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RESUMEN

La presencia de complejos de especies cripticas (especies que no se pueden distinguir
facilmente solo por su morfologia) es comun en los rotiferos. Un claro ejemplo es el
complejo de especies Lecane bulla, que se caracteriza por ser una de las especies mas
importantes del género Lecane, que exhibe variaciones morfolégicas, plasticidad
fenotipica y se encuentra en una variedad de ecosistemas acuaticos en todo el mundo.
Lo anterior ha dificultado su descripcion, convirtiéndolo en un reto taxonémico. El objetivo
de este trabajo fue describir el complejo de especies L. bulla en los ecosistemas acuéticos
de Quintana Roo usando un enfoque taxondmico integrativo. Se colectaron organismos
en diferentes ecosistemas acuaticos (dolinas, pozas temporales, laguna costera y lago
carstico) de Quintana Roo y cultivaron en cepas en condiciones de laboratorio por un
periodo de tres meses. Los resultados del andlisis de morfometria geométrica y las
comparaciones morfoldgicas indicaron que L. bulla posee dos morfotipos con diferente
tamafo del cuerpo y forma del pie, dedo y ufias que se nombraron: morfotipo grande (G)
y morfotipo pequefio (C). El porcentaje de divergencia oscilé entre 3.1 a 9.6%, la
diversidad haplotipica fue de 0.12 a 0.78 y la nucleotidica de 0.002 a 0.11, con la
presencia de seis haplotipos. Los experimentos de entrecruzamientos determinaron que
el aislamiento reproductivo en Quintana Roo se presenta en dos formas: (1) presencia de
flujo genético en diferentes niveles, pues los machos fueron capaces de producir huevos
de resistencia con hembras diferentes a la de su propia poblacion, siempre que estas
hembras fueran del mismo morfotipo; (2) ausencia de flujo genético, puesto que los
machos no fueron capaces de producir huevos de resistencia con hembras diferentes a
las de su propia poblacién en ninguna ocasién. Hubo diferencias en las caracteristicas
demograficas; el morfotipo grande (G) presentd: esperanza de vida corta, crecimiento
intrinseco positivo, tiempo generacional breve y un nimero bajo de descendientes que
alcanzan la maduracion sexual de forma acelerada, mientras que en el morfotipo
pequefio (C) ocurrié lo contrario. Con toda esta informacion se proponen dos nuevas

especies para este complejo: Lecane ricomartinensis sp.nov y Lecane mayaensis sp.nov.
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ABSTRACT

The presence of complexes of cryptic species (species that are not distinguishable based
only on morphology) is common in rotifers. One clear example is the species complex
Lecane bulla, which is characterized as one of the most important species of the genus
Lecane, it exhibits morphological variation, phenotypic plasticity and is found in a variety
of aquatic ecosystems worldwide. The above mentioned has made it difficult to describe
and it represents a taxonomic challenge. The objective of this study was to describe the
complex of species L. bulla in the aquatic ecosystems of Quintana Roo using an
integrative taxonomic approach. We collected organisms from ten aquatic ecosystems
(dolines, temporary pools, coastal lagoon and karstic lake) of Quintana Roo and strains
were cultivated under laboratory conditions for three months. The geometric
morphometric analysis and the morphological comparisons indicated that L. bulla has two
different morphotypes associated to body size and the foot shape, finger and nails.
Morphotypes were therefore named: large morphotype (G) and small morphotype (C). Six
different haplotypes were identified based on the percentage of genetic divergence, which
ranged from 3.1 to 9.6%, the haplotypic diversity of 0.12 to 0.78 and the nucleotide
diversity was 0.002 to 0.11., The cross-mating experiments determined that reproductive
isolation in Quintana Roo occurs in two ways: (1) Presence of gene flow at different levels,
as males were able to produce resistance eggs with females different from their own
population, provided that these females were from the same morphotype (2) abscense of
gene flow, since the males were unable to produce resistance eggs with females different
from their own population. There was variation in demographic characteristics. The large
morphotype (G) presented: short life expectancy, intrinsic positive growth, short
generational time, and a low number of descendants that reach sexual maturation in an
accelerated manner, while in the small morphotype (C) the opposite occurred. With all this
information, two new species are proposed for this complex Lecane ricomartinensis

sp.nov and Lecane mayaensis sp.nov.

XVi



1. INTRODUCCION

La diversidad de las especies se refiere a la variedad de organismos vivos del planeta, la
cual es clave para medir la biodiversidad (Butlin et al., 2009). Las diferencias dentro de
una especie o entre especies es producto de las estrategias de adaptacion que han
evolucionado y que se han acumulado a lo largo del tiempo (Challenger y Soberdn, 2008).
Por lo tanto, su delimitacion debe considerar la variabilidad desde el nivel genético,
pasando por los diferentes ecosistemas que habitan, asi como los aspectos relacionados

con la dindmica poblacional (Perales y Aguirre, 2008).

En la actualidad se han reportado entre 1.5 y 2 millones de especies alrededor del mundo
(Chapman, 2009). En México se han descrito cerca de 108,519 especies, que
representan el 10% de la diversidad del planeta en una sola nacién (Sarukhan et al.,
2009). De ese numero, el 70% se encuentra en la region tropical del pais, conformada
por los estados de: Guerrero, Chiapas, Oaxaca, Veracruz, Campeche, Yucatan y
Quintana Roo (SEDATU, 2017).

El estado de Quintana Roo es conocido por su alta diversidad tanto en ecosistemas
terrestres como acuaticos, posee el 7.3% (7,938) de las especies descritas para México
(Pozo et al.,, 2011). Un gran numero de esas descripciones corresponden al grupo
biolégico de los animales con 5,283 especies (Pozo et al., 2011). Sin embargo hay grupos
como los invertebrados de los cuales se conoce poco como el zooplancton. Esto se refleja
en la falta de informacién taxonémica para grupos de importancia en los ecosistemas
acuaticos como los rotiferos (CONABIO, 2018).

Los rotiferos son organismos microscopicos que habitan diferentes ecosistemas
acuaticos (Segers, 1995). Su importancia reside en ser el soporte de los niveles tréficos
superiores como los peces (Malekzadeh-Viayeh et al.,, 2014), convierten a los
productores primarios (algas y bacterias) en una forma aprovechable para los
consumidores secundarios (larvas de insectos y peces), produciendo mas del 30% del

total de la biomasa del plancton de los ecosistemas acuaticos (Serrania-Soto, 1996).
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Pese a su importancia, el estudio de los rotiferos dentro de los ecosistemas acuaticos en
Quintana Roo (estimados en un numero superior a las 6,717 formas) (Aguilar et al., 2016)
ha sido: escaso, fragmentado en tiempo y espacio e incluso inexistente (Suarez-Morales
y Elias-Gutiérrez, 2003). Del 52% (2,049) de las especies invertebradas que habitan
algun tipo de ecosistemas acuético en el estado, solo el 5% (118) corresponde a los

rotiferos (Elias-Gutiérrez y Garcia-Morales, 2011).

La falta de descripciones en los rotiferos se atribuye a que muchas especies de rotiferos
han sido consideradas como cosmopolitas, incluido el monogononta Lecane bulla (Gosse
1851) (Segers, 1995). Esta especie se caracteriza por ser uno de los miembros mas
diversos del género Lecane (Segers, 1996); presenta variaciones morfoldgicas, alta
plasticidad fenotipica y se encuentra en diferentes fuentes de agua en todo el mundo.
Recientemente fue catalogada como un complejo de especies cripticas distribuido en
diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo (Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez,
2013).

Por lo cual el objetivo general del presente trabajo fue describir la morfometria y
morfologia, el nimero de haplotipos, la presencia de aislamiento reproductivo y las
caracteristicas demogréficas del complejo de especies L. bulla que habita en diferentes

ecosistemas acuaticos de Quintana Roo desde el enfoque de la taxonomia integrativa.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades de los rotiferos

Los rotiferos son un grupo pequefio de invertebrados acuaticos microscépicos que llegan
a medir de 50 hasta 2000 pum de longitud. Se encuentran entre los organismos
planctonicos mas abundantes y constituyen un vinculo crucial entre los niveles tréficos
en los ecosistemas acuaticos en todo el mundo (Sarma et al., 2017). Los rotiferos se han
estudiado durante mas de doscientos afios y hasta la fecha se han descrito unas 2000
especies (Segers y De Smet, 2008); la mayoria de ellas (1600) se encuentran dentro del
grupo Monogononta (Nogrady et al., 1993). Anatdbmicamente los rotiferos poseen tres

regiones funcionales (Serrania-Soto, 1996) (Figura 1):

1. Cabeza: Se localiza en la region anterior del cuerpo, en la cual se encuentra una
estructura llamada corona, formada por una serie de cilios cuya funcién es la
captura de alimento.

2. Cuerpo: También llamado tronco, puede tener forma alargada o de saco. En su
interior se encuentra una faringe muscular llamada méastax. Dentro del mastax se
encuentran unas mandibulas llamadas trofi, que ayudan en el proceso de
alimentacion. El trofi es un rasgo taxonémico para la identificacion no solo a nivel
de familia, sino también a nivel de géneros y en algunos casos, de especies.

3. Pie: Su conformacion es variable, mas o menos movil, frecuentemente con dedos.

La funcion del pie y los dedos es ayudar a la fijacién en el sustrato.

