios

de elegir zonas de recolecta varian entre las localidades.

Considerando que también podra haber una alta variabilidad en biota asociada entre masas

pelagicas, es recomendable realizar colectas en al menos tres masas pelagicas (0 mantos)
14
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independientes por zona, con una distancia de >100m entre uno y otro, de tamafio razonable (>
20 m?). Se registran las coordenadas GPS del manto de sargazo, la fecha y hora, las condiciones
meteoroldgicas, el tamafio estimado del manto, y se menciona algunas caracteristicas del manto,
tales como el tipo de aglomeracion (hilera, grupos pequefios, o parche grande), su densidad
(manto denso y continuo y grueso cuando menos en el centro, o disperso cuando a veces el
superficie del mar dentro el manto es visible), y el estado de sargazo (fresco o en cierto estado

de deterioro; Hoja 1).

En el caso de realizar el muestreo desde la playa sin embarcacidn, se recomienda tomar muestras
en aglomeraciones de sargazo fresco; tomando tres replicas con una distancia de cuando menos

100m (idealmente 200m) entre ellas.
11.1.2. Las especies y morfotipos de sargazo

En la Fig. 1 se muestra las especies pelagicas de Sargassum, y sus morfotipos dominantes en el
Caribe mexicano, con sus caracteristicas tipicas. Si los ejemplares de Sargassum spp. no cumplen
con estas caracteristicas, es posible que sean secciones de talo de especies bentdnicas
desprendidas, y se anota como tal. EXxisten otras formas de sargazo pelagico, pero son escasas;
se sugiere consultar Parr (1939) en caso que exista la posibilidad que el ejemplar sea de un

morfotipo distinto.
11.1.3. Muestreo de macrofauna movil

Para la macrofauna moévil es recomendable utilizar una red de inmersion o cuchara de ~0.25 m?
de abertura de boca y luz de malla de 500 um (Fig. 2). Si es de interés de incluir mesofauna en
la colecta, se recomienda emplear una red con malla entre 250 y 300 um. El contenido de la red
se depositara en bolsas de polietileno rotuladas previamente llenadas con agua del mar para evitar

la desecacion de la muestra (Fig. 3). Es necesario tener las muestras a la sombra o con preferencia
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en una hielera para mantenerlas frescas mientras se transportan lo mas pronto posible al

laboratorio para su procesamiento.

11.2 Trabajo de laboratorio

11.2.1. Procesamiento del material fresco

11.2.1.1. Separacion de la fauna movil

Las muestras de sargazo con la fauna asociada se colocan en una palangana con agua dulce, la
cual induce un shock osmaético, provocando que los organismos méviles abandonen las frondas
(Granados-Barba et al. 2003). Adicionalmente, se sacuden de forma vigorosa para desprender la
fauna mavil que quede retenida en las frondas (Fig. 4a). Se recomienda inspeccionar los talos ya
que en ocasiones pueden quedar algunos organismos entre las frondas, particularmente los
gusanos poliquetos. El contenido de la palangana se decanta a través de una malla de 0.5 mm
(Fig. 4b), y la fauna movil se fija en frascos (50 ml, Fig. 5; o si incluyen muchos organismos
grandes de 250 ml) con alcohol al 70% para su posterior identificacion. Los frascos deben estar
debidamente rotulados, de preferencia usar dos etiquetas, una dentro (papel albanene escrito con
l&piz) y otra en el exterior del frasco. Se recomienda separar la fauna movil del sargazo lo mas
pronto posible después de la colecta, ya que los decapodos, en particular los camarones entran
en proceso de rapida descomposicion, que muchas veces resulta en desprendimiento del

abdomen.

11.2.1.2. ldentificacion de especies y morfotipos de sargazo y su cuantificacion

Para cada muestra, después de remover la fauna movil, se separan las especies/morfotipos de
sargazo para su cuantificacion, segun los criterios en la Fig. 1. Se colocan sobre papel absorbente
para eliminar el exceso de humedad, y se pesan en una balanza de precision de 0.1g (Fig. 6). Si

es de interés particular determinar el peso seco, se puede secar posteriormente en un horno a
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60°C por un periodo de aprox. 48h hasta que las muestras queden completamente secas. La

informacion generada se registra en la Hoja 2.

11.3 Identificacion y registros de fauna movil

Con un microscopio estereoscdpico (Fig. 7), se identifican todos los grupos al nivel taxonémico
mas bajo posible mediante claves y guias especializadas. Se recomiendan las siguientes guias,
pero hay otras. Para peces se recomienda Frose y Pauly (2011), para poliquetos De Ledn
Gonzélez et al. (2002), para moluscos Castillo-Rodriguez (2014), para crustaceos decapodos
Chace (1972) y Williams (1984), para anfipodos Winfield et al. (2007) y para is6podos Kensley
y Schotte (1989). Se anexa al presente, fotografias de las especies (taxa) mas frecuentes en las
muestras del sistema arrecifal de Puerto Morelos (Anexo 1-Galeria de fauna movil). Se
cuantificara el nimero de individuos por taxdn para obtener datos de abundancia estandarizada
por kg de peso himedo de sargazo. En caso que el taxdn es un nuevo registro, se anota en las
observaciones. Se anota el nimero de individuos por taxén en una hoja de registro usando el
formato de Hoja 3. Se junta todos los individuos por especies/taxdn en cada muestra, se quita
cuidadosamente el exceso de liquido para determinar su peso himedo en una balanza analitica.
En el caso de no contar con una balanza analitica, se podra determinar el volumen, en vez de
peso himedo, por medio de desplazamiento en una probeta graduada (5-20ml). Se anota el peso

himedo o volumen por especie/taxon en la Hoja 3.
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I11. INDICES
I11.1. Sargazo

De hojas 1 y 2 se obtiene los siguientes indices del sargazo por muestreo (i.e., todas las
muestras tomadas en la misma fecha en las diferentes zonas); aunque, se podran analizar también

por zona, por temporada, etc.

A. Masa flotante de sargazo

1. Lasuperficie estimada de los mantos (promedio, indicando N y SD)
2. EIl peso relativo (% del peso total) de las especies/morfotipos de sargazo (promedio,

indicando N y SD)

111.2. Fauna Movil

Del listado de las especies y su abundancia en cada muestra (hojas 2 y 3), se determinara los
siguientes indices de la fauna maévil por muestreo (i.e., todas las muestras tomadas en la misma

fecha en las diferentes zonas); aunque se podran analizar también por zona, por temporada, etc.

Por muestreo:

1. Numero de especies/taxa (S): sumando las especies/taxones en todas las muestras)
2. Numero de registros nuevos; i.e., especies/taxones de nuevo registro para la localidad (o
su area biogeogréfica)
a. De estos, se indica su potencial de ser invasivo utilizando el Método de
Evaluacion Rapida de Invasividad para especies exoticas en México (CONABIO

2015)
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Por taxén:

3.

4.

Frecuencia (F): NUmero de muestras en que se registro la especie o taxén

Densidad (D): Numero de organismos por kg himedo de sargasso (promedio y SD) por
especie (taxdén)

Biomasa (B): Peso huimedo (o volumen) por kg himedo de sargasso (promedio y SD) por
especie (taxdén)

Dominancia (Dom): Peso himedo (o volumen) por kg humedo de sargasso, SOLO
considerando las muestras en las cuales la especie/taxon esté presente

indice de Valor de Importancia (IV1) por especie (0 taxon):

IVI = Densidad Relativa + Frecuencia Relativa + Dominancia Relativa

La Frecuencia Relativa, Densidad Relativa y Dominancia Relativa (en porcentajes) se
calcula dividiendo el valor de este variable para la especie (0 taxdn) por la suma de valores
de este variable de todas las especies/taxones, multiplicando por 100:

i.e., Frecuencia Relativa= [Frecuencia Taxon A / Suma Frecuencias de Taxa A a X] *100.
El valor maximo de cada variable relativo es igual a 100. Por lo tanto, el valor maximo

de IVI, o la suma de IVI de todos los taxones en una muestra, es igual a 300.

Para fines comparativos entre muestreos, se podra preparar una lista las especies (0 taxones) en

orden de valor de IVI; de las més alto a bajo.
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IV. Materiales y equipos necesarios para el monitoreo de la fauna asociada al sargazo

Para trabajo de campo
e Embarcacion equipada con suficiente gasolina
e GPS
e Camara fotografica
e Red
e Bolsas para muestras
e Hielera
e Tablas de acrilico /formatos de campo
e Lapiz
Para la cuantificacion de sargazo
e Palangana
e Escurridor
e Refrigerador
e Charolas para pesar y si se aplica secar el sargazo
e Balanza (precision minima de 0.1 g)
e Horno para secar (opcional; si se requiere de determinar peso seco de sargazo)
Para la separacidn, preservacioén y clasificacion de la fauna mévil
e Palangana
e Escurridor
e Telade =~ 30x30cm con malla de 0.5mm
e Etiquetas de papel albenene (distintos tamarios)
e Frascos de 50 y 100 ml (por muestreo: 6 para la fauna movil)

e Alcohol 70%
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Formol (diluido al 4% en agua de mar)

Guias de identificacion de especies

Microscopio estereoscopico

Microscopio Optico (opcional, pero podra ser Util en la identificacién de organismos)
Balanza de alta precision para determinar peso himedo de los grupos/especies de fauna

movil
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FIGURAS

Figura 1. Caracteristicas distintivas de S. fluitans 111, S. natans I y S. natans V111, con detalle del
estipe (flechas), neumatocisto (circulos) y laminas (rectangulos). (A) S. fluitans 111 con espina en
el estipe, neumatocisto ovalado y ldmina de amplitud intermedia; (B) S. natans | con estipe liso,
neumatocisto redondo con una espina y lamina angosta; (C) S. natans VIII con estipe liso,

neumatocisto redondeado y ld&mina ancha. Fotos cortesia de Marta Garcia Sanchez
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Fig. 2. Red de cuchara con mango de aluminio
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Fig. 3. Colecta de sargazo y biota asociada. (A) La red de cuchara con sargazo; (B) Bolsas de

polietileno rotulada previamente llenada con agua del mar
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Fig. 4. Separacion de fauna mdvil de sargazo. (A) Extraccion de la fauna mdvil mediante

agitacion manual; (B) Malla de 0.5 mm para decantar el contenido de la palangana
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Fig. 5. Muestra de fauna movil fijadas en 70% alcohol para su posterior inspeccion; todavia no

se han colocadas las etiquetas
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Fig. 6. Determinacion del peso de sargazo. (A) Eliminando exceso de agua a talos de sargazo una

vez separados por especies/morfotipos; (B) Determinando el peso humedo
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Fig. 7. (A) Microscopio estereoscopico para separar, cuantificar, e identificar la fauna asociada

al sargazo; (B) Muestra de fauna mavil
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Hoja 1. Formato de registro de datos de campo para la colecta de sargazo pelagico en el mar

Localidad
Fecha

Condiciones de tiempo

Tipo aglomeracion

Colector

Tipo de red
Tamafio boca de la

red

(hilera, grupos pequerios, parche grande)

Densidad (manto denso/disperso)
Estado (fresco o senescente)
Zona Replica | GPS Hora |AreaEstim. |Forma Densidad | Estado
del
(no) Long Lat (m?) manto sargazo |sargazo
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Hoja 2 Formato para el registro del peso de las especies y morfotipos de sargazo

Localidad Proceso

Fecha

Sargazo S. fluitans  S. natans | S. natans VII1  S. bentdnico

Otro otros macrofitos (especificar, si es posible)

Zoha Replica Especie/Morfo | Peso himedo | Peso seco Observaciones
(no) sargazo (9) (9)
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Hoja 3. Formato de registro de los especimenes de fauna mavil, identificado nivel taxonémico mas

bajo posible (taxon), registrando etapa de madurez (si se considera relevante), y el nimero de

individuos por taxon (se llena un formato por muestra)

Localidad

Fecha

Zona

Peso hiumedo de sargazo (g)

N (Numero de individuos)

Especie/ |Filo Taxén N
Taxon No.

