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

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

2.2

1 INTRODUCCION

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

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

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

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

2 OBIJETIVOS

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

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

Objetivos especificos

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

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

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

3 METODOLOGIA

3.1 Area de estudio

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

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

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

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

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

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

y 2).

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

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

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

3.2 Preparativos salida al campo

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

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

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

3.3 Trabajo de campo para la elaboracion de Lineas Base

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

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

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

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

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

Valdez-Moreno et al. (2019).

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

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

4 DESCRIPCION DE LOS SITIOS DE RECOLECCION DE MUESTRAS

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

20



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

4.4 Kantemo

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

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

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

4.5 Laguna Noh Bec

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.9 Manantiales de Pedro Baranda

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

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

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

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

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

4.11 Laguna de Silvituc

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.14 Laguna Xul-Ha

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

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

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

38



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

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

4.15 La Sabana

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

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

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

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

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

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

4.17 El Manantial

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

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

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

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

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

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

45



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

Figura 70. Laguna Azul, preparando muestra colectada.
Fotografia: José Angel Cohuo Colli/ECOSUR, 2021.

4.19 Cenote Rio Hondo

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

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

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

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

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

Figura 75. Cenote Cocodrilo Dorado, trampa de luz.

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

Fotografia: Manuel Elias Gutiérrez/ECOSUR, 2021.

5 TRABAJO DE LABORATORIO

5.1 Separacidon de muestras

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

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

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

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

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

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

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

6.5.1
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Extraccion y amplificacion de ADN.

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

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

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

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

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

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

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

Identificacion de los especimenes

La identificacion molecular se realizd en el propio sistema BOLD o mediante la técnica de
BLAST en GenBank y sélo se considerd hasta el nivel de especie cuando la divergencia fue de
3% o menos. Para el rango de género se considerd hasta un 10%-12% de divergencia.
Finalmente, para taxones superiores ya sea nivel de familia, subfamilia u orden se
consideraron valores por arriba del 12%, pero menores del 20%. Cada taxdn identificado,
independientemente del nivel (especie a orden) se consideré una Unidad Taxondmica
Operacional (OTU, por sus siglas en inglés).
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