De acuerdo con Dumont (1983), los rotiferos son considerados de amplia distribucion
pues han mostrado tolerancia con respecto a factores como: temperatura, pH, oxigeno
disuelto, salinidad, entre otros. Aunque los miembros de este Phylum son
fundamentalmente dulceacuicolas, ya que mas del 90% de las especies conocidas son
habitantes de estos ecosistemas (Cervantes-Martinez et al., 2012), algunas especies se
encuentran en aguas salobres o en ambientes marinos. En los rotiferos predominan las
formas solitarias plancténicas, semiplancténicas y bénticas; sin embargo, también existen

formas coloniales, de vida libre o sésiles las cuales son menos abundantes (Sarma et al.,
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2017). Las zonas litorales albergan una mayor riqueza de especies en comparacion con

las zonas pelagicas (Segers, 1995).

Mastax

Cuerpo o tronco

Figura 1. Morfologia general de un rotifero Monogononta (Fotografia: Microscopio Imager A2, Axio ZEISS
a 20x. Lecane bulla colectado en Cancun, Quintana Roo0).

2.2 Ciclo reproductivo de los rotiferos

Los rotiferos monogonontos se reproducen por partenogénesis ciclica, la cual involucra
una fase asexual denominada amictica y otra sexual llamada mictica (Alvarado-Flores et
al., 2017). En la fase asexual solo participan las hembras, la reproduccion es clonal, el
genotipo es simplemente copiado por mitosis (no hay recombinacion). Esta fase produce
huevos diploides, con cascarones suaves y delgados (Cervantes-Martinez et al., 2012).
La fase sexual puede iniciar después de cambios en el ambiente como las épocas de
sequia, incremento de temperatura, baja cantidad de alimento, baja concentracién de
oxigeno o de pH, una alta densidad de organismos, presencia de depredadores, entre
otros factores (Walsh et al., 2017). Durante la etapa sexual se producen hembras
micticas, llamadas asi porque producen huevos haploides por meiosis de los cuales
eclosionaran machos que fecunden a las hembras iniciando asi la reproduccion sexual
(Hanson et al., 2013). La fertilizacion se realizara en la etapa temprana de la vida de la
hembra, ya que en este periodo su tegumento es suave y el macho no tendra problemas
en fecundarla (Yin et al., 2016). Los machos suelen ser mas pequefios y carentes de
aparato digestivo, el aparato reproductor suele ocupar gran parte del cuerpo con un pene

bien desarrollado dependiendo de la especie (Nogrady et al., 1993). Suelen estar listos
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para copular una hora después de haber eclosionado, son muy activos y excelentes
nadadores pues poseen una corona con una gran cantidad de cilios que les proporciona
dicha movilidad (Smith, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo reproductivo del rotifero monogonontos Brachionus plicatilis. 2n son huevos diploides
mientras que n son huevos haploides. Modificado de Mills, 2006.

2.3 Mecanismos de dispersion

La partenogénesis ciclica al combinar la fase asexual y sexual, garantiza la colonizacién
y dispersién de los rotiferos en diferentes ecosistemas acuaticos. La reproduccion
asexual conduce al rapido crecimiento de la poblacion, lo cual les permite responder
rapidamente a casi cualquier sefial en el ambiente (hacinamiento, depredacion,
competencia), asegurando su permanencia en el mismo (Alvarado-Flores et al., 2017).
La fase sexual permite el desarrollo de quistes o huevos de resistencia, con cascarones
gruesos y ornamentados, resistentes a la desecacion, al frio y transporte (Denekamp et
al., 2010). Dentro de estos se encuentran embriones que proporcionan genotipos
recombinantes que se encuentran a disposicion a través del tiempo y el espacio

esperando condiciones ambientales favorables para eclosionar (Walsh et al., 2017).

21



2.4 Diversidad de rotiferos en los ecosistemas acuaticos

Determinar la diversidad total de los taxones en los ecosistemas acuaticos dulceacuicolas
es una tarea ardua y los recursos para la diversidad suelen ser limitados (Ruhi y Batzer,
2014). El estudio de ciertos grupos taxondmicos puede ayudar a predecir la variacion en
la diversidad de especies en otros grupos taxonomicos (Gaston, 1996). Esto permitiria
que la conservacion fuera potencialmente mas eficiente pues aunque hay una creciente
conciencia de la importancia de la conservacién y manejo de los cuerpos de agua dulce
(Bartout et al., 2015), estos no siempre son considerados como reservorios de la
diversidad de especies (Mellin et al. 2011).

En los ecosistemas acuéticos los estudios de grupos indicadores de la diversidad de
especies, han incluido a los rotiferos (Cervantes-Martinez et al.,, 2018). En términos
generales son faciles de monitorear y suelen mostrar relaciones solidas y previsibles con
otros grupos de invertebrados (Pearson, 1994). En México se cuenta con un inventario
de 303 formas de rotiferos (Sarma et al., 2009), pero se cree que este numero puede ser
superior, pues menos del 1% de los ecosistemas acuéticos del pais ha sido analizado.
La mayoria de los estudios en México se han realizado principalmente en ecosistemas
acuaticos de gran extension, de origen volcanico o en grandes presas como es el caso
de El nevado de Toluca, Laguna de Alchichica o presa El Ocote en Aguascalientes,

localizados en la parte centro y norte del pais (Smirnov y Elias-Gutiérrez, 2011).

El estudio de la diversidad de especies que habitan los ecosistemas acuaticos en el sur
del pais, particularmente en Quintana Roo, son limitados a pesar a la enorme cantidad
de ecosistemas permanentes y temporales que caracterizan al estado (Aguilar et al.,
2016). Si bien en Quintana Roo los ecosistemas acuaticos comparten un origen comun,
pues se encuentran en una plataforma calcarea rica en carbonatos que se originé en el
Cenozoico, sus caracteristicas particularidades y la diversidad de especies que en ellos
habitan no pueden generalizarse (Lagomasino et al., 2015). Se ha documentado que los
ecosistemas acuaticos pueden varian en la concentracion de nutrientes, clorofila,

concentracion de oxigeno disuelto, conductividad eléctrica, fisiografia e incluso su
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hidroperiodo lo que es determinante para sostener diferente diversidad de especies
(Cervantes-Martinez, 2005).

En Quintana Roo, uno de los primeros estudios para determinar la distribucion y
diversidad de rotiferos fue realizado en dos cenotes cercanos entre si, ubicados en la
parte central del estado. Se report6 la presencia de 15 familias de rotiferos y se concluyé
que en los sistemas carsticos los rotiferos varian en sus patrones de sucesion,
distribucion, abundancia y tamarfio dependiendo del tipo de ecosistema acuatico en el que
se desarrollan y que ademas presentan una variacion en su diversidad estacional y

temporal (Cervantes-Martinez, 2005).

En el estado la diversidad de rotiferos ha sido explorada en sistemas acuéticos
localizados principalmente en la zona centro-sur; los resultados han demostrado la
presencia de 118 especies de rotiferos, provenientes de muestras colectadas de la region
litoral, limnética y peléagica (Elias-Gutiérrez y Garcia-Morales, 2011). Las familias que
albergan una mayor diversidad de especies de rotiferos en Quintana Roo son: la
Brachionidae (13 especies), Colurellidae (13 especies) y Lecanidae (38 especies)
(Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez, 2004). Las especies mas comunes son: Keratella
americana, Lecane arcula, L. bulla, L. cornuta, L. crepida, L. hastata, L. hornemanni, L.

lunaris, L. obtusa y Dissotrocha aculeata (Elias-Gutiérrez y Garcia-Morales, 2011).

La region centro-norte del estado de Quintana Roo no sido explorada, los registros
mencionados anteriormente (parrafo anterior) no reflejan la diversidad de rotiferos en esa
area, por lo cual hay probabilidad de registrar nuevas especies habitando en los

ecosistemas acuaticos de esa zona (Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez, 2013).

2.5 Retos de la identificacion de rotiferos

La diversidad de los rotiferos que habitan los ecosistemas acuaticos se encuentra
subestimada (Ortells et al., 2000) ya que su plasticidad fenotipica que presentan
representa un gran reto para su taxonomia. La plasticidad se refiere a la capacidad que

tiene un organismo de cambiar sus estructuras morfolégicas cuando se presentan
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cambios en los factores bidticos como el tipo de alimento, densidad, depredacion entre
otros y/o abidticos como la temperatura, salinidad, pH, etc. y cuando las condiciones se

reestablecen estos organismos vuelven a su estructura normal (Stelzer y Snell, 2003).

Debido a que los rotifero son susceptibles a presentar plasticidad fenotipica, los analisis
para estimar la diversidad basados Uunicamente en informacion morfolégica pueden no
diferenciar a las especies cuando la variacion intraespecifica se superpone a la variacion
interespecifica (Fontaneto et al., 2005). La taxonomia tradicional para clasificar a los
rotiferos se basa en la descripcidon morfoloégica de sus formas fisicas, por lo tanto
plasticidad fenotipica hace que la identificacion de las especies sea altamente

problematica y por ende confusa.

Otro retro para la identificacion de rotiferos es que varias especies de rotiferos
consideradas cosmopolitas son de hecho, complejos de especies cripticas (Fontaneto,
2014). De acuerdo a la definicion de Pfenninger y Schwenk (2007), las especies cripticas
"son dos 0 mas especies distintas que se clasificaron como una sola especie debido a su
similitud morfolégica". Para resolver este problema es importante determinar los
haplotipos que pueden existir dentro de los morfotipos asignados en cada complejo,

entendiéndose a estos como:

Haplotipo: Como la suma total del material hereditario que tiene un organismo y el cual

puede ser heredado (Purcell et al., 2007).