Peso
(mg hum.)

Observaciones
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Anexo 1. Nuevos registros de fauna mavil asociada a sargazo en el Parque Nacional Arrecife
de Puerto Morelos (Galeria)
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Fig. 1 a) Carpias minutus; b) Idotea metallica ; ¢) Sunamphitoe pelagica; d) Zeuxo exsargasso;
e) Corambe oscura; f) Doto pygmaea; g) Scyllaea pelagica; h) Spurilla sargassicola; i) Litiopa
melanostoma; j) Acerotisa notunata; k) Chatziplana grubei; I) Gnesioceros sargassicola; m)
Heterochaerus sargassissi; n) Sygnathus pelagicus

35




Capitulo 2 (InvaSAR)

Establecimiento de un protocolo de deteccion temprana y diagndstico de especies exaticas
invasoras asociadas al sargazo peldgico en zonas marino-costeras del Caribe mexicano

(InvaSAR)

Capitulo 2
Epibiontes

Monroy Veldzquez, L.V., Rodriguez Vargas, D.C., van Tussenbroek, B.I.

I. INTRODUCCION

Las macroalgas pardas pelagicas Sargassum fluitans y S. natans poseen talos (plural de talo:
nombre del cuerpo del alga) altamente ramificados con numerosos neumatocistos (estructuras
de flotacion), resultando en una arquitectura tridimensional (Hacker y Madin, 1991; Jobe y
Brooks, 2009), que brinda la complejidad de hébitat necesario para refugiar una biota abundante
y diversa (e.g., Lopez et al. 2020). Los talos de todas las especies de Sargassum, sean bentonicas
0 pelégicas, ofrecen sustrato para los epibiontes, incluyendo invertebrados sésiles
(Govindarajan et al., 2019; Kim et al., 2019) y algas epifitas (Phlips y Zeman, 1990) y su
presencia incrementa la complejidad estructural de las masas algales a la deriva (Jacobi y
Langevin, 1996). Entre los principales componentes de epibiontes, se encuentran filamentos de
varios filos algales, incluyendo a las cianobacterias, también hidrozoarios, briozoarios y

anélidos espirorbidos, entre otros.

La presencia de las especies epibiontes, a su vez, influyen en los ensambles de
invertebrados moviles a través del aprovisionamiento de recursos y/o modificacion del habitat

a nivel de microescala, incrementando su abundancia y diversidad (Gee y Warwick, 1994;
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Christie et al., 2009) e incluso influir en la seleccion de hébitat (Gee y Warwick, 1994;
Chemello y Milazzo, 2004; Gestoso, et al., 2012). Entre estos epibiontes pueden encontrarse
especies con potencial invasora, que pueden ser co-introducidos en sus sustratos tales como

sargazo.

El antecedente mas reciente sobre la fauna de hidrozoarios en sargazo pelagico
corresponde al de Mendoza-Becerril et al. (2020), en el que identificaron 14 especies de
hidrozoarios epibiontes en talos de sargazo pelagico colectado en el Caribe mexicano en 2018
y 2019. Estos autores encontraron variabilidad temporal en la composicion especifica y la
riqueza de especies de hidrozoarios, siendo mas alta en los meses de febrero hasta abril. Entre
estos hidrozoarios, se encontr6 a Obelia dichotoma, y de acuerdo con el Método de Evaluacion
Rapida de Invasividad para especies exdticas en México (CONABIO 2015), esta especie posee

caracteristicas adecuadas para establecerse en los ecosistemas costeros del Caribe mexicano.

La composicion de especies de algas epifitas sobre sus especies anfitrionas es afectada
por innumerables factores incluyendo los factores fisicos como la desecacion y el movimiento
del agua (Longtin et al., 2009), afectando la condicion de los hospederos y por lo tanto las
presiones para el asentamiento y desarrollo de las epifitas (Benzing, 1987). El epifitismo
también se ve afectado por la intensidad del pastoreo de varios invertebrados o peces presentes
en el ensamble (Lubchenco y Gaines, 1981). En México existen numerosos trabajos que
incluyen especies algales epifitas en ambientes marinos (Ramirez-Rodriguez et al., 2011), la
mayoria son listados que incluyen a toda la flora y solo destacan la condicion epifita en
referencia al sustrato (Mendoza-Gonzélez et al., 2011) sin una valoracion comunitaria ni de los
efectos que las epifitas pueden causar sobre las algas anfitrionas. Cabe destacar que las algas
epifitas pueden ser de todos los filos, Chlorophyta, Rhodophyta, Ochrophyta (Phaeophyceae,

Bacillariophycea) y Cyanobacteria (Ramirez-Rodriguez et al., 2011, Mendoza-Gonzalez et al.,
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2011, Quiroz-Gonzalez et al., 2018), registrandose gran nimero de especies, principalmente de

algas rojas y cianobacterias.

El objetivo del presente es desarrollar un protocolo para la deteccion de los ensambles
de los epibiontes invertebrados y algales, asociadas al sargazo en zonas marino-costeras del
Caribe mexicano, con especial atencion a las especies no-nativas (exoticas), de las cuales se

buscaré en la literatura sus caracteristicas, para evaluar su potencial como especie invasora.

Il. METODOS

11.1 Trabajo de campo

Una vez seleccionados los sitios de colecta, ya sea en el mar (ver Capitulo 1) o en la playa, se
emplea una red de cuchara o se realiza la recolectas de manera manual (Fig. 1). Los datos de
campo se registran en la hoja de campo (Capitulo 1 - Hoja 1). Se selecciona tres frondas grandes
de sargazo de cada especie/morfotipo presente en la réplica (manto) de muestreo. Estos se
depositan muy cuidadosamente (evitando desprendimiento de los epibiontes) en bolsas de
polietileno rotuladas previamente llenadas con agua de mar, que debe cubrir en su totalidad de
las frondas (talos). Las bolsas se transportan rapidamente al laboratorio para su procesamiento.
Se identifican las especies y morfotipos del sargazo colectado segun el protocolo descrito en
Capitulo 1 (Capitulo 1 - Hoja 2). Si se requiere caracterizar la composicion especifica del

manto, ver Capitulo 1.
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11.2 Trabajo de laboratorio

11.2.1. Procesamiento del material fresco

El sargazo colectado se deposita en palanganas con agua para evitar la deshidratacién, usando

guantes por cada especie y morfotipo de sargazo.

De cada fronda (talo) grande de sargazo (hay 3 frondas por especies/morfotipo por
réplica de muestreo), se separan cinco cm de la seccién apical (nuevo crecimiento), y 5 cm de
su seccion basal (eliminando posibles ramificaciones jovenes, solamente quedando el estipe
viejo y oscuro con sus laminas y neumatocistos correspondientes). Estas secciones se preservan
en frascos de 50ml con formol al 4% neutralizado con borato de sodio para su posterior
identificacion (Fig. 2). Los frascos deben estar debidamente rotulados, de preferencia usar dos

etiquetas, una dentro (papel albanene escrito con 1apiz) y otra en el exterior del frasco.

11.3 Identificacion y registros de epibiontes

11.3.1. Epifauna

Se inspeccionan cinco talos de cada especie/morfotipo de sargazo preservado y se registran las
secciones ocupadas por los epibiontes (estipes, neumatocistos y laminas). Los taxones que
regularmente ocupan los talos de sargazo son: hidrozoarios, anélidos sésiles (espirdrbidos) y
briozoarios. Para cada taxdn se registra su cobertura segin una escala adaptada de Braun
Blanquet (r = escaso & <5%; + = pocos individuos & < 5%, 1 = bastantes individuos & < 5%;
2 = 5-25%; 3 = 25-50%; 4 = 50-75%; 5 = 100%; Hoja 1). Se anexa al presente, fotografias
representativas de los grupos de fauna epibionte mas frecuente en muestras de sargazo (Anexo

1),
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En el caso de interés por estudiar los hidrozoarios (u otro grupo de epibiontes) con mas
detalle, se puede determinar su cobertura sobre las laminas. Se seleccionan 10 Iaminas con
cobertura alta, siguiendo los criterios de Cunha y Jacobucci (2010). Se emplean dos placas de
acrilico transparente, con una cuadricula de 1 cm? (Fig. 3). Entre estas placas, se colocan las
ldminas de sargazo y se cuenta el nimero de cuadros ocupados éstas (A) y el nimero de cuadros
ocupados por especie de hidrozoarios (B) en ambos lados de las placas. La relacion entre B/A

corresponde a la cobertura (Hoja 2).