Morfotipo: Caracteristicas morfoldgicas que puedan diferencia a los individuos dentro de

una poblacién (dependiendo el autor, también se le puede denominar morfoespecie).

En otras palabras, una poblacion presenta un solo haplotipo es decir posee material
genético exclusivo de su especie, pero en una poblacion los individuos puede poseer
diferentes morfotipos y seguir siendo la misma poblacion. Por lo cual, la taxonomia que
se basa Unicamente en la morfologia del organismo, puede en ocasiones no ser suficiente

para determinar la presencia de especies cripticas (Zink, 1996).
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Un reto adicional para determinar la taxonomia de los rotiferos es la formacion de nuevas
especies como producto del aislamiento reproductivo (Schréder y Walsh, 2010).
Actualmente diferentes mecanismos geograficos, naturales y/o selectivos han hecho que
muchos organismos incluidos los rotiferos se hayan dividido en dos o mas sub-
poblaciones (Snook et al., 2009). Lo anterior hace que el flujo genético entre poblaciones
quede interrumpido y con el paso del tiempo se puedan acumular diferencias genéticas
que impedira o dificultara el cruzamiento entre organismos, que anteriormente se
consideraban la misma especie llevandolas eventualmente al aislamiento (Pelletier et al.,
2009). Este proceso favorece la especiacién por lo tanto, para determinar la taxonomia
en poblaciones de rotiferos es importante determinar el comportamiento de reproductivo

entre poblaciones de diferentes habitats.

Ademas, las diferencias en las caracteristicas demograficas de los rotiferos, las cuales
estan relacionadas a la diferenciacion de nichos dentro de los ecosistemas acuaticos y
pueden contribuir a la coexistencia y evolucion de las especies (Montero-Pau et al., 2014).
Los experimentos de tablas de vida representan uno de los métodos mas extendidos para
estudiar la vida y la dinamica de una poblacion de interés (Xiang et al., 2016). Sus
resultados derivan directamente de la vida de un organismo por ejemplo, la tasa de
crecimiento instantaneo, tasa reproductiva neta, expectativa de vida y tiempo de
generacion (Cieplinski et al., 2018). Por lo cual la investigacion de diferencias en los
parametros demograficos de los rotiferos puede ayudar a evaluar los limites de las

especies y sus preferencias ecoldgicas (Rissler y Apodaca, 2007)

2.6 Herramientas para la identificacion de rotiferos

Con el fin de aportar evidencia complementaria que permita delimitar y describir mejor a
las especies de rotiferos y esclarecer su taxonomia, cada vez es mas recurrente la
aplicacion de diferentes herramientas de forma simultanea. Estas herramientas pueden
ser métodos moleculares en combinacion con aspectos morfolégicos, ademas de analisis
morfométricos, en conjunto con datos de entrecruzamientos. También se ha propuesto
utilizar otras fuentes de informacion como los parametros demograficos con un enfoque

taxondmico integrador. Esto ha utilizado exitosamente por Mills et al., (2017) en el
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complejo de especies Brachionus plicatilis, por Michaloudi et al., (2018) en el complejo
de especies B. calyciflorus y recientemente por Kordbacheh et al., (2019) en el complejo

de especies Euchlanis dilatata.

2.6.1 Herramientas morfologicas y morfométricas

Para determinar la diversidad de rotiferos se utiliza la taxonomia basada en caracteres
morfolégicos, pero los caracteres taxondmicamente informativos pueden variar
dependiendo la especie en estudio. Por ejemplo, para identificar especies del género
Brachionus es recurrente el uso del tamafio de las espinas (Fu et al., 1991), en cambio
para identificar especies del género Dicranophorus la descripcion del trofi es crucial
(Jersabek, 1998), o en el caso del género Lecane, los caracteres morfolégicos como la
estructura de la lorica, la apertura de la cabeza o la placa ventral y dorsal son

indispensables para determinar la taxonomia de las especies (Segers, 1994).

Los caracteres morfoldgicos se observan de forma tradicional al microscopio y a partir de
las discontinuidades en la variacion de éstos es posible distinguir entre especies (Leliaert,
et al., 2014). Sin embargo, con el desarrollo de herramientas como la morfometria, los
organismos pueden ser sujetos a andlisis cuantitativos. Por lo cual los estudios
morfométricos se utilizan como una herramienta cuantitativa adicional para comparar

diferentes formas de manera clasica y geométrica.

La morfometria clasica mide los cambios morfolégicos que se producen en los
organismos con base a sus dimensiones lineales. Los resultados que se obtienen de
estas variables son datos numéricos que describen diferencias en el tamafio y no
permiten la visualizacion de los cambios en forma (Zelditch, et al., 2004). La morfometria
geomeétrica por su parte ha demostrado ser muy efectiva para descomponer la variacion
gue resulta de la fisiologia de los individuos y de la escala en que fueron hechas las
mediciones (variacion del tamafio), por lo cual es una herramienta robusta que permite

cuantificar la "forma pura" (Gunz et al., 2005).

En este sentido, la morfometria geométrica ha sido aplicada exitosamente para analizar

detalles minuciosos acerca de la forma y el tamafio en diferentes especies, con
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mediciones que estan basadas en puntos de referencia nombrados “landmarks
(Gamarra et al., 2011). Estos puntos son definidos como coordenadas colocadas en un
objeto en dos o tres dimensiones en un espacio de medidas (Watts et al., 2015). Por
ejemplo en Brachionus calyciflorus, B. plicatilis y Bdelloidea donde anteriormente la
morfometria clasica no habia sido Gtil para identificar especies dentro del complejo, la
seleccion de estos puntos fue fundamental para la interpretacion de la variacion de la
forma (Fontaneto et al., 2004, 2005, 2007; Michaloudi et al., 2018).

2.6.2 Marcadores moleculares: Gen citocromo c oxidasa | (COI)

Las tecnologias basadas en el estudio del Acido Desoxirribonucleico (ADN) son cada vez
mas usadas para acelerar la identificacion de las especies y avanzar en el conocimiento
sobre la diversidad (Hogg y Hebert, 2004). En el 2003 se propuso con éxito el uso de un
fragmento del gen mitocondrial que codifica para la subunidad | de la enzima citocromo
C oxidasa (COI) como un marcador universal para el reconocimiento de las especies
(Hebert et al., 2003). Para la amplificacion de este gen se han reportado diversos juegos
de cebadores universales (Folmer et al., 1994) que han sido exitosos para amplificar el
gen y obtener secuencias de los rotiferos monogonontos y Bdelloideos (Birky, 2007). En
la actualidad, las secuencias del gen COI aportan informacién complementaria para la
taxonomia tradicional y permiten la identificacion de las especies cripticas; ademas
aportan informacién importante para identificar taxones que requieren de una

investigacién exhaustiva (Chen et al., 2011).

El gen COI ha sido utilizado como marcador molecular en diversos trabajos enfocados al
analisis de la diversidad criptica y los patrones de distribucion de los rotiferos. En la Tabla
1 se presentan algunos trabajos realizados para analizar la divergencia genética usando
el gen COI en rotiferos. El uso de estos marcadores moleculares han permitido un gran
avance en el estudio de la diversidad genética en muchos grupos taxonémicos (Pifiero et
al., 2008).

27



Tabla 1. Divergencia genética usando el marcador COIl en diferentes rotiferos monogonontes.

Divergencia genética en el gen
Especie COl (%) Referencia

Brachionus plicatilis <13.3 dentro de los clados Mills et al., 2017
211.9 entre clados

B. calyciflorus 0.0-13 Gilber y Walsh, 2005; Li et al., 2010
Epiphanes senta 10.9-12.5 Schroder y Walsh (2007)

Lecane bulla 09-16 Walsh et al., 2009

Polyarthra dolichoptera <4.4 dentro de los clados 5-24  Obertegger et al., 2014

entre los clados

Testudinella clypeata 0.16-4.5 dentro los clados Leasi et al., 2013
16.7-27.7 entre los clados

Existen diversos parametros para analizar la diversidad genética los que generalmente
se usan para evaluar la variacion genética en el ADN mitocondrial (MADN) son la
diversidad haplotipica (Hd) y la diversidad nucleotidica (11). La diversidad haplotipica es
la probabilidad de que dos haplotipos tomados al azar de una poblacién sean diferentes;
mientras que la diversidad nucleotidica es el numero promedio de diferencias

nucleotidicas entre dos secuencias escogidas al azar.

2.6.3 Aislamiento reproductivo

Los estudios genéticos son una herramienta fundamental para la delimitacion de las
especies, pero estos no determinan si las especies tienen la capacidad para el

intercambio genético a través de la reproduccion sexual (Bickford et al., 2007).

Entre las teorias para explicar cobmo se desarrolla el aislamiento reproductivo entre las
especies, se han sugerido mecanismos alopétricos (debido a barreras geograficas),
simpatricos (poblaciones que viven en las misma area geografica pero ocupan distinto
habitat) y parapatricos (poblaciones cuya area geografica tiene distribucion continua, pero
el flujo genético es modesto) (Coyne y Orr, 1997). Se ha argumentado que las barreras
reproductivas aparecen como subproductos de las adaptaciones a diferentes entornos

geograficos y que las poblaciones que se adaptan acumulan diferencias genéticas y estas
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eventualmente pueden conducir a la especiacion (Snell y Hawkinson, 1983; Sobel et al.,
2010).

En este sentido, los experimentos de entrecruzamiento sexual tienen el potencial de
determinar si la variacion genética entre las especies cripticas en los rotiferos esta
acompafnada por un aislamiento reproductivo (Gilbert y Walsh, 2005; Wiwegweaw et al.,
2009). En pocos estudios se han examinado el aislamiento reproductivo entre las

especies cripticas de rotiferos.

Por ejemplo, Xiang et al., (2011) llevaron a cabo experimentos de apareamiento cruzado
entre especies cripticas de B. calyciflorus y consideraron la produccion de huevos en
reposo como el indicador del apareamiento exitoso. Otros autores han estudiado el
aislamiento reproductivo entre especies cripticas antes y después del apareamiento
como en el complejo de especies de B. plicatilis (Rico-Martinez y Snell, 1997; Suatoni et
al., 2006), B. calyciflorus (Gilbert y Walsh, 2005) y/o E. senta (Schroder y Walsh, 2007,
2010). Las pruebas de entrecruzamiento sexual pueden ayudar a determinar la presencia
de aislamiento reproductivo y aumentar la confianza en la delimitacidén de los limites de

las especies.

2.6.4 Demografia de la tabla de vida.

La demografia de la tabla de vida es importante para comprender la dinamica de la
poblacién del zooplancton (Xi et al.,, 2013). Los estudios demogréaficos pueden
proporcionar informacion valiosa sobre la idoneidad de las condiciones ambientales para
el zooplancton (Ma et al., 2010) como puede ser su mortalidad y fecundidad,
supervivencia, promedio de vida util, tiempo de generacion y/o la tasa de crecimiento de
la poblacion (Saucedo-Rios et al., 2017).

Tal es el caso de Keratella cochlearis donde encontraron diferencias significativas entre
sus tres haplotipos en sus caracteristicas demograficas, comprobando que la diversidad

genética puede reflejarse ademas en la demografia de la especie (Cieplinski et al., 2018).
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2.7 ¢ Qué se sabe sobre los complejos de especies en rotiferos?

Los rotiferos poseen la capacidad de dispersion mediante sus huevos de resistencia, lo
gue ha hecho creer que estos tienen distribuciones cosmopolitas (Walsh et al., 2017). Sin
embargo, la aplicacion de métodos moleculares, morfolégicos, de comportamiento
reproductivo y demografico ha revelado que en realidad poseen un alto numero de

complejos de especies cripticas en el filo monogononta (Fontaneto, 2014) (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de complejos de especies identificados en los rotiferos aplicando diferentes herramientas:
N= numero de especies cripticas potenciales; Referencias= documentos sobre de cada complejo;
Herramienta utilizada para su determinacion: 1= Morfologia y/o morfometria: 2= Moleculares; 3=
Experimentos de entrecruzamiento reproductivo; 4= Aspectos demogréficos

Complejo de especies N Referencia 1 2 3 4
Ascomorpha ovalis 2 Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez, 2013 X
Brachionus calyciflorus 6 Michaloudi et al., 2018 x X
B. forficula 2 Geetal, 2012 X
B. plicatilis 15 Mills et al., 2017 x X X X
B. urceolaris 2 Curini-Galletti et al., 2012 x
Ephipanes senta 3 Schroder y Walsh, 2007 x X X X
Keratella cochlearis 3 kordlinski et al., 2017, 2018 x X X
K. quadrata 2 Geetal, 2012 X X X
Mytilina ventralis 5 Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez 2013 X
Platyias quadricornis 2 Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez 2013 X
Synchaeta pectinata 5 Obertegger et al., 2012 X
S. tremula 5 Obertegger et al., 2012 X
Euchalis dilatata 2 Kordbacheh et al., 2019 x X X
Polyarthra dolichoptera 3  Obertegger et al., 2014 X X
Walsh et al., 2009; Garcia-Morales y Elias-
Lecane bulla 10 Gutiérrez (2013) X
L. cornuta 3 Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez (2013) X
L. crepida 2 Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez (2013) X
L. lunaris 2 Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez (2013) X
L. hastata 2 Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez (2013) X

Tipicamente, se usa una divergencia genética del > 3% para delinear especies en base a datos de secuencia (Hebert et al., 2003). Pero en estos estudios
se ha mostrado altos niveles de divergencia entre las secuencias.
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En la Tabla 2 se presentan estudios donde es notorio el uso en multiples herramientas
que permiten obtener resultados cada vez mas confiables y robustos. Sin embargo,
muchos trabajos han sido parciales o exclusivamente genéticos, por lo cual es deseable
gue estos complejos sean resueltos, sobre todo en aquellos cuyo niumero potencial de

especies es altamente diverso (Fontaneto, 2014).

En este contexto, el género Lecane se caracteriza como uno de los géneros mas diverso
del filo monogononta (Segers, 2008). Se estima que este género presenta cinco
potenciales complejos de especies que incluye a L. bulla. Se encuentra potencialmente
distribuido alrededor del mundo, con varias especies por describir y cuyo
aprovechamiento puede ser similar al ya ampliamente estudiado complejo Brachionus

plicatilis (Fontaneto, 2014)

2.8 Generalidades de Lecane bulla

La especie L. bulla es una de las 209 especies descritas para el género Lecane que es
considerado uno de los géneros mas ricos en especies de Rotifera (Segers, 2008).
Anteriormente L. bulla pertenecia a Monostyla, uno de los tres géneros propuestos
derivado del grado de fusion de los dedos (Koste, 1978). Sin embargo este caracter fue
considerado insuficiente para establecer diferentes géneros y por lo cual se decidio

combinar a estos en un unico género Lecane (Sharma, 1978).

En cuanto a su distribucién L. bulla comparte con el género una amplia distribucién, que
predomina en ambientes tropicales o subtropicales (Segers, 2007). Se caracteriza por
vivir principalmente en la parte litoral poco profunda de los ecosistemas acuéaticos donde
se alimentan de bacterias y detritus (Serrania-Soto, 2003). Acerca de sus caracteristicas
demograficas de acuerdo con Saucedo-Rios et al., (2017) son termoespecificos (25°C),

con un ciclo de vida promedio de siete dias y una tasa de crecimiento intrinseco positiva.

En cuanto a los machos, los reportes son pocos debido principalmente a la rareza de su
aparicion, la cual es una consecuencia de sus mecanismos de reproduccion (Segers,

1995). Dentro del género se han reportado 11 machos incluido el de L. bulla (Alvarado-
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Flores et al., 2017). Los machos tienen de manera general un cuerpo alagado, anillado
con dedos completamente separados (Segers y Rico-Martinez, 2000). Se ha propuesto
que debido a estas caracteristicas morfologicas los machos pueden ser usados como

clave en la sisteméatica en los rotiferos para poder delimitar especies (Sudzuki, 1999)

2.9 Lecane bulla: especie de estudio en los ecosistemas acuaticos Quintana Roo

De acuerdo con Kellogg y Shaffer (1993) el uso de determinados organismos es
necesario para obtener conocimiento partiendo de lo general a lo particular. Por lo tanto,
se han propuesto algunas especies como modelos que permiten obtener generalidades
gue pueden aplicarse para el resto de las especies que son similares, dado que no se

cuenta con el tiempo ni con los recursos para estudiar a todas las especies.

Lo anterior permite entender los procesos de como funciona la especie, las partes que lo
forman y el comportamiento que tiene, por lo tanto, estas especies modelo pueden ser

elegidas si cumplen con los siguientes criterios:

1. Que sea accesible, es decir que exista disponibilidad y variabilidad.
2. Que sea de facil manejo en laboratorio
Que los resultados que se obtengan sean facilmente extrapolables a otros

organismos

Con base a las consideraciones anteriores L. bulla es un excelente candidato de estudio,
pues de acuerdo con diferentes evidencias se sabe que es una especie comun y
frecuentemente registrada en las muestras de plancton colectadas en los ecosistemas
acuaticos de todo el mundo (Segers y Rico-Martinez, 2000). Se sabe que L. bulla no es
una especie cosmopolita adaptada a vivir en amplias condiciones ambientales, si no que
se trata de posibles especies especializadas a un ambiente determinado que presentan
alta variabilidad interespecifica (Saucedo- Rios et al., 2017). Una ventaja del uso de L.
bulla es que su mantenimiento en condiciones de cultivo en laboratorio requiere bajo

COsto y poco recurso para su crecimiento (Garcia-Morales com. per).
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En el estudio realizado por Walsh et al., (2009) reportaron tres especies cripticas (que no
fueron nombradas) dentro del complejo L. bulla, las cuales fueron encontradas en
simpatria en sistemas acuaticos del desierto de Chihuahua con una divergencia genética
entre el 12 al 15%. Por su parte Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez en 2013 al evaluar la
eficiencia del ADN mitocondrial del gen COI como herramienta para determinar la
divergencia entre especies, encontraron que L. bulla presenté 15 haplotipos distribuidos
en: Campeche, Ciudad de México, Veracruz y Quintana Roo, dentro de ocho poblaciones
divergentes. Finalmente, Moreno et al., (2017) realizaron la estimacion de la diversidad
de especies de rotiferos probando la aplicacion del cédigo de barras de ADN en huevos
de resistencia en la regién Mediterranea: Encontraron 35 unidades taxondmicas
operativas (OTU), revelando cuatro complejos especies cripticas, donde L. bulla presento
dos haplotipos diferentes, lo cual asevera el hecho que es un complejo de especies

cripticas.