11.3.2. Algas epifitas

Con ayuda de un estereomicroscopio se procede al analisis de los talos de sargazo para ubicar
a las algas epifitas, hacer una determinacion taxonomica preliminar a género y hacer la
valoracion de su abundancia (por cobertura o por densidad segun aplica). Con un microscopio
Optico se analiza cada seccidn de talo para la determinacion taxondmica de las algas epifitas al
nivel méas bajo posible usando la bibliografia clasica y las siguientes claves para la region:
Taylor (1960), Littler et al. (1989), Littler y Littler (2000), De la Garza (2003) y Peruzzi et al.
(2009). Ademas, se consultan obras sobre la region para obtener datos importantes de caracteres
morfoldgicos de apoyo a la determinacion taxondémica como Ramirez (1995), Mendoza-
Gonzalez y Mateo-Cid (1996), Guimaraes et al. (2004), Castro-Nunes (2007), Fernandez
(2008), Ardito y Garcia (2009), Morén y Ardito (2010), Solé y Pardo (2010), Solé y Suarez
(2010) y Won et al. (2011) entre otros. Algae Base (Guiry & Guiry, 2021) es la base de datos
utilizada para actualizar la nomenclatura y la ubicacién taxonémica supraespecifica. Los datos
para cada (grupo) de alga epifita se anota en la Hoja 1. Se anexa al presente, fotografias
representativas de los grupos de algas epifitas mas frecuentes en muestras de sargazo (Anexo
1).
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I11. INDICES

Del listado de las especies y su cobertura en cada muestra (Hoja 1), se determinan los siguientes

indices de las especies epibiontes por muestreo.

1. Numero total de especies (riqueza especifica S)

2. Numero de registros nuevos (especies de nuevo registro para la localidad, o su &rea
biogeografica)

a. De estos se indica su potencial de ser invasivo utilizando el Método de
Evaluaciéon Répida de Invasividad para especies exdéticas en México
(CONABIO 2015)

3. Promedio (SD, N) de la cobertura (o abundancia) total de epibiontes en las secciones de
los talos por especie/morfotipo, utilizando las coberturas correspondientes a cada clase
de escala de Braun Blanquet (Tabla 1)

4. Dominancia de las especies (Indice de Valor Bioldgico de Sanders 1VB) para su célculo
se requiere asignar un valor a cada especie en relacion a su niamero de individuos por
muestra, este indice es expresado a manera de puntajes, se ordena jerarquicamente cada
una de las especies de cada muestra respecto a su abundancia, de esta forma la especie
mas abundante en la muestra ocupa el primer lugar (rango= 1), la segunda mas abundante
el segundo lugar (rango=2) y asi sucesivamente (Loya Salinas y Escofet 1990).

5. De esta forma, si una especie ocupa el primer lugar en rango en 6 muestras, tendra un
valor de 60, o sea el maximo valor posible (Loya Salinas y Escofet 1990). Se realiza

este analisis por separado para cada especie/morfotipo de sargazo
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Tabla 1. La escala de Braun-Blanquet, y valor de la media de cobertura para analisis

Simbolo Rango de cobertura Cobertura media
r Escaso (1-2ind.) & <5%  0.01

+ Pocos ind. & <5% 1

1 Bastantes ind. & <5% 5

2 5-25% 15

3 25 -50% 37

4 50 - 75% 62

5 100% 100
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IVV. Materiales y equipos necesarios para el monitoreo de la epibiontes asociados al

sargazo

e Camara fotografica

e Guantes

e Bolsas para muestras

e Lépiz

e Palangana

e Etiquetas de papel albenene (distintos tamafios)

e Frascos de 50 ml (por muestreo: 6-18 para fauna sésil, y otros 6-18 para las algas
epifitas, dependiendo del nimero de especies/morfotipos de sargazo, 18 para las algas
epifitas)

e Cajas de Petri de 6, 9 y 14 cm de diametro

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Pinzas de relojero

e Aguas de diseccion

e Gelatina glicerinada

e Formol (diluido al 4% en agua de mar)

e Refrigerador

e Dos placas de acrilico transparente de 30x30 cm, con una cuadricula de 1 cm?

e Microscopio estereoscopico

e Microscopio éptico (opcional, pero podra ser util en la identificacion de organismos)
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FIGURAS

Fig. 1. Colecta de sargazo y sus epibiontes. (A) Red de cuchara; (B) colecta de sargazo fresco

en la playa
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Fig. 2. (A) Inspeccidn de los talos para detectar la presencia de hidrozoarios y otros epibiontes
de sargazo; (B) Acercamiento de una lamina de Sargassum fluitans Il con presencia de

hidrozoarios (Clytia noliformis)
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Fig. 3. Preservacion de los talos con presencia de hidrozoarios y otros epibiontes asociados al

Sargazo
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Fig. 4. Identificacion de epibiontes. (A) Microscopio estereoscdpico para inspeccionar

presencia de epibiontes; (B) Identificando especies
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Fig. 5. Placa de acrilico transparente con cuadricula de 1x1 cm para estimar cobertura de

hidrozoarios en un talo de Sargassum natans VIII
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Hoja 1. Registro de epibiontes (invertebrados o algas epifitas) sobre sargazo (formato por

muestra)
Localidad
Fecha Proceso
Zona Manto no.

Parte(s) de talo
ocupado(s)

Sargassum sp/morfotipo

Cobertura (escala BB)

Sf (S. fluitans I11), Sn1 (S. natans 1), Sn8 (S. natans VIII)

Lam (lamina), Neum (neumatocisto), Est (estipe), Nodo (nodo de estipe)
r (escaso-1 02 ind.), + (pocos ind. & <5%), 1 (bastantes ind & <5%);
2 (5-25%), 3 (25-50%); 4 (50-75%), 5 (100%)

Sargassum
Sp./morfo

Fronda
no.

Parte
(apical/basal)

Epibiontes
(Taxoén)

Cobertura
(escala BB)

Parte(s) de talo
ocupado(s)

Observaciones
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Hoja 2. Hidrozoarios (u otro grupo) de interés especial

Localidad

Fecha Procesd

Zona Replica

Sargassum | No. lamina | No. total de | Taxon/ N cuadrantes
sp/morfo (1-10) cuadrantes | Especie ocupados
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Anexo 1
Epibiontes mas frecuentes asociados al sargazo
EPIFAUNA
Phylum Cnidaria

Clase Hydrozoa

Orden Leptothecatha

Fig. 1 Hidrozoarios (A) Aglaophenia latecarinata en lamina de Sargassum natans VIII; (B)
Acercamiento del hidrozoario A. latecarinata

56



Capitulo 2 (InvaSAR)

Fig. 2 Hidrozoarios (A) Clytia noliformis en I[&mina de Sargassum fluitans I11; (B)
Acercamiento del hidrozoario C. noliformis

Fig. 3 Hidrozoarios. (A) Halopteris diaphana en el neumatéforo de Sargassum natans VIII;
(B) Acercamiento de la colonia de H. diaphana

Orden Anthoathecata

. ) 4

Fig. 4. El antomedusa Zanclea alba generalmente se le encuentra desprendida en la muestra
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Phyllum Bryozoa

Orden Cheilostomatida

Fig. 5. Briozoarios. (A) Jellyella tuberculata (flecha) sobre laminas y neumatéforos de
sargazo; (B) Detalles del briozoario (deracha), junto a un pequefio crustaceo (izquierda)

Phyllum Annelida
Orden Sabellida

Fig. 6. Espirdrbidos. (A) Neodexiospira formosa sobre un neumato6foro de sargazo; (B) Tubos
calcareos de los espirorbidos
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ALGAS EPIFITAS
Phylum Cianobacteria

Clase Cyanophyceae

Fig. 7. Cianofita sobre una lamina de sargazo
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Fig. 8. Dichothrix penicillata. (A, B) Habito; (C) Porcion basal; (D) Heterocisto en forma de
cono (flecha)
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Fig. 9. Rivularia aff. Polyotis. (A) Habito; (B, C) Heterocitos basales en varias hileras;
(D) Celulas mas anchas que largas (flecha)
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Establecimiento de un protocolo de deteccion temprana y diagndstico de especies exdéticas
invasoras asociadas al sargazo peldgico en zonas marino-costeras del Caribe mexicano

(InvaSAR)

Capitulo 3

Bacterioplancton y microbioma

Suescun-Bolivar, L.P., Thomé, P. E.

I. INTRODUCCION

La afluencia atipica y cada vez mas frecuente de grandes masas de sargazo al Mar
Caribe, se ha convertido en una de las principales amenazas ambientales a gran escala,
incluyendo las costas de México (Rodriguez-Martinez et al., 2020; van Tussenbroek et al.,
2017; Rodriguez-Martinez et al., 2016; Gavio et al., 2015; Smetacek y Zingone, 2013; Gower
et al., 2013). Esta afluencia genera una gran acumulacién de materia organica en la superficie
del agua del mar y un incremento de nutrientes, que llevan a la produccion de ambientes
anoxicos, poniendo en peligro el ecosistema marino y costero, asi como a la poblacién humana
del &rea (Rodriguez-Martinez et al., 2016). Ademas, el alto contenido de metales pesados en la
biomasa del sargazo, exacerba la problematica de los posibles tratamientos y disposicion de

residuos generados por esta macroalga (Rodriguez-Martinez et al., 2020).

La masa flotante de sargazo no solo transporta metales pesados y su propia biomasa,
también puede actuar como un transporte transoceanico que moviliza una gran variedad de
organismos y microorganismos (Ezenwa et al., 2012; Turnbaugh et al., 2007, 2009;
Shoemaker y Moisander, 2015; Lederberg 2000), los cuales podrian ser especies exoticas

invasoras con potencial para competir por los recursos del ecosistema local. Del mismo modo,
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el transporte y acumulacion de microorganismos es un hecho latente, que puede acarrear

enfermedades que afecten tanto a la fauna silvestre como a la poblacion humana de la region.

En la actualidad, se puede estudiar la comunidad de microorganismos a través de la
secuenciacion masiva (Parada et al., 2016). Estudios han revelado que el sargazo podria
albergar y transportar, bajo ciertas condiciones ambientales, bacterias de importancia para la
salud publica y el ecosistema (Michotey et al., 2020). Por tal motivo, es indispensable el
estudio del bacterioplancton asociado al sargazo, para lo cuél se desarrollaron protocolos de
obtencion y andlisis de muestras, que faciliten su monitoreo en el tiempo. En este sentido, se
caracteriz6 un protocolo para la obtencién, purificacion de ADN y caracterizacion de

microorganismos asociados al sargazo.

Il. METODOS.
1.1 Trabajo en el mar.
I1.1.1 Seleccion de sitios y tiempos de muestreo.

Ver Capitulo 1.

[1.1.2 Obtencidn de muestras de bacterioplancton y microbioma.

En cada sitio de muestreo (ver Capitulo 1), se colectan aproximadamente 50 g (peso
himedo) de sargazo con una red de inmersion de 0.25 m? de abertura de boca y luz de malla de
500 um (Fig. 1; Tanaka y Leite, 1988; Monroy-Velazquez et al. 2019). Las muestras de sargazo
se preservan en bolsas herméticas y se etiquetan para su traslado al laboratorio en una hielera.
Ademas, se toma una muestra adyacente de agua de mar, sin biomasa de sargazo, a unos 50 o
100 cm de profundidad por medio de una botella van Dohrn (Fig. 1) para obtener una referencia

de cambios en la comunidad del bacterioplancton tanto en el agua como en la macroalga. Las
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muestras de agua se transfieren a botellas estériles de 4.8 L y se transportan en hielera al

laboratorio.

11.2 Trabajo de Laboratorio

11.2.1. Obtencidn de la microbiota epifita

Una vez en el laboratorio, las muestras de sargazo se procesan siguiendo el método de
Burke et al. (2003), con algunas modificaciones. Se recomienda colocar minimo 10 g de sargazo
(peso humedo) en tubos estériles de 50 mL, al menos por triplicado. El sargazo se enjuaga 3
veces con agua de mar estéril y se deja lavando con buffer CMFSW (0.45 M NaCl, 10 mM
KCI, 7 mM NazSO0s4, y 0.5 mM NaHCO3) con 150 rpm de agitacion durante 2 h a temperatura
ambiente (Fig. 2). Enseguida, se retira el sargazo y el sobrenadante se filtra por filtros de 0.22
pm (Fig. 2). Los filtros se almacenan en microtubos (un filtro por tubo) a -20 °C hasta su
procesamiento posterior. Las muestras de agua se deben filtrar directamente por filtros de 0.22
pum (Fig. 2), que se guardan en microtubos y se mantienen en un congelador a -20°C para su

procesamiento posterior.

11.2.2 Extraccion de ADN

Se extrae el ADN de los filtros utilizando el kit PowerWater (Qiagen) siguiendo el
método desarrollado por el proveedor. Se determina la concentracion y calidad del ADN por
medio de espectrometria a 260/280 nm (Hoja 1), y de manera cualitativa, por medio de
electroforesis en gel de agarosa (Fig. 3). Estas muestras deben ser marcadas con un nimero de
lote que puede estar construido de la siguiente manera: dos ultimas cifras del afio- nimero de
mes - nimero de dia- inicial de la muestra de agua (A) o sargazo (S)- inicial del sitio de
muestreo- replica. Por ejemplo, muestras de agua tomadas el 30 de enero del 2020 en la zona

1 en el arrecife frontal (F) tendria como lote el nimero 200130AF1.
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11.2.3. Amplificacion del rADN 16S
Se recomienda que los PCRs se realicen con 1 pL de ADN de cada una de las

muestras (Fig. 3). Para amplificar la region VV3-V4 del rADN 16 S se puede utilizar como
control positivo una muestra conocida de ADN de bacterioplancton de agua o de sargazo.
Utilizar los cebadores con los adaptadores de Illumina (MiSeq adapter) + Forward Primer = 5'
— TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG - 3’,
y el (MiSeq adapter) + Reverse Primer =5'—
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC
— 3’ (Klindworth et al., 2013). Las condiciones de PCR son las siguientes: 3 min a 95 °C, 25

ciclosde 30 sa95°C, a52°Cy 72 °C, y una extension final de 5 min a 72 °C.

11.2.4. Preparacion de bibliotecas 16S rADN Illumina MiSeq

Para la preparacion de las bibliotecas 16S rADN (Fig. 3C) los amplicones obtenidos
en el PCR anterior, se purifican siguiendo el protocolo recomendado por illumina (16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation [15044223 B,
https://support.illumina.com/downloads/16s_metagenomic_sequencing_library preparation.ht
ml]). Una vez obtenidos los amplicones libres de cebadores, se marcan por medio de indices
duales y adaptadores mediante la siguiente reaccion de PCR. Tomar 5 pl de los amplicones
purificados anteriormente y realizar una segunda amplificacion con los adaptadores Nextera
XT Index Primer 1 (N7xx) y Primer 2 (S5xx), bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 95 °C, seguido de 8 ciclos de: 95 °C (30 s), 55 °C (30
s) y 72 °C (30 s), y una extension final de 5 min a 72 °C. Los productos de amplificacién se
deben separar en un gel de agarosa al 4%. Se realiza una segunda purificacion de los
amplicones para obtener la biblioteca final. Después, se cuantifican y se analiza su tamafio por
medio del Bioanalyzer DNA 1000. EI amplicon esperado para la biblioteca final es de 630
pb.
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Se cuantifica cada producto de PCR por medio de fluorometria y se determina la
concentracion de ADN en nmoles teniendo en cuenta el tamafio del amplicon (16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation (15044223 B),
https://support.illumina.com/downloads/16s_metagenomic_sequencing_library preparation.ht
ml). La concentracion final de la biblioteca se diluye a 4 nM utilizando Tris pH 8,5. Las
bibliotecas se agrupan con un indice Unico a la misma concentracién equimolar (4 nM). Para
la secuenciacion de cada una de las mezclas de bibliotecas con un indice Unico, primero se
desnaturalizan con 0.2 N de NaOH, seguido de una dilucion con solucion tampon de
hibridacion y una segunda desnaturalizacion con calor, y se incluye 5 % de PhiX como

control interno.

11.3 Analisis taxondmico de la diversidad bacteriana

11.3.1 Procesamiento y analisis de secuencias

Se procesan las lecturas 2 X 250 de extremos emparejados por medio de QIIME 2
(Caporaso et 1., 2010) y se realiza una inspeccion manual, eliminando las bases ambiguas en
la posicion 40 de la hebra 5° de ambas lecturas. Se utiliza el complemento DADA?2 (Callahan
et al., 2016) para eliminar el ruido, corregir errores y remover quimeras, a fin de resolver los
ASVs (por sus siglas en inglés Amplicon Sequences Variants). Los ASVs representan OTUs
(por sus siglas en inglés, Operational Taxonomic Units) al 99% y éstos, a su vez, se definen

como organismos con genes 16S rRNA similares en > 97%.

La asignacion taxonomica de las secuencias representativas de los ASVs se realiza con
el complemento de clasificacién-consenso-vsearch (Rognes et al., 2016), utilizando SILVA
132 como base de datos de referencia. Las secuencias representativas se alinean y se

enmascaran con MAFFT (Katoh y Standley, 2013), y se construye un arbol filogenético con

67



Capitulo 3 (InvaSAR)
FastTree 2 (Price et al., 2010). Los datos se importan a la plataforma R (McMurdie y Holmes,
2013) y se analizan mediante las bibliotecas Phyloseq, Vegan (Oksanen, 2009) y ggplot2
v3.1.0 (Wickham, 2016). Ademas, se deben eliminar todas las secuencias no bacterianas que
correspondan a cloroplastos y mitocondrias. Se recomienda hacer rarefaccion de las muestras

a un esfuerzo de >10000 lecturas para los anélisis.

[1.3.2 Célculos de diversidad alfa y beta

Los analisis de diversidad alfa de la comunidad bacteriana se pueden realizar en la
plataforma R con la libreria phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013). Los indices de diversidad
mas comunes utilizados en el andlisis del bacterioma son: el indice de Shannon (H"), indice de
Simpson (Ds), InvSimpson (1-D) y ASVs observados. Para el analisis de diversidad beta se
construye una matriz unifrac ponderada de distancias para calcular la variacion en la
composicion de la comunidad bacteriana, y su similitud se realiza mediante el analisis de
coordenadas principales (PCoA, en inglés), utilizando el paquete Vegan. Ademas, se puede
realizar un analisis PERMANOVA por covariables (ubicacidn: muestreo) para calcular la
similitud entre la composicién de la comunidad por muestras grupales (arrecife frontal:
posterior) mediante QIIME. Por ultimo, se realiza un analisis de tamafio del efecto del analisis
discriminante lineal (LEfSe) (Segata et al., 2011) para identificar la abundancia diferencial de

géneros entre los sitios de muestreo, utilizando un valor de LDA =2 y un valor de p < 0.05.

I1.4. Sugerencia de analisis: Monitoreo de vibrios

Debido al enriquecimiento de Vibrio detectado en nuestras muestras de sargazo (Fig.
4), observado también en otros estudios del microbiota asociada a sargazo (Michotey et al.,
2020), y a que constituye un grupo de interés a monitorear (Reusch et al, 2021), se incluye un

método de cultivo en agar cromogénico para detectar vibrios (Hara-Kudo et al., 2020), que es
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mas practico y menos costoso que métodos independientes de cultivo como lo es la
secuenciacion masiva.

Este método permite identificar en agua marina tres principales subtipos de Vibrio spp:
V. parahaemolyticus, V. vulnificus/cholerae y V. alginolyticus (Reusch et al., 2021) por medio
del color de las colonias (Hara-Kudo et al., 2020).

Se toman alicuotas de 250 y 100 pL agua de mar y bacterioplancton asociado a
sargazo (ver seccion 11.1.2), sembrando por triplicado en agar selectivo para Vibrio
(CHROMagar_vibrio™; Chromagar Ltd. Paris, Francia; Grupo JAFS, Sinaloa México; Hara-
Kudo et al., 2001) y en Agar Marino, respectivamente. Se incuba a 25 °C por 4 dias en medio
CHROMagar, y a 30 °C en medio marino, y se cuentan las colonias para determinar las
unidades formadoras de colonia (UFC * puL™; ver hoja 3). Las colonias crecidas sobre
CHROMagar se pueden clasificar por su color como V. parahaemolyticus (violeta), V.
vulnificus/cholerae (azul palido), y V. alginolyticus/hollisae (blanco “leche”) (Hara-Kudo et
al., 2001). Por altimo, se debe realizar un andlisis de varianza para determinar el efecto de la

presencia del sargazo sobre las abundancias de cada uno y el total de los subtipos de Vibrio.
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I11. INDICES

I11.1. indices de diversidad

Los indices de diversidad se determinan por muestreo (0 por zona en un muestreo). Los
indices de diversidad mas comunes utilizados en el andlisis del bacterioma son: indice de
Shannon (H'), indice de Simpson (Ds), InvSimpson (1-D) y ASVs observados (Bordard et al.,
2011). El primero muestra la estructura de la comunidad (valores de H” mayores 3 indican que
el agua esta “limpia”), el indice de Simpson refleja la dominancia, el InvSimpson la equidad,
mientras que los ASVs son los taxa a un nivel de variacion de secuencia. Ademas, se utilizan
las abundancias relativas de los taxa (Fig. 4) a diferentes niveles taxondmicos, es decir, el

cociente del nimero de taxa similares entre el total de taxa, por cien (Bordard et al., 2011).