Por lo anterior el objetivo de este trabajo fue describir la morfologia y morfometria, el
namero de haplotipos, el aislamiento reproductivo y las caracteristicas demogréaficas del
complejo L. bulla en los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo. Para la cual se utilizé
un enfoque integrado que incluyé caracteres moleculares asi como caracteristicas
morfolégicas. Para comprender el proceso de especiacion del complejo L. bulla se
investigo el aislamiento reproductivo y para entender su ciclo de vida se analiz6 sus

caracteristicas demogréaficas.
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3. JUSTIFICACION

La identificacion de los complejos de especies es un paso clave para poder comprender
mejor la diversidad dentro de los ecosistemas acuaticos (Bickford et al., 2007). Muchos
de estos complejos han sido determinados sin utilizar un enfoque taxonémico integrado
(Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez, 2013). Lo cual ha hecho que el conocimiento sobre
estos complejos de especies en muchos grupos taxonomicos como los rotiferos, se
encuentre, fragmentado o incluso sea inexistente (CONABIO, 2018). El problema se
agrava en Quintana Roo, pues la descripcion de rotiferos solo corresponden al 5% (118)
de los conocido en estado (Elias-Gutiérrez y Garcia-Morales, 2011), reportado en unos
cuantos ecosistemas acuaticos que si bien comparten un origen calcareo comdn, sus
caracteristicas no pueden generalizarse (Cervantes-Martinez, 2005). Derivado de esta
falta de informacion se han propuesto que algunas especies de rotiferos como Lecane
bulla pueden ser usados como un modelo para obtener generalidades, las cuales podrian
aplicarse a otras especies similares que habitan los ecosistemas acuéticos del estado,

dado que no se cuenta con el tiempo ni con los recursos para estudiarlos a todos.
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4. HIPOTESIS

El complejo de especies Lecane bulla presentara diferentes morfotipos y haplotipos en
los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo, asi como aislamiento reproductivo y

diferencias en sus caracteristicas demograficas.

5. OBJETIVO GENERAL

Describir el complejo de especies Lecane bulla (Rotifera: Monogononta) en los

ecosistemas acuaticos de Quintana Roo usando un enfoque taxonémico integrativo.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la morfometria y morfologia de cepas de las Lecane bulla provenientes

de diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo.

2. ldentificar los haplotipos, calcular su diversidad genética y realizar la
reconstruccién filogenética de las cepas de Lecane bulla provenientes de

diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo.

3. Establecer si existe aislamiento reproductivo entre las cepas de Lecane bulla

provenientes de diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo.

4. Describir las caracteristicas demograficas de las cepas Lecane bulla provenientes

de diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo.
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7. METODOLOGIA
7.1 Area de estudio

Se colectaron muestras de zooplancton en diez ecosistemas acuéticos de la zona centro-
norte de Quintana Roo usando una red de zooplancton tipo Wisconsin con una apertura
de malla de 45 pym (Figura 3). Los ecosistemas acuaticos fueron clasificados comparando
las caracteristicas observadas en campo con la informacion disponible en bibliografia de
diferentes autores (Tabla 3). De cada sitio se colectaron tres muestras de agua: una se
preservé en formol al 5%, una en alcohol al 96% y una viva. Las muestras se etiquetaron
correctamente y fueron trasladas al laboratorio para su observacién. En cada sitio se
midieron los siguientes parametros fisico-quimicos: pH, temperatura (°C) y conductividad
eléctrica (mS/cm) usando la sonda multiparamétrica YSI 600QS. Las coordenadas
geograficas de cada ecosistema acuatico se tomaron utilizando un GPS marca Garmin

modelo 10.

ankcocodrilo

otegte la cien

Simbologia Parque del Cen

% Punta Nizuc
% Punta Laguna
Y& Parque del Cenote

*eona Vicario unta Nizuc

El corchalito

Muyil
% Leona Vicario
El secreto
Y El corchalito
* Chemuyil
Y Cenote de la cien
¢ Canal Cocodrilo

Figura 3. Sitios de muestreo localizados en la zona centro-sur del estado de Quintana Roo.
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Tabla 3. Descripcién de las localidades de muestreo.

Cédigo
Localidad Municipio y color Tipo Referencia
Laguna
Canal Cocodrilo Benito Juarez Costera Soria y Sahuquillo, 2009
Parque del
Cenote Benito Juarez Dolina Schmitter-Soto et al., 2002
Cenote de lacien  Benito Juarez Ccien  Dolina Herrera y Comin, 2000
Cervantes-Martinez et al.,
Leona Vicario Puerto Morelos LV Dolina 2009
El corchalito Puerto Morelos COR  Lago carstico De la Lanza y Garcia, 1995
Punta Nizuc Benito Juarez PN Laguna costera Carrera y Fuente, 2004
El secreto Solidaridad Poza temporal  Arriaga et al., 2000
Punta Laguna Solidaridad PL Lago carstico De la Lanza, 1996
Chemuyil Tulum CHM  Pozatemporal Biggs et al., 2017
Felipe Carrillo
Muyil Puerto Poza temporal  Biggs et al., 2017

7.2 Cultivo de Lecane bulla

En la Peninsula de Yucatdn los ecosistemas acuaticos presentan condiciones
carbonatadas o con un incremento en los elementos mayores (Perry et al., 2002), por ello
previo a comenzar el crecimiento en cepas de los organismos colectados en campo de
las muestras de agua, fue necesario elaborar medios de cultivo con caracteristicas

similares a las condiciones del agua de donde provenian.

Todos los medios se prepararon disolviendo los componentes que se presentan en la
Tabla 4 en un litro de agua tipo | (ultrapura) con un pH de 7.3. El medio MD1 corresponde
al medio tradicional sugerido por la EPA para agua dulce, el cual se uso para ecosistemas
acuaticos de tipo dolinas. Los siguientes tres medios se modificaron basados en las
caracteristicas quimicas que presentaron los ecosistemas acuaticos muestreados. De
este modo el medio S (Tipo 2) cuyo contenido de sales es la mitad que lo sugerida por la
EPA fue usado para pozas temporales, VD (Tipo 3) en lagunas costeras donde se
incrementd al triple el contenido de sales y finalmente el D (Tipo 4) es el Unico en que
sustituye el cloruro de potasio por carbonato de calcio y se utilizé en lagos de origen

carstico.
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Una vez identificado el tipo de medio, se realizaron los cultivos de cepas a partir de la
identificacion de hembras de L. bulla en muestras de agua procedentes de campo. Cada
hembra identificada se colocé de manera individual en pozas de cajas de cultivo de
polietileno con 24 pozas estériles (marca Costar). A cada poza, se le agregé 500 ul medio
de cultivo correspondiente (MD1, S2, VD3 o D4) y 50 pl de microalga Nanochloropsis
oculata como alimento. Cada caja elaborada se mantuvo en la camara bioclimatica
Thermo Scientific a una temperatura de 25°C * 2°C, con un fotoperiodo de 12h de luz y
12h de oscuridad.

Cuando cada poza alcanzé un conteo a microscopio de densidades superiores a los 100
individuos, estos organismos se cambiaron a cajas Petri obteniendo una cepa de cada
poza. Cada cepa producto de estas pozas de cultivo se etiqueté de acuerdo a su
procedencia geografica, con un numero que pertenece a la poza donde crecié y un color
por ecosistema acuatico. Por ejemplo: una de las cepas de Leona Vicario se le denomino
como C1LV, donde C corresponde a la palabra cepa, LV al codigo del nombre del sitio
Leona Vicario, 1 al nimero de pocillo donde crecié y azul como color asignado. Los
andlisis y pruebas se realizaron después de transcurrir un periodo de tres meses en
condiciones de laboratorio esto para asegurar que cualquier variacion o diferencia pueda

atribuirse Unicamente a su haplotipo.

Tabla 4. Componentes de cada medio de cultivo.

Férmula MD 1 S2 VD 3 D4
1 NaHCOs 96 mg/l 48 mg/l 348 mg/l 192 mg/l
2 CaS04 e 2H20 60 mg/l 30 mg/l 240 mg/l 135 mg/l
3 MgSO4 e 7H20 60 mg/l 30 mg/l 240 mgl/l 60 mg/l
4 KCI 4 mgl/l 2 mgl/l 16 mg/l 0 mg/l
5 CaCOs 0 mgl/l 0 mg/l 0 mgl/l 100 mg/I

Compuesto: 1) Bicarbonato de sodio; 2) Sulfato de calcio dihidratado; 3) Sulfato de magnesio heptahidratado; 4) Cloruro de potasio y
5) Carbonato de calcio. La abreviacion corresponde a la dureza del medio donde: MD=Moderadamente duro; S=suave; VD= Muy duro
y D= Duro.