111.2. Indice de perturbacion del ecosistema por abundancia relativa del género Vibrio
La abundancia relativa de bacterias del género Vibrio se calcula utilizando las siguientes
medidas, que en conjunto indican niveles de perturbacion:

A. Unidades formadoras de colonia (UFC)

Determinar las UFC * uL con el cociente de todas las colonias de la placa en medio de
seleccién para Vibrio spp. y el volumen del inéculo. Esto se calcula para cada uno de los 3
subtipos de Vibrio evaluados (Hoja 3), para cada muestra de agua de mar y de sargazo
(utilizando 100 y 250 uL del sobrenadante en buffer CMFSW, ver seccién 11.2.1). Finalmente,
se calcula un promedio por muestreo y se analiza mediante un ANOVA.

UFC por pL = total de colonias en placa selectiva / volumen del in6culo.

B. Abundancias relativas de Vibrio spp.

Con los datos de UFC se pueden hallar abundancias relativas de Vibrio spp. y de cada
subtipo de Vibrio evaluado. En el primer caso se hace relativo al total de UFC encontrado en el
agar marino, mediante el cociente de las UFC de Vibrio spp., y las UFC totales de bacterias

crecidas tanto en el medio marino como en el de seleccion, por cien. Mientras que, para cada
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subtipo, se podria hacer relativo al total de Vibrio spp. y/o total de UFC de Vibrio spp. mas el
total de UFC de bacterias crecidas en el medio marino, por cien.

Abundancia de Vibrios:
UFC en agar selectivo / UFC en agar marino X 100
Abundancia por subtipo de Vibrio:

UFC tipo 1, 2 0 3 (coloracion) en agar selectivo / UFC totales en agar selectivo X 100.
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IVV. Materiales y equipos necesarios para el monitoreo del bacterioma asociado al sargazo

Cémara fotogréfica

Red de cuchara

Bolsas para muestras

Hielera

Botella van Dohrn,

Botellas estériles para agua (4.8 L)
Tablas de acrilico /formatos de campo
Lapiz

Palangana

Escurridor

Refrigerador

Charolas para pesar el sargazo
Balanza analitica

Tijeras

Equipo de filtracién por vacio

Kit de extraccion de ADN

Cebadores especificos para la region VV3-V4 del rADN 16S (Klindworth et al., 2013)

Termociclador

Reactivos para PCR

Reactivos para electroforesis horizontal de agarosa, camara de electroforesis y fuente

de poder

Medios de cultivo: Agar Marino y CHROMagar

Espectrofotometro

Filtros de café y filtros de 0.22 um (Durapore)

Juego de micropipetas de 20, 200 y 100 pL
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Microtubos, tubos para PCR y puntas para micropipetas
Incubadora y cajas de Petri
Esterilizadora

Agitador de perlas (Beadbeater)
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FIGURAS

Figura 1. Muestreo de sargazo pelagico. (A) Se observa un manchén de sargazo aislado y abundante, idoneo para la colecta

de muestra; (B) Obtencion de la muestra de agua por medio de la botella Van-Dorn; (C) muestras de sargazo tomadas
directamente por medio de una red de cuchara; (D) se deposita en bolsas ziploc manualmente conteniendo agua del sitio de

muestreo
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Figura 2. Tratamiento y obtencion de muestra. (A-C) Se observa la cantidad de muestra utilizada por cada muestra de
sargazo; (D y E) Muestras lavandose con buffer CMFSW para obtener microorganismos epibiontes; (F) Sistema de filtracion

para coleccion de microorganismos epibiontes del sobrenadante obtenido en D y E.
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Figura 3. Imagenes representativas del ADN extraido y amplificado. (A) ADN genémico de muestras de agua y microbiota
epibionte de sargazo; (B) amplicon de la region VV3-V4 del rDNA 16 S de las muestras de ADN mostradas en A,; (C)
Biblioteca de los amplicones mostrados en B. M= marcador de peso molecular de 100 pb. Pozos 1-7 muestras de ADN

extraido del agua y microbiota epibionte de sargazo. Electroforesis de gel en 1% agarosa corrida a 80 V.
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Figura 4. Diagrama representativo de las abundancias relativas de grupos taxonémicos asignados por secuencias de la region
V' y VI del gen rDNA16 S. (A) bacterioplancton de una muestra representativa de agua; (B) muestra representativa de la
comunidad bacteriana asociada al sargazo pelagico. Se resalta el alto porcentaje del género Vibrio (33 %); (C) ampliacion del
género Vibrio en una muestra de agua de mar, se destaca la presencia de especies de vibrio de interés para la salud publica

como V. cholerag, V. paraheamolyticus, y de interés ambiental en sistemas arricifales como V. coralliilyticus.
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Hoja 1. Formato para registro de concentracion y calidad de ADN de muestras de sargazo pelagico y

bentonico.
Proces6: Espectrofotometro
Fecha:
Macroalga:
i indice de ADN:
Muestra Concentracién de ADN Indice de calidad [ADN]/ masa (g) de macroalga o
[ug*mL] (Abs260/280) volumen (L) de agua.
1 210421AF11
2 210421AF12
3 210421AF13
4 210421AP11
5 210421AP12
6 210421AP13
7 210421SF11
8 210421SF12
9 210421SF13
10 210421SF21
11 210421SF22
12 210421SF23
13 210421SF31
14 210421SF32
15 210421SF33
16 210421SP11
17 210421SP12
18 210421SP13
19 210421SP21
20 210421SP22
21 210421SP23
22 210421SP31
23 210421SP32
24 210421SP33
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Proceso:
Fecha:
Condiciones: % de agarosa: Voltaje: Tiempo de corrida:
Pozo Muestra Volume Concentracion Observaciones

n

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
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Hoja 3. Registro de crecimiento de Vibrio spp.

Proceso: Observaciones:

Fecha:

Condiciones:

Muestra | Medio selectivo Medio marino
Volumen Tamafio de | Color de la | Subtipo de | UFC UFC * pL Volumen Tamafio de | Color de la | Subtipo de | UFC UFC * uL
sembrado colonia colonia Vibrio sembrado colonia colonia Vibrio
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Protocolo: Establecimiento de un protocolo de deteccion temprana y diagndstico de especies
exoticas invasoras asociadas al sargazo pelagico en zonas marino-costeras del Caribe

mexicano (InvaSAR)

Capitulo 4
Ictiofauna

Martinez Lopez, 1.G., van Tussenbroek, B. I.

I. INTRODUCCION

Las algas pardas pelédgicas del género Sargassum (también conocido como sargazo) constituyen
un hébitat flotante para una gran diversidad de organismos. Los mantos flotantes de sargazo
son particularmente importantes para la supervivencia de varias especies de peces, muchos en
su estadio temprano. Asi constituyen sitios de crianza para mas de 100 especies de peces,
incluidos algunos de importancia comercial o recreativa tales como Coryphaena hippurus
(dorado), Caranx spp. (jurel), Seriola spp. (coronado o pez limén), (Dooley, 1972; Bortone et
al., 1977; Moser et al., 1998; Wells y Rooker, 2004). Los mantos de sargazo, ademas, pueden
actuar como como medio de transporte y dispersion para los peces tipicamente asociados a estas

algas (Dooley, 1972; Casazza y Ross, 2008).

Desde el afio 2014, el Caribe Mexicano ha experimentado una llegada masiva de sargazo hacia
sus costas (van Tussenbroek et al., 2017); sin embargo, ain existe poca informacion sobre la
comunidad de peces asociada al sargazo pelagico que recala en estas costas. Monroy Velazquez
et al. (2019) en su estudio de macrofauna asociada a sargazo que se llevo a cabo por medio de

colecta con una red de cuchara durante 2018 en el Parque Nacional Arrecifes Puerto Morelos
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(PNAPM) reportaron la colecta incidental de cinco especies, todas en estadio juvenil; una de
ellas de nuevo registro (Syngnathus pelagicus), un pez pelagico tipicamente asociado al
sargazo. Las otras cuatro especies ya habian sido previamente reportadas en el Caribe mexicano
(INE, 2000); dos de ellas, Histrio histrio y Stephanolepis hispidus, también son peces
tipicamente asociadas al sargazo, aunque la segunda también se encuentra en diferentes tipos
de fondo marino. Las otras dos especies Abudefduf saxatilis y Carangoides (o Caranx)
bartholomaei habitan en su etapa adulta los arrecifes coralinos o aguas mas abiertas,
respectivamente, lo cual sugiere que buscan su refugio de manera temporal en los mantos de

sargazo.

El muestreo para determinar la estructura comunitaria de los peces asociados al sargazo resulta
complejo y en muchas ocasiones se debe recurrir a diferentes métodos (Casazza y Ross, 2008).
Por ejemplo, el empleo de redes de cuchara en el mar desde una embarcacion tiene sus
limitaciones, ya que los peces con mas capacidad de locomocion huyen debido al ruido

producido por la embarcacion.

El objetivo del presente es desarrollar un protocolo para la deteccidn de especies de ictiofauna
asociadas al sargazo en zonas marino-costeras del Caribe mexicano. Se pondra una especial
atencion a las especies no-nativas (exoticas), y de estas especies se buscaré en la literatura sus

caracteristicas, para evaluar su invasividad.

Il. METODOS

1.1 Trabajo de campo

Se realizan monitoreos utilizando el método de dispositivos remotos de video (RUVS por sus

siglas en inglés: Remote Underwater Video). Los RUVS se colocan adentro un manto de
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sargazo y se desplazan conforme las direcciones de la corriente, oleaje y viento. Estos sistemas
consisten en boyas superficiales con GPS (ver capitulo 5) y equipo de video. El sistema de
video consiste en una cdmara de video pequefio, p.e., Go-Pro. Se especifica el modelo de la
camara y los pixeles cuadros por segundo, y se recomienda reiniciar la toma de video cada 10-
12 minutos. Los videos se almacenan en alta resolucion (1080x 1920 y con 60 fotogramas por
segundo). La cAmara debe estar aproximadamente 30 cm abajo del manto, y su posicion debe
ser tal que el lente enfoca una porcion de la columna de agua y otra porcion del manto de
sargazo (Fig. 1). Empleando una embarcacion, una vez ubicado un manto de sargazo, se procede
a colocar el dispositivo RUVS, se deja a la deriva en el manto de sargazo por un lapso minimo
de una hora, y se registran los datos en la hoja de campo (Hoja 1; para mas informacion también
consulta Capitulo 1). Como método complementario, se recomienda realizar grabaciones de
video en esnorquel bajo el manto de sargazo para facilitar la identificacién de peces. El
recorrido en esndrquel se realiza antes o después de las grabaciones con la camara en deriva, se
apunta la posicion del manto (coordenadas GPS) en el momento que se realizaron estas tomas

en la hoja de campo (Hoja 1).

11.2 Trabajo de laboratorio

11.2.1. Identificacion de ictiofauna

En el laboratorio se revisan minuciosamente los videos para identificar las especies de peces y
su asociacion al manto de sargazo. Si es posible, se anota si los peces son pasantes o visitantes
en las observaciones. Los pasantes o visitantes se consideran estos peces que se acercan a los

mantos porque presenta una fuente de comida o refugio temporal; p.e., peces de arrecife que
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suben al manto en su paso sobre de la barrera arrecifal y depues regresan a su refugio en el

arrecife o baracudas que pasen debajo de los mantos en busqueda de presas.

Se recomienda descartar las tomas del primer minuto del primer video y el altimo del ultimo
video para descartar la posible perturbacion provocada al colocar y acercarse a retirar la cAmara,
respectivamente. Con fines de estandarizacion, en las tomas de Puerto Morelos, se descartaron
los primeros y dltimos minutos de todos los clips de 12 minutos, resultando en “muestras” de
10 minutos. Para la identificacion de peces se recomienda Frose y Pauly (2011) y Humann y
Deloach (2014). La identificacion se realiza de ser posible a nivel de especie y si su estado es
juvenil o adulto (Fig. 2). Ver anexo 2 (Galeria de peces) para imagenes de los peces mas
comunes asociados al sargazo en Puerto Morelos. Para determinar la abundancia de cada
especie de vez por clip de video, se calcula una métrica basada en el indice MaxN que es el
nimero maximo de individuos de una especie observados al mismo tiempo en un fotograma
del video. Para ello primero se anotan por especie los minutos y segundos, asi como los
fotogramas donde se observa un (grupo de) peces en el video de acuerdo a las clases de
abundancia definidas. Al finalizar el video se selecciona por especie el valor maximo de
abundancia registrados en un fotograma (Hoja 2). Las clases de abundancia son: solo (un solo
espécimen, valor 1), pocos (entre 2 a 10 individuos, valor 6), muchos (entre 11 a 100

individuos, valor 55) y abundantes (mas de 100 individuos, valor 100).

111. INDICES
I11.1. Ictiofauna

Los videos se dividen en clips de 10 minutos y cada clip de 10 minutos se considera una

muestra. Del listado de las especies y su abundancia (Indice MaxN) en cada muestra (hoja 2),
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se determinara los siguientes indices de la ictiofauna por muestreo (i.e., todas las tomas

siguiendo el miso manto), aunque se podran analizar también por zona, por temporada, etc.

1. Numero de especies (sumando las especies en todas las muestras/clips de videos)
2. Numero de registros nuevos; i.e., especies de nuevo registro para la localidad (o su area
biogeografica)

a. De estos se indica su potencial de ser invasivo utilizando el Método de
Evaluaciéon Répida de Invasividad para especies exdéticas en México
(CONABIO 2015)

3. Frecuencia (por especie o taxén): Numero de muestras (clips) en que se registré la
especie o taxon

4. Frecuencia relativa (por especies o taxén) = [Frecuencia Taxén A / Suma Frecuencias
de Taxa A a X] *100.

5. Abundancia (por especie/taxon): Media del valor asignada a cada clase de abundancia
en todas muestras

6. Indice de Valor Bioldgico (IVB) de Sanders) se determina asignando rangos del 1 al 10
a las especies por orden de abundancia en una muestra, si el nimero de especies en el
muestreo son alrededor de 10. Si generalmente hay menos especies presentes se puede
fijar este nimero a 5, o si es mayor se podra fijar en 20. En el caso de 10 especies, un
rango de 1 equivale a un valor de 10 puntos, un rango de 2 corresponde a 9 puntos, y
asi sucesivamente hasta llegar al rango de 10 que equivale a 1 punto (si hay mas de 10
especies, las demaés especies/taxa reciben valor 0 para esta muestra). De esta forma, si
una especie ocupa el primer lugar en rango en 6 muestras (i.e. 6 clips de video de 10
minutos cada uno), tendra un valor de 60, o sea el maximo valor posible (Loya Salinas

y Escofet 1990).
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IV. Materiales y equipos necesarios para el monitoreo de la ictiofauna asociada al sargazo

Para trabajo de campo
e Embarcacion equipada con suficiente gasolina
e GPS
e RUV
e Opcional, camara de alta resolucion para tomas adicionales
e Tablas de acrilico /formatos de campo
e Lapiz
Para trabajo de escritorio
e Computadora
e Software para edicién de videos

e Guias de identificacion de especies
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FIGURAS

Figura 1. (A) Manto de sargazo donde se coloca el RUV (Remote Underwater Video); (B)

Posicion adecuada para mejor visibilidad del parche de sargazo de forma subacuética.
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Figura 2. Ejemplos de fotogramas de los videos tomados con el RUV. (A) cardumen de Caranx

ruber con Ocyurus chrysurus y Abadefdus saxatilis (en el sarazo); (B) Cardumen de C. ruber.
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Hoja 1. Formato de registro de datos de campo para el monitoreo de peces en el mar

Localidad Colector
Fecha Tipo de cdmara
Condiciones de tiempo Settings de la camara
Tipo de manto (hilera, grupos pequerios, parche
grande)
Densid (manto denso o
ad disperso)
Estado (fresco o scenescente)
Replica | Inicio/ Zona GPS Hora Area Tipo de Densidad |Estado RUV/
Estim.
Final Long Lat (m?) manto sargazo sargazo |Manual
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Hoja 2. Formato de registro de la ictiofauna, identificado nivel taxonémico méas bajo posible (taxon),
registrando etapa de madurez en observaciones (si se considera relevante), y el niamero de individuos

por taxén (se llena un formato por muestra)

Localidad Inicio Final

Fecha Hora

Zona Lat

Observador Long

Camara

Etapa [juvenil/adulto]

Abundancia [solo, pocos (2-10), muchos (11-100), abundantes (>100)]
Minutos de Especie Etapa Abundancia | Observaciones
video
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Anexo 1

Peces mas frecuentes asociadas a sargazo en los videos

Phyllum Chordata

(Pisces)

Fig. 1. Juveniles de Ocyurus chrysurus (rubia) y Caranx sp. (jurel) entre otros

Fig. 2. Adultos de Caranx ruber (jurel)
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Fig. 4. Adultos de Seriola dumerili (pez limén)
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Fig. 5 Abadefduf saxatilis (sargento) entre juveniles de jureles

Fig. 6. Sphyraena barracuda (barracuda) adulto es un cazador pasante de los mantos de
sargazo
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Establecimiento de un protocolo de deteccion temprana y diagnéstico de especies exaticas
invasoras asociadas al sargazo peldgico en zonas marino-costeras del Caribe mexicano

(InvaSAR)

Capitulo 5
Boyas a la deriva de bajo costo

Gomez Reali, M.A., Escalante Mancera J. E., Lopez Portillo H.J.A

I. INTRODUCCION

Las corrientes marinas superficiales son generadas principalmente por el esfuerzo del viento
sobre la capa somera del océano. Esta interaccion entre la atmdsfera y el océano se da en todas
las escalas y genera una gran variedad de fenémenos como giros oceanicos de gran escala,

afloramiento cerca de las costas, oleaje, y derivas superficiales de entre otros eventos.

Para poder observar directamente el fendmeno de las corrientes superficiales en el mar de forma
simple so6lo es necesario ver objetos flotantes que deriven con estas y asi inferir su velocidad y
direccion. Todos los objetos flotantes que no tengan la capacidad de gobernar su movimiento
estaran guiados por dichas corrientes, y por ese motivo algunos organismos como el plancton
y fitoplancton seran transportados en la superficie como resultado del viento y la corriente

marina predominante en ese momento.

En la actualidad existen muchas maneras de ver, medir y seguir las corrientes marinas, como
son sensores remotos que dan informacion a gran escala pero con intervalos de tiempo muy
espaciados, mediciones in situ que permiten registrar las corrientes de forma continua pero solo

en un punto fijo, y las mediciones de deriva que registran de forma continua su posicion (latitud,
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longitud) con respecto al tiempo que transcurre conforme se mueve con la corriente permitiendo
rastrear en todo momento los objetos flotantes que también son gobernados por el vector

resultante del viento y la corriente.

En particular con la deriva del sargazo (Fig.1) se ha mostrado en trabajos recientes, que los
regimenes de viento, ademas de los corrientes y oleaje, juegan un papel en la variabilidad
temporal en los arribazones de la cantidad de sargazo (Johns et al., 2020). En Puerto Morelos,
los vientos alisios del sureste transportan las masas de sargazo acumuladas en la corriente de
Yucatan (paralela a la costa del Caribe mexicano) hacia tierra, mientras que los vientos del norte
gue dominan en otofio e invierno inhiben el transporte de sargazo a terrestre (Garcia-Sanchez

et al., 2020; Rutten et al., 2021).

De lo anterior, se puede decir que la mejor forma de seguir organismos del plancton y
fitoplancton como algas y macroalgas en zonas costeras puede ser con un sistema de boyas de
deriva, siendo una herramienta que ayudara para saber la trayectoria y asi lograr la deteccion
temprana, respuesta rapida y diagndstico de especies exdticas invasoras como el sargazo

pelagico y sus especies asociadas en zonas marino-costeras del Caribe mexicano (InvaSAR).

101



Capitulo 5 (InvaSAR)

Il. METODOS

I1.1 Trabajo en el mar

[1.1.1. Caracterizacion de la zona de muestreo y las condiciones para salir a campo

Es necesario buscar las condiciones adecuadas para la navegacion a mar abierto, buscando
alejarse de la costa no mas la distancia segura de cobertura de red celular (DSC), 10 km para el
caso de Puerto Morelos. Si se requiere conocer la DSC para un sitio, es recomendable
trasladarse perpendicular a la costa con la boya a bordo y realizar paradas cada kilémetro,
solicitando datos de la boya para establecer el DSC, la calidad de la sefial recibida debera ser
mayor a 5 (unidades), donde consideraremos una excelente sefial a cualquiera que sea mayor a

20 (unidades).

Una vez que conocemos esta DSC de la zona de trabajo, que para efectos de este protocolo sera
menor a 10 km, se buscara la estacion meteoroldgica con datos de direccién y velocidad de
viento mas cercana al sitio, preferentemente con datos certificados. Haciendo un analisis de la
direccion de viento predominante podremos localizar el dia adecuado para la salida.