7.3 Andlisis morfométrico

Dependiendo el tipo de analisis se determiné el nimero de hembras, machos, huevos

partenogenéticos, huevos de macho y huevos de resistencia, pero en todos los casos
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estos fueron seleccionados al azar de cada cepa. Las hembras se seleccionaron de la
misma edad, excluyendo a las neonatas que tienden a ser mas que pequefias y para el
caso de los huevos estos no debia presentar dafios en el vitelo que los protege. Una vez
seleccionados se colocaron en un portaobjetos, donde se les agrego 5 pl de solucién de
Bowin y 50 ul de formol para poder observar detalladamente y realizar las mediciones.
Los machos fueron observados en vivo para poder obtener fotografias con el organismo
completamente extendido. De cada organismo se tomaron fotografias con el microscopio
Imager A2, Axio ZEISS usando la camara AxioCam ICC1 con el software AxioVision
SE64RelL 4.8 Inc 2003

7.3.1 Morfometria tradicional

Las mediciones de la morfometria tradicional fueron lineales. Esta informacion se utilizé
para caracterizar la morfometria de las cepas de L. bulla de los diferentes ecosistemas
acuaticos. Se seleccionaron 60 hembras y 20 machos de cada cepa al azar, en cuanto a
los huevos partenogenéticos, resistencia y machos se seleccionaron tnicamente 20 de
cada uno por localidad. Sobre cada fotografia, usando la regla micrométrica del software
AxioVision SE64ReL 4.8 Inc 2003 se midieron las siguientes secciones de cada

organismo: A) largo, B) ancho y C) largo del pie (Figura 4).

Figura 4. Mediciones realizadas a cada organismo de L. bulla para obtener los datos morfométricos
tradicionales. @=hembras; d=machos; a=huevo partenogenético; b= huevo de resistencia; c= huevo de
macho. Fotografia: Microscopio Imager A2, Axio ZEISS a 20x. Organismos colectados en Cancuin,
Quintana Roo.
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7.3.2 Morfometria geométrica

La morfologia geométrica se utiliz6 para determinar el niumero de morfotipos. Se
seleccionaron fotografias de 20 hembras y 5 machos por cepa. No se analizaron los
huevos partenogenéticos, de macho y resistencia, pues no se consideré que presentaran

cambios debido a su bien definida forma elipsoides casi circular.

1. Cada fotografia se digitalizé usando el software TPSUtil 1.70x64 el cual convierte
las fotografias de formato PNG o JPG a formato TPSfile.

2. Con el formato compatible se procedi6 a la seleccion de los landmarks. En el caso
de L. bulla se definieron basados en las sugerencias taxonémicas de Segers
(1995) y Koste (2000). Se seleccionaron 6 landmarks, usando Unicamente la vista
dorsal respetando la forma del cuerpo redondeado, la apertura de la cabeza y el
final del cuerpo en puntos pares (Figura 5).

3. Una vez que fueron seleccionados los landmarks, se colocaron en cada fotografia
usando el programa TPSDig2. Se cuidd que el orden de los puntos y la posicién
fuera la misma, de lo contrario se marcaba error.

4. Finalmente, los puntos seleccionados proporcionaron diferente informacion. En L.
bulla se decidié trabajar con la medida centroide (medida central) de cada
organismo. El programa TPSrelw32 lo calcul6 midiendo la distancia entre cada
punto al centro de la forma, la cual es elevada al cuadrado, esas medidas se
suman y se obtiene la raiz cuadrada y la cantidad resultante es el tamafio
centroide. Esta variable de tamafio permite calcular el cambio isométrico de todos

los puntos de referencia a partir del centro de la forma.
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Figura 5. Ubicacidon de landmarks para hembras (?) y machos (&) de L. bulla. Fotografia: Microscopio
Imager A2, Axio ZEISS a 20x. Lecane bulla colectado en Canculn, Quintana Roo.

Para determinar si las cepas presentaban diferencias significativas entre sus mediciones,
se realiz6 un ANOVA de un solo sentido con un intervalo de confianza de 95% (p<0.05)

utilizando el paquete estadistico R 3.5.1.

Una vez determinada la existencia o no de diferencias entre las cepas, se realizé el
andlisis del grado de similitud de la variabilidad que presenta L. bulla en los ecosistemas
acuaticos de Quintana Roo. Para lo cual se us6 a las cepas como variables y a los
ecosistemas como factores en un anadlisis de escalamiento multidimensional (MDS)
aplicando el coeficiente de distancias de Bray-Curtis en el software estadistico
PRIMERV6 que permite cuantificar las semejanzas e identificar a los taxones

responsables de diferenciar grupos entre especies.

7.4 Analisis morfologico

Para el analisis morfolégico fue necesario obtener fotografias usando la microscopia
electrénica de barrido (MEB) en las cuales se presentan detalles que dificilmente se

pueden observar con la microscopia de luz.

De las cepas establecidas en condiciones de laboratorio se seleccionaron 30 ejemplares
de hembras por localidad. Los machos, huevos partenogenéticos, huevos de resistencia
y de machos no se analizaron debido a la fragilidad de su cuerpo el cual no resiste el
procedimiento que se describe a continuacién y que es indispensable para la obtencién

de fotografias.

El proceso de deshidratacion consistié en colocar a los organismos por un periodo de 10
minutos en etanol al 70% y gradualmente llegar a una concentracion de alcohol al 90%.
Después se dejo en reposo por 48 horas y fueron introducidos en una camara de punto
critico para su secado. Posteriormente fueron colocados en un cilindro de aluminio para

ser cubiertos con una capa de oro de 2 nandmetros de espesor. Las fotografias fueron
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obtenidas con el MEB JEOL 5900 LV en el Centro de Ciencias Basicas de la Universidad

Auténoma de Aguascalientes.

Con las fotografias se realizé la descripcion morfologica de los morfotipos identificados
en cada ecosistema acuatico, para lo cual se seleccionaron cinco caracteristicas
mencionadas por Segers (1995) y Koste (2000) para el género Lecane que corresponden

a.

Vista y apertura de la cabeza dorsal.

Vista y apertura de la cabeza ventral.
Membrana pleural.

Detalle de la placa ventral del pie.

Pie que incluye: ufias, garras y accesorios.

aokrwnhE

Vista dorsal Vista ventral

Apertura de la
cabeza

Apertura de la
cabeza

Membrana
pleural Placa
ventral de
pie

Pie, uhas,
garras y
accesorios

Figura 6. Caracteres utilizados para la descripcion morfolégica de L. bulla.

La informacién obtenida de la descripcién de esas estructuras se comparé con las
descripciones disponibles en claves taxondmicas, dicotémicas y pictéricas como las de
Koste (1978); Segers (1995); Segers y Shiel (2003); Cervantes-Martinez et al., (2012) y
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en http://rotifera.hausdernatur.at/Species/Index (que es una plataforma en linea de base

de datos de especies de rotiferos Catalog Rotifer World), para determinar la correcta

morfologia de los organismos y diagnosis diferencial.

7.5 Analisis molecular: obtencién de secuencias
7.5.1 Limpieza de organismos

Antes de su preservacion los organismos pasaron 24 horas sin recibir alimento, esto con
el fin de eliminar su contenido estomacal. En caso de haber presencia de residuos de
alimento se realiz6 el lavado de los organismos, que consistio en agregar medio de cultivo
en una placa de cristal con nueve pozos y cambiar a los organismos de poza en poza
hasta eliminar los residuos. Los organismos se preservaron en tubos Eppendorf de 0.2
ml a 4°C con alcohol al 96% hasta su uso.

7.5.2 Extraccion de ADN

El ADN en rotiferos se extrajo de todo el cuerpo del organismo de acuerdo con al

protocolo HotShot modificado de Montero-Pau et al., (2008).

1. Se elimino el exceso de etanol de cada tubo.

2. Cada tubo se centrifugd para sedimentar los organismos y eliminar el etanol
restante.

3. El etanol que no se elimind manualmente, se retird por evaporacioén. Se colocé
cada tubo en un bafio seco con la tapa abierta a 65°C (el tiempo varia de acuerdo
a la cantidad de etanol en cada tubo).

4. Para la lisis del ADN se us0 la resina Chelex®, el cual se agité vigorosamente con

ayuda de un agitador tipo vértice con el fin de agitar las perlas.

Se agregaron 30 pl de resina Chelex® a cada tubo.

Se agregaron dos pl de proteinasa k a cada tubo.

Se coloco cada tubo en el agitador tipo vortice por 15 segundos.

© N o O

Cada tubo se centrifugd a 12,000 rpm (revoluciones por minuto), dando a esta

velocidad Unicamente un spin (pequefio giro).
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9. Se incubd en el bafo seco: 1) a 56°C por 10 minutos. Después se colocaron a
99°C por 10 minutos.

10. Cada tubo se colocé en el en un agitador tipo vortice por 10 segundos y se
centrifugd a 8000 rpm durante dos minutos.

11. Los tubos se incubaron a 4°C por un periodo de 30 minutos.

12. Finalmente se rescato el sobrenadante con una pipeta. Se evité mover las perlas

precipitadas al fondo. Cuando fue necesario, se utilizé el microscopio.

7.5.3 Amplificacion de ADN: Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Un segmento de 660 a 710 pb de COI se amplificé usando los cebadores de la Tabla 5
(Folmer et al., 1994). Las amplificaciones de PCR se realizaron de acuerdo con el
protocolo estandar Barcode of Life (Hajibabaei et al., 2005). La mezcla PCR para la

reaccion de amplificacion se realiz6 con las condiciones que se describen en la Tabla 6,

en un volumen final de 25 pl

Tabla 5. Secuencia de los cebadores utilizados para amplificar los fragmentos del gen COI.

Nombre Fragmento
LCO-1490 GGT CAACAAATC ATAAAG ATATTG G
HCO-2198 TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA
Componente Volumen
ADN 5.0 pl
Master Mix 12.5 pl
Primer Forward 1.00
Primer Reverse 1.00 pl
Agua estéril 5.5 ul
Total 25 ul

Tabla 6. Condiciones de la reaccion de amplificacion.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

35 ciclos de dos minutos a 95°C, seguido de un minuto a 52°C y un minuto y medio a
72°C seguido de un paso final de siete minutos a 72°C. La secuencia completa tuvo un
tiempo aproximado de dos horas con 25 minutos. Los productos de la amplificacion fueron

visualizados en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio y un marcador con
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un tamafio de 1 kb. Los productos de la amplificacion que obtuvieron el tamafio esperado,
fueron eluidos del gel de agarosa para su purificacion siguiendo el protocolo que se

describe a continuacion:

1. Se agreg6 un volumen igual de solucion de membrana al volumen final de la
amplificacion obtenida en el PCR (20 pl).

Se inserté una minicolumna en un tubo de recoleccion.

Se transfirié la mezcla de la membrana a la minicolumna.

Se incubd a temperatura ambiente por un minuto.

Seguidamente se centrifugd por un minuto a velocidad maxima (13,000 rpm).
Se descarto el sobrenadante.

Se agregaron 700 pl de solucién de lavado.

Se centrifug6 a 13,000 rpm por un minuto.

© 00 N o 00 b 0N

Se volvio a descartar el sobrenadante y reinserto la columna.
10.Se agregaron 500 pl de solucién de lavado.

11.Se centrifug6 a 13,000 rpm por cinco minutos.

12. Se transfirié la columna a un nuevo tubo.

13. Se centrifug6 a 13,000 rpm por un minuto.

14.Se transfirié a un tubo nuevo.

15.Se agregaron 30 pl de agua destilada libre de nucleasas.
16.Se incubd a temperatura ambiente por un minuto.

17.Se centrifug6 a 13,000 rpm por un minuto.

18.Se desechd la columna. El sobrenadante es el ADN listo para cuantificar.

7.5.4 Cuantificacion de ADN

La concentracién del ADN eluido fue obtenido con el equipo NanoDrop 1000 siguiendo

los pasos que se describen a continuacion:

1. Se calibré el equipo con 4 pl de agua destilada.
2. Se coloco 1 pul de muestra.
3. Se realiz6 la medicion, la cual se anoto el resultado de cada absorbancia.
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4. Se seleccionaron las muestras que superaron los 50 ng/ul, debido a que en

ADNmicondrial es la cantidad minima para su secuenciacion.

7.5.5 Secuenciacion

La secuenciacion fue realizada por el departamento de Ciencias Biologicas DNA Analysis
Core Facility de la Universidad de Texas en El Paso (BBRC DNA Analysis Core y NIMHD

Gran) y la empresa Macrogen Humanizing Genomics en Seul, Corea.

7.6 Analisis filogenéticos
7.6.1 Edicion de secuencias

1. Cada archivo de las secuencias obtenidas se abrié uno por uno. Se usaron los
programas Sequence Scanner2 y Finch TV para su visualizacién. Se eliminaron
de ambos extremos los ruidos de la secuenciacion (cebadores, vectores,
oligonucledtidos no identificados).

2. Seguidamente se colocaron juntas todas las secuencias y se visualizaron en el
programa en linea Mafft version 7 para su correcta alineacion. Para las
secuencias origen mitocondrial COI se utilizo el algoritmo automatico.

3. Las secuencias obtenidas se analizaron en el programa BLAST para asegurar
mediante el porcentaje de cobertura que la informacioén a trabajar correspondiera

especificamente a un rotifero de la especie L. bulla.

7.6.2 Analisis de haplotipos

Para determinar la diversidad de haplotipos se utilizé el programa dnasp5.exe, utilizando
los alineamientos previamente realizados. En la pestafia de datos se seleccioné el
formato COI: DNA, haplotipo y mitocondrial. Después se gener6 un archivo con los datos
y se asigna un nombre para identificarlo. EI programa ademas permite calcular la
diversidad haplotipica (Hd), el nimero de haplotipos (h) y la diversidad nucleotidica (17)
(Librado y Rozas, 2009). La clasificacion de los valores de diversidad nucleotida y
haplotipica (bajo, moderado y alto) se realizé de acuerdo al trabajo de Xiang et al., (2010).
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7.6.3 Calculo de distancias genéticas por pares

Las divergencias genéticas intraespecifica es decir la diferencia en entre las especies o
individuos de la misma especie se evalu6 con el programa MEGA 7. Para estas
distancias, se realizd una reconstruccion aleatoria con 1000 repeticiones, para obtener

una Unica matriz final.

7.7 Experimentos de entrecruzamiento sexual

El experimento consistié en colocar machos y hembras en pozas de cultivo, donde se les
afiadié un ml de medio dulce y 10 pl microalga Nanochloropsis oculata como alimento.
Los organismos fueron seleccionados al azar de las cepas en condiciones de laboratorio
provenientes de muestras de campo de diferentes localidades. Los entrecruzamientos

fueron realizados siguiendo cuatro criterios:

1. En cada repeticion se respetd una relacion 1:2 es decir, por cada hembra que se
colocé se colocaron dos machos.

2. Que las hembras fueran recién eclosionada, esto debido a que los machos
prefieren hembras con la lorica mas suave y sin quistes.

3. Disponibilidad de organismos. No todas las cepas de todos los ecosistemas
acuaticos produjeron el mismo nimero de individuos. Por lo cual los experimentos
buscaron un namero similar entre cada combinacion.

4. Que en sus cepas de origen los machos estuvieran copulando a las hembras y
estas hayan presentado quistes (control).

Cuando los experimentos cumplieron los criterios mencionados, la lectura de resultados

se realiz6 siguiendo los siguientes puntos:

1. Lectura de las pruebas a las 24 h de iniciadas (monitorear)

2. Observar la viabilidad del quiste (forma y textura).
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El pardmetro indicador de una cruza positiva es la produccién de quistes puesto que en
L. bulla solo se produce un quiste por hembra, este se conserva en el interior de la

hembra, la cual muere cuando este alcanza su tamafio 6ptimo.

Con los resultados de estos experimentos se calcul6 la distancia de aislamiento que es
una expresion para medir qué tan separadas se encuentra una cepa de otra, para lo cual

se utiliza la formula propuesta por Snell y Hawkinson (1983):

N
[(HO — HTi1) + (HO — HTi2)]
ID =
IECELE

l

e |D= distancia de aislamiento.

e HO= % de apareamientos homogamicos (dentro de la cepa).

e HTil= % de apareamientos heterogamicos (entre las cepas) con hembras de la
cepa.i.

e HTi2= % porcentaje de apareamientos heterogamicos con machos de la cepa i.

e N =numero de cepas comparadas.

Cuando el resultado es mayor que cero, indicé la preferencia masculina a las hembras
de su propia cepa. Cuando es cercano a cero o por debajo, indicoé una preferencia a las

hembras de otras cepas. Un valor de ID de cero represent6 ninguna preferencia.

7.8 Parametros demograficos

Todos los experimentos se realizaron utilizando exactamente la misma configuracion
experimental, incluida la concentracidon de alimentos, temperatura y condiciones de luz.

Cada experimento comprendio tres fases como lo sugiere Cieplinski et al., (2018):

1. Estandarizacién: El objetivo principal fue minimizar la posibilidad que se
presentaran hembras altamente sexuales (que formaran quistes). Fue realizada
en una placa de cultivo de 24 pozas, una por localidad, se colocaron cinco
individuos con un mL de medio con N. oculata como alimento (1x108 cel/ml) (en

esta fase se realizo el crecimiento intrinseco).
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2. Sincronizacion: De las hembras de la fase 1 se seleccionaron las recién
eclosionadas. Estas fueron colocadas en 1 placa de 24 pozas de manera
individual. Los criterios de seleccidn fue la transparencia de su cuerpo, tamafio
corporal y falta de huevos. El objetivo general de esta fase fue tener hembras de
una edad aproximada que produjeran descendencia de edad similar.

3. Experimento de tabla de vida: se realiz6 en placas de 24 pocillos con hembras de
la fase 2. Se seleccionaron hembras recién eclosionadas que tuvieran un periodo
de vida similar, cada hembra se monitoreo de dos a tres veces al dia (periodos de
8 horas aproximadamente) para poder determinar el tiempo aproximado de
produccién de nuevas hembras, tiempo de vida etc.

Se calcularon los parametros demograficos, de acuerdo a Walz (1983):
nx

Supervivencia (lx): —— -
P #inicial de organismos

Valor de reproduccion (vx): (Ix * mx)
Tasa de reproduccion neta Ry: Z(mx * [x)

In(R,)

Tiempo generacional (T):

In[N (¢2) — N(t1)]
(t2 - tD)

Tasa de crecimiento intrinseco (r):

Dénde: x = estructura de la edad; nx = nimero de hembras vivas en determinado dia; Ix

= numero de crias/huevos puestos en determinado dia.

De manera adicional se determin6:

e Porcentaje de eclosién de huevos partenogenéticos
e Porcentaje de eclosién de huevos de macho

e Promedio de produccion de huevos de resistencia

Todos los valores de los parametros demogréficos fueron analizados para determinar si
existian diferencias significativas entre las localidades utilizando la prueba pos hoc de

Duncan (95% nivel de confianza).
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8. RESULTADOS

8.1 Descripcion de los ecosistemas acuaticos y parametros fisico-quimicos

A continuacion se presenta una breve descripcion de ecosistemas acuaticos donde se
realizaron las colectas de organismos, los cuales corresponden a diez localidades que
varian en su tipo clasificacion, localizacidn, vegetacion, profundidad y composicion de su
sedimento (Figura 7). En cuanto a los parametros fisico-quimicos, se presenta el
promedio de los datos registrados al momento de la toma de muestra, seguida de su

desviacion estandar (Tabla 6).