Recomendamos vientos no mayores a 8 m/s, con la direccion antes estudiada.

I1.1.2. Colocacion de boya en parches de Sargassum pelagico

Una vez que se encontré el dia con las condiciones adecuadas y verificando que el puerto esté
abierto a la navegacion, se procede a dirigirse perpendicularmente de la costa hacia mar abierto,
llevando todo lo necesario listado en el apartado IV materiales y habiendo realizado las
preparaciones previamente descritas en el apartado “I1.2.1. Preparacion de la boya”. Al
encontrarse en mar abierto la navegacion sera en 45° desde el angulo antes marcado por no mas
de un kilometro y otros 45° en sentido contrario durante el siguiente kilometro, buscando en el

horizonte algun parche de sargazo a la vista. Es importante cuidar que la distancia perpendicular
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a la costa siga siendo menor a nuestra DCS, para poder tener sefial de comunicacion con la boya
de deriva. Si se tiene acceso a vehiculo aéreo no tripulado (VANT), es posible reducir el tiempo
de basqueda del parche de sargazo, ya que una vez que se encuentre la embarcacion en mar
abierto en un sitio fijo controlado por el capitdn. Se puede proceder a pilotear el VANT y
elevarlo de 50 metros en 50 metros a no mas de 250 metros de altitud, dependiendo de la zona
de vuelo, y dar un giro 360 grados por cada parada de 50 metros en perspectiva horizontal, una
vez que se detecta algin parche (Fig. 4), se marcara el rumbo al capitan, y se baja el VANT,

para navegar directamente al rumbo establecido.

Llegado al parche de sargazo se realiza una comparacion visual de los parches encontrados para
seleccionar el de mayor tamario preferente mayores a 2 metros en la parte mas larga del parche
de sargazo (Fig.2). Una vez que se tenga conectada y cerrada la boya de deriva de acuerdo al
punto “4.1 Sistema de carga de baterias” del manual de la boya, se recibird un primer mensaje
indicando el correcto encendido del equipo y que la DCS es la adecuada. En caso que afiade
una cdmara a la boya para monitoreo de peces (Capitulo 4), ésta debera ser encendida en el
modo de grabacion con los ajustes (“settings”) especificados en Capitulo 5. Se procedera a
acercarse al parche lo mayor posible con la embarcacion sin desintegrarlo, para poder
documentar fotograficamente el parche tanto en superficie como subacuaticamente mediante
buceo libre, si es de interés monitorear a las peces (Fig.3). Posteriormente se coloca la boya al
centro del parche dejando expuesta la malla superficial de la boya y enlazada al parche de
sargazo. Pudiendo alejarse para la colocacion del siguiente punto trazador, recomendablemente
a no mas de 5 kilébmetros paralelos a la costa para mantenerse en la misma zona de influencia
de viento o en el caso de ser la Gltima o Unica boya a colocar, es posible regresar a costa para

seguir monitoreando su trayectoria.
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11.1.3. Recuperacion de boya en parches de sargazo

Para recuperar los sistemas de boyas de deriva, es necesario levantar una por una cada boya,
por lo que se puede solicitar a la estacion base una ubicacion aproximada del punto enviado
directamente por la boya, el mensaje sera enviado con un retraso no mayor a los 5 minutos,
pasado este tiempo si no se recibio el mensaje de ubicacion es necesario volver a solicitarlo.
Una vez que contamos con los ultimos puntos de recuperacion de nuestra boya y los anotamos
en un GPS de campo para navegar directamente a los puntos recibidos, se procedera con cautela
al punto de interés ya que al continuar en movimiento junto al parche es posible encontrar la
boya antes de llegar al punto marcado, una vez llegado el punto capturado de la estacion base.
Si no se encuentra a la vista el equipo se procedera a enviar desde cualquier dispositivo movil
un mensaje GSM a la estacion base con el contenido “ &X ”, donde X, es el nimero de boya a
recuperar descrito en el punto “5.2 Software estacion base” del manual de operacion de la boya.
El mensaje sera contestado por la estacion base, una vez que recupere la posicion en tiempo
real de la boya. El mensaje de respuesta contendra los datos de posicién actual, mismos que hay
que ingresar nuevamente al GPS a bordo para llegar lo méas pronto posible a la localizacion
actual de la boya, se debe repetir este procedimiento de enviar un mensaje hasta que sea
localizada la boya. Las pruebas de campo han mostrado que es recuperable cada boya en las

primeras dos solicitudes de ubicacion.

Es recomendable de igual forma que al inicio del transecto, documentar fotograficamente el

parche tanto en superficie como subacuatico (Fig. 3).

Para llevar a cabo la maniobra de recuperacion, se recomienda ir por la boya que se encuentre
mas lejano a la costa para evitar que pierda la red celular, y por Gltimo recuperar los sistemas

que pudieran haber llegado a la costa.
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Resumiendo ser& posible obtener nuevos puntos para cada boya con solo enviar el mensaje a la
estacion base “ &2 “ en este caso la boya 2, o el nimero que se desee recuperar, hasta llegar al

sitio y visualizar el objetivo o repetir el mensaje.

I1.1.4. Salida de campo con boyas-camara (RUV) para seguimiento de sargazo

En caso que se requiere dar seguimiento a los peces a lo largo de una trayectoria que dura mas
de 1 a2 horas (que es el tiempo méximo de filmacion de una cdmara promedio), se recomienda
el uso de dos boyas con cdmara 0 RUVs: (Remote Underwater Video; Fig. 2), las cuales seran
instaladas de acuerdo al punto 11.1.2. Buscando que una de las boyas sea colocada en el parche
maés alejado de la costa, pero dentro del area segura de cobertura celular que permita la deriva
con mayor corriente. Para el caso de Puerto Morelos, se realizaron pruebas de campo
encontrando el punto con mayor influencia por corriente a 5 km de la costa. El segundo punto
se buscara un parche mas cercano a la costa, en el caso de Puerto Morelos se colocd a menos
de 2 km de la costa. Aunque las camaras tienen una capacidad de grabacion maximo de 2 horas
por efectos de consumo de la bateria, es posible continuar determinar la deriva con seguimiento
por GPS y solicitud de datos por GSM por mas de 24 horas. Se recomienda retirar las camaras

después de dos horas, y continuar siguiendo la deriva del parche de sargazo.

11.2 Trabajo de laboratorio

[1.2.1. Preparacion de la boya

Es necesario realizar la revision de los puntos 1 al 5 del manual del equipo boyas de deriva,
donde se describen las partes y software del sistema. Una vez definidas las posiciones y la

cantidad de boyas a llevar a sitio, es necesario realizar los siguientes puntos:
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. De acuerdo con el punto 5.2 del manual, iniciar el software de la estacidn base y dar de

alta la cantidad de boyas y los numeros telefénicos de las respectivas boyas a utilizar.

. Preparar a carga completa dos baterias para cada uno de las boyas a utilizar, y la camara

a instalar, es recomendable cargar 2 horas previas a su uso.

. Preparar los chips celulares con saldo y activos, (se recomienda dar de alta como nimero

gratuito al nimero celular de la base), instalar en las tarjetas GSM.

. Formatear las tarjetas micro SD e instalarlas en las boyas y las camaras.
. Verificar que esté conectada adecuadamente la antena GPS.
. Montar las baterias en la caja estanca y posteriormente la placa de montaje sin aun

conectar las baterias.

. Tener lista la maya de flotacién o flotador, asi como cinchos de seguridad

. Insertar la bateria y memoria micro SD en la cdmara, para ajustar a la base de la boya

11.2.2. Descarga de datos y procesamiento

Terminada la campafia de campo es necesario enjuagar con agua dulce todo el equipo y dejar
secar totalmente previo a abrir. Una vez que podamos extraer las memoria micro SD de la boya
y de la camara, serdn guardados en la misma carpeta que se contenga el archivo
GPRC_UTC.exe, esta carpeta también debera contener el archivo de los datos de viento en el
periodo que se realiz6 la campafia de campo, mismo que debera contener en el orden: Fecha
[yyyy-mm-dd], Hora [HH:MM:SS], Velocidad de viento [m/s], Direccion de viento [°].

Guardado en formato csv, separado por comas.

Contenidos los archivos de la boya y de la estacion meteoroldgica, se ejecuta el GPRC.exe,

programa que se ejecutara en una ventana MS-DOS, en la cual se nos preguntara por el nombre
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del archivo de la boya, que contiene las lineas de datos $GPRMC del GPS, posteriormente nos
solicitara la diferencia de hora para llevar los datos a la hora local, igual que los datos de viento,
ya que también serd solicitado el archivo de Direccion y Velocidad de viento. El resultado del
programa debe ser dos archivos uno llamado Deriva_ seguido del nombre del archivo original,
el cual contiene los datos de Fecha, Hora, Latitud y Longitud ya corregidos a la hora local. y
por Gltimo genera un segundo archivo llamado Der_Vien_y el nombre del archivo de deriva,

el cual tendra juntos los datos de viento asociados a esa fecha y hora que trazamos con la deriva.

De tal forma que la camara contendrad los video transectos para su revision , la cara los
almacenara en forma de videos cortos de 12 minutos aproximadamente, los cuales tendran que
ser revisados con detenimiento por personal especializado en identificacion de especies, para
proceder a realizar el llenado de la tabla de identificacion de especies (Capitulo 4), la cual se
puede relacionar con la posicion geogréafica al obtener el minuto del video y localizar la hora
del avistamiento en el archivo generado de nombre Deriva que ya se encuentra en horario local.
También es posible relacionar los datos de las fotografias iniciales y finales del levantamiento
(Fig.3). Las cuales seran relacionadas en Latitud y Longitud con el inicio y final del transecto

respectivamente.
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I11. Materiales y equipos necesarios

e Embarcacion equipada con suficiente gasolina
e GPS de campo

e Caja estanca: Es una caja que contiene una valvula de liberacion de presion y sistema
de sello para evitar la entrada de liquidos flotando superficialmente.

e Flotador o Malla de flotacion: Es el sistema que permitira la buena flotabilidad asi
como el mantenerse inmerso en las nubes de sargazo.

e Placa de montaje: Es una placa a medida de la caja y las tarjetas que permite mantener
el contenido de la electronica en su lugar sin movimientos o perturbaciones.

e Mddulo Arduino MKZ: Es una tarjeta de control de la marca Arduino, la cual cuenta
con los puertos seriales necesarios para comunicar los médulos GSM y GPS, asi como
realizar el guardado de la informacion recabada en una tarjeta SD

e Moddulo GSM: Este modulo es el que permitird mantener una comunicacion con el
equipo, ya sea constante y programada o Unicamente para su recuperacion y obtencion
del punto de posicion, mediante mensajes GSM con tecnologia celular, (este modulo ya
cuenta con su antena incluida)

e Mddulo GPS: Es el médulo encargado de obtener la posicion GPS en coordenadas de
Latitud y Longitud, para registrar el paso del equipo por su trayectoria de deriva.

e Antena GPS: Es la antena para la recepcion de sefial del médulo GPS.

e Tarjeta MicroSD: Es una tarjeta SD con capacidad de 4GB, que permitira descargar la
informacidn recabada a post-proceso.

e Tarjeta SIM Celular: Es una tarjeta mini SIM comun de celular, la cual puede ser de
cualquier compafiia, por cuestiones de alcance de la red celular se recomienda verificar
la zona de cobertura.

e Estacion receptora: Contiene una tarjeta arduino uno dentro de una carcasa adaptada
con un modem celular para comunicarse mediante el software desarrollado para la base.
e Céamara de la Boya. Camara sumergible con memoria suficiente para campafa de

campo.
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FIGURAS

Figura 1. Ejemplo Boyas de deriva, con maya para sujecion de sargazo. (A) Vista superior de
flotacion de boya de deriva; (B) Perfil de flotacion de boya superficial para seguimiento de

sargazo.
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Fig. 2. Boya en parche de Sargazo. (A) Insercion de boya de deriva con cdmara en parche de
sargazo; (B) Posicion adecuada para mejor visibilidad del parche de sargazo de forma

subacuatica.
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Fig. 3. Fotografias subacuéticas en buceo libre de observacion de parches de sargazo. (A)

Fotografias al recuperar la boya, para documentar la fauna cercana al parche de sargazo; (B)
Fotografias del parche de sargazo al momento de insertar la boya para documentar la fauna

inicial asociada al sargazo.
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Fig. 4. Imagenes con VANT; vuelo de reconocimiento de parches de sargazo.
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Establecimiento de un protocolo de deteccion temprana y diagndstico de especies exoticas
invasoras asociadas al sargazo peldgico en zonas marino-costeras del Caribe mexicano

(InvaSAR)

Capitulo 6
Calidad de Agua
van Tussenbroek, B.l., Lopez-Portillo, J.A.,

Vera Vazquez, E., Barba Santos, M.G.,

I. INTRODUCCION

El deterioro local del ambiente arrecifal por las actividades antropogénicas en el Caribe
Mexicano ha sido notorio en las Gltimas cuatro décadas, con un desarrollo urbano exponencial
del pueblo de Puerto Morelos en conjunto con el establecimiento de varios complejos hoteleros
importantes (Carruthers et al., 2005; Hernandez-Terrones et al., 2011). Las aguas costeras del
Caribe mexicano son tipicamente oligotréficas (Rodriguez-Martinez et al., 2010); sin embargo,
las aguas paulatinamente se estan tornando mesotroficas (Hernandez-Terrones et al., 2011). Las
fuentes potenciales de nutrientes en el mar son los hoteles (por ejemplo, el uso de fertilizantes
para los campos de golf), granjas de puercos (entre otros) y las aguas subterraneas contaminadas
por los basureros, fosas sépticas domésticas e infiltraciones de “deep well injection” al manto
acuifero (Hernandez-Terrones et al., 2011). El sistema de arrecifes prospera en bajas
concentraciones de nutrientes, pero el deterioro de calidad de agua (reflejado en decremento en
transparencia, y/o incremento en la concentracion de nutrientes) es probablemente uno de los

factores causantes de cambios notorios en el arrecife, como lo son la reduccién en la cobertura
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de coral y su complejidad estructural (Alvarez-Filip et al., 2009), asi como en la vegetacion de
las praderas de los pastos marinos (van Tussenbroek, 2011; van Tussenbroek et al., 2014;

Hedley et al., 2021).

Este deterioro ha sido agravado por las afluencias masivas de sargazo desde 2015 (Van
Tussenbroek et al., 2017), que han acelerado la pérdida de calidad de agua, desde entonces. La
acumulacién de las masas algales en las playas, generan mareas marrones de sargazo, que en
tiempo pico de arribazones potencialmente aportaran aproximadamente entre 20 a 30 veces mas
nitrogeno y fosforo que las aguas subterraneas ya contaminadas, ademas de materia organica y
otros compuestos (Van Tussenbroek et al., 2017). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue
establecer un programa de monitoreo de calidad de agua, utilizando un protocolo sencillo, que
permite continuidad del monitoreo a intervalos preferentemente mensuales. EI monitoreo en
Puerto Morelos fue realizado con apoyo del Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos y

CEMIE-Océano.

Il. METODOS
1.1 Trabajo en el mar
[11.1. Seleccion de los sitios y tiempos de muestreo

Un criterio para la seleccion de los sitios para el monitoreo de la calidad de agua sera buscar
un gradiente desde una fuente de la contaminacion hacia aguas mas lejanas de esta fuente. En
el caso de las mareas marrones de sargazo, esta corresponderia con un transecto desde la costa
hacia mar adentro. Es recomendable tener mas de una réplica de tal gradiente; i.e. se
establece varios transectos, dependiendo del esfuerzo y los recursos disponibles. La

frecuencia del muestreo minima recomendable es mensual.
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En el caso del PNAPM, se seleccionaron 4 transectos en la laguna arrecifal, de la costa al
arrecife, cada uno con tres estaciones de muestreo (costero, media laguna y cercana a la
barrera arrecifal, Fig. 1). En estos transectos se determiné la calidad de agua a intervalos

mensuales o bimestrales.

[1.1.2. Monitoreo de calidad del agua

Con una sonda multiparamétrica se determina la temperatura, la conductividad, salinidad, pH,
turbidez y oxigeno disuelto. Considerando que la concentracion de oxigeno en el agua tiende
a bajar durante la noche por la ausencia de fotosintesis de productores primarios, se
recomienda medir el oxigeno durante las primeras horas de la mafiana. También se
recomienda un sensor de turbidez, o alternativamente que determine la extincion de luz en la
columna de agua, midiendo la irradiacion activa para la fotosintesis (PAR, por sus siglas en
inglés; i.e., Photosynthetic Active Radiation) a distintas profundidades predeterminadas.

En el caso de determinar la concentracion de nutrientes en muestras de agua, se
recomienda una muestra de agua superficial en cada estacién, y el volumen y el nimero de
muestras puede variar dependiendo de los requisitos del laboratorio donde se procesan las
muestras. El agua de la mar colectada se colocara en frascos previamente lavados con jabén
libre de fosfatos y HCI 10%, y enjuagados con agua desionizada. Antes de colocar las
muestras en los frascos, se pasan por un filtro con poro de 0.22 um (Millipore) para eliminar
particulas pequefias en el agua, y una vez en el frasco, se afiaden 2-3 gotas de cloroformo. Las
muestras se colocan sobre hielo inmediatamente después de su colecta y se congelan a -20°C
hasta su posterior andlisis. Las muestras se mantienen congeladas hasta su analisis en un
laboratorio especializado para determinar nutrientes. En la hoja de campo (Hoja 1) se registra

la localidad, estacion, fecha y hora de muestreo, nimeros de los frascos con las muestras del
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agua superficial y en observaciones se mencionan caracteristicas generales tales como “agua
marron”, “lluvias fuertes”, “presencia de desagues dulce”, etc. y si se aplica, nUmeros de

registro de los dataloggers, etc.

11.2 Trabajo de laboratorio

Las técnicas para la determinacion de las concentraciones de nutrientes en el agua dependen
del laboratorio donde serdn procesadas. Se recomienda que minimo se determinen las

concentraciones de amonio, nitritos, nitratos y fosfatos.

11.3. Trabajo de gabinete

Se recomienda transferir los datos de las sondas directamente a la base de datos. Los datos de
nutrientes se capturan para cada estacion de muestreo. Se recomienda hacer una verificacion
preliminar de los datos, el cual consiste en eliminar los datos que se hayan registrado en estado

de transicion entre los puntos consecutivos de muestreo.

Con los datos de sensor 2P1 de LICOR se puede calcular el coeficiente difuso de extincion de

PAR (Kd) de la siguiente manera:

Kd = -1/z In [PAR(z)/PAR(0)] Z PAR(0)]

Z= profundidad en metros (o diferencia en profundidad entre dos mediciones simultaneas)

PAR(Z) = irradiancia a la profundidad z

PAR(0)=irradiancia al superficie del agua
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I11. INDICES

Se presentan los valores determinados de los parametros por estacién por muestreo

IVV. Materiales y equipos necesarios para la calidad de agua

Preparacion antes de salir al campo

Frascos de 250 mL (o de otro volumen dependiendo de los requisitos del laboratorio
donde se procesaran las muestras)

Jabon libre de fosfatos para lavar los frascos

Acido clorhidrico al 10% para limpiar los frascos

Agua deionizada para enjuagar los frascos

Acciones: Programar el equipo de adquisicién de datos e imprimir los formatos de
campo

Para trabajo de campo

Embarcacion equipada con suficiente gasolina

GPS

Cémara fotogréafica (opcional)

Sonda Multiparamétrica

Frascos de 250 mL (volumen depende del laboratorio donde se procesaran las muestras)
para muestras (24 frascos para el disefio en este protocolo)

Cloroformo y aplicador de gotas

Hielera con hielo

Tablas de acrilico /formatos de campo

Lapiz
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Congelador a -20°C para preservar las muestras
Refrigerador
Filtros de 0.22um

Jeringa Milipore con dispositivo para filtrar las muestras
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FIGURAS
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Fig. 1. (A) Mapa del &rea de estudio de Puerto Morelos; (B) sitios de monitoreo mensual de
calidad de agua en la seccion norte de la laguna arrecifal; (C) sitios de monitoreo mensual de
calidad de agua en la seccién sur de la laguna arrecifal. Los cinches amarillos indican los
puntos en los transectos de costa hacia el arrecife
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Fig. 2. Trabajo de campo. (A y B) midiendo la calidad de agua sobre el dosel de una pradera
de pastos marinos somero con una sonda multiparamétrica
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Hoja 1. Formato de registro de datos de campo para monitoreo de la calidad de agua

Localidad

Fecha

Condiciones de tiempo

Observador

Estacion | GPS Hora |[Replica frasco Observaciones
Long Lat #
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Hoja 2. Formato de captura de andlisis de muestras de agua
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Frasco

[amonia]

[nitritos]

[nitratos]

[fosfatos]

[otros]
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