Simbologia
% Punta Nizuc
% Punta Laguna
Y& Parque del Cenote
T Muyil
% Leona Vicario
v El secreto
%l corchalito
Y Chemuyil
% Cenote de la cien
¢ Canal Cocodrilo

*eona Vicario

»
El corchalito

" R i
L},

Figura 7. Localizacion de los ecosistemas acuaticos donde se colectaron los organismos de L. bulla de
Quintana Roo.
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a) Sitio: El Corchalito (COR)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra se colectdé en un lago céarstico ubicado en las
coordenadas 20° 55’ 47” N, 87° 15" 47” W en el municipio de Puerto Morelos en la
localidad de Leona Vicario (Figura 7). Se registré una profundidad maxima de 20 m (>50
cm en la zona litoral). Presenté un fondo rocoso con sedimento no consolidado y
vegetacion del tipo arborea y herbacea. Se documentd que el ecosistema tiene un uso

turistico recreativo y de cria y pesca de tilapia para consumo humano.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS: La temperatura registrada fue de 29.1 + 0.6 °C, con
una conductividad eléctrica de 0.3 £+ 0.1 mS/cm y un pH de 7.2 £ 0.1 (Tabla 7).

b) Sitio: El Cenote de la cien (Ccien)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra provino de una dolina localizada en las
coordenadas 21° 03’ 11” N, 85° 52’ 46” W en la zona urbana del municipio de Benito
Juérez, en la ciudad de Cancun (Figura 7). Su profundidad maxima fue de 1.5 m pero en
la zona litoral donde se colectd la muestra, la profundidad no super6 los 50 cm. El fondo
fue rocoso no consolidado. La vegetacion es abundante del tipo arbéreo dominada por
Ficus spp, palma chit (Thrinax radiata) y almendro (Terminalia catappa). Algunas
observaciones registradas es que este sistema recibe agua mediante la escorrentia de la

precipitacion pluvial (Tabla 6).

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS: Se registr6 una temperatura promedio de 27.2 + 0.2
°C, con una conductividad eléctrica de 0.8 + 0.2 mS/cm y un pH de 7.1 + 0.3.

c) Sitio: Leona Vicario (LV)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra procedié de una dolina localizada en las
coordenadas 20° 58’ 49” N, 87° 12’ 12” W en el municipio de Puerto Morelos, en la
localidad de Leona Vicario (Figura 7). La profundidad maxima fue de 1.5 m pero en la
region litoral donde se colectd la muestra, la profundidad no superé los 50 cm. El fondo
es no consolidado y con presencia de vegetacion arbérea dominada por corcho (Anona

glabra).
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PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS: Los datos registrados al momento de la colecta
fueron: temperatura 29.9 + 0.1 °C, conductividad eléctrica de 0.8 £ 0.3 mS/cmy un pH de
8.2+ 0.1 (Tabla 7).

d) Sitio: Parque del Cenote (PC)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra provino de una dolina localizada en las
coordenadas 21° 10’ 31” N, 86° 50’ 54” W en la zona urbana del municipio de Benito
Juérez, en la ciudad de Cancun (Figura 7). La profundidad no fue determinada pero se
estima es superior a los 2 m. Presentd un fondo no consolidado con un alto contenido de
materia organica en descomposicién. La vegetacion corresponde a areas verdes

municipales de herbaceas y arboreas y se observaron pozas artificiales con agua.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS: Se registré una temperatura fue 28.5 + 0.3 °C, con
una conductividad eléctrica de 0.8 £ 0.2 mS/cm y un pH de 6.8 £ 0.3 (Tabla 7).

e) Sitio: secreto (SCR)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra fue colectada de una poza temporal a la orilla
de la carretera federal Cancun — Playa del Carmen en las coordenadas 20° 46’ 55.9” N,
86° 57’ 09” W en el municipio de Solidaridad (Figura 7). La poza es de caracter somero
(no rebasé6 los 20 cm), con un fondo rocoso constituido por materia organica y con
presencia de vegetacion arbérea. Se encuentra delimitado por construcciones y se pudo
observar que ecosistema probablemente pertenece a una zona inundable mas amplia
gue se extiende al fondo. Se identificd durante la colecta que este ecosistema recibe agua

principalmente de la escorrentia del agua de lluvia.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS: La temperatura promedio registrada al momento
del muestreo fue de 30.5 + 0.7 °C, con una conductividad eléctrica de 1.1 + 0.1 mS/cmy
un pH de 6.1 £ 0.6 (Tabla 7).
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f) Sitio: Canal Cocodrilo (CCD)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra fue colectada de una laguna costera ubicada en
las coordenadas 21° 10’ 55.1” N, 86° 48 47.7”W en el municipio de Benito Juérez, en la
ciudad de Cancun (Figura 7). Es un ecosistema acuatico con una extension de 450 m de
largo, con una profundidad en su punto maximo de 2 m que pertenece al area natural
Laguna Manati (Llaguno et al., 2014). El suelo es no consolidado conformado de materia
organica y con una vegetacion propia de manglar. Este ecosistema acuético se encuentra
colindando con la colonia Vicente Lombardo Toledano, por lo cual la gente del area lo

usa para pesca y recreacion (Llaguno et al., 2016).

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS: La temperatura promedio fue de 30.5 + 0.3 °C, una
conductividad de eléctrica de 3.1 £ 0.4 mS/cm y un pH de 6.5 + 0.3 (Tabla 7).

g) Sitio: Punta Nizuc (PN)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra fue colectada en la laguna costera Nichupté
localizada en las coordenadas 20° 56’ 37” N, 86° 49’ 03” W en el municipio de Benito
Juarez, en la ciudad de Cancun, al limite del Parque Nacional Costa Occidental de Isla
Mujeres, Punta Cancun y Punta Nizuc (Figura 7). Se encuentra al margen de un islote de
la costa oriental, presenta una profundidad menor a los 50 cm y un fondo no consolidado.
La vegetacion en el area es mangle rojo (Rhizophora mangle) y mangle negro (Avicennia
germinans) (Herrera-Silveira et al., 2004).

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS: Los datos para la temperatura fueron 31.8 + 0.3 °C,
la conductividad eléctrica de 8.5 £ 0.1 mS/cm y un pH de 6.3 + 0.2 (Tabla 7).

h) Sitio: Muyil (MYL)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra fue colectada de una poza temporal a la orilla
de la carretera federal en las coordenadas 19° 57° 22” N, 87° 38’ 22” W en el municipio
de Felipe Carrillo Puerto en la localidad de Muyil (Figura 7). La poza es de caracter
somero con una profundidad que no rebasé los 50 cm, presenté un fondo rocoso

constituido por relleno de carretera y con presencia de vegetacion ruderal. De acuerdo
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con Cedefio-Vazquez y Pérez-Rivera (2010), es probable que esta poza forme parte de
la zona inundable de la Laguna Esmeralda que se comunique en afios de muy alta

precipitacion con zonas inundables cercanas.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS: La temperatura registrada fue 31.5 + 0.3 °C, con
una conductividad eléctrica de 3.3 £+ 0.1 mS/cm y un pH de 6.2 £ 0.3 (Tabla 7).

1) Sitio: Punta Laguna (PL)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra fue colectada de un lago carstico localizado en
las coordenadas 20° 38" 40” N, 87° 38 05”"W en el municipio de Solidaridad en la
localidad de Punta Laguna (Figura 7). La profundidad en su punto maximo es de 23 m
(en la parte litoral presentd aproximadamente 90 cm de profundidad). Esta conformado
de un suelo con capas alternas de carbonato y sedimento rico en elementos organicos
(Hodell et al.,, 2007). La vegetacion predominante corresponde a selva mediana

subperennifolia en diversos grados de sucesion (Garcia-Frapolli et al., 2009).

PARAMETROS FiISICO-QUIMICOS: Los datos promedio registrados para la temperatura
fue 31.1 + 0.1°C, una conductividad eléctrica de 5.3 £ 0.1 mS/cm y un pH de 8.9 + 0.1
(Tabla 7).

j) Sitio: Chemuyil (CHM)

DESCRIPCION DEL AREA: La muestra fue colectada de una zona inundable a la orilla
del manglar en las coordenadas 20° 21’ 55” Ny 87° 19’ 19” W localizado en el municipio
de Tulum en la localidad de Chemuyil (Figura 7). Se trata de un cuerpo acuatico que
presenta una profundidad méaxima de 50 cm con un fondo arenoso no consolidado con
predominancia de mangle rojo (Rhizophora mangle). En campo se observd que este
manglar se encuentra fragmentado y aislado debido a la construccién de carreteras y

edificios habitacionales.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS: La temperatura fue 27.1 + 0.3°C, con una
conductividad eléctrica de 9.5+ 0.1 mS/cm y un pH de 7.1 £ 0.2 (Tabla 7).
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Tabla 7. Datos fisicos y quimicos de los sitios de muestreo.

Sitio Tipo °C mS/cm pH
1. El Corchalito (COR) Lago carstico 29.1+06 03%0.1 7.2+01
2. El Cenote de la cien (Ccien) Dolina 27.2+02 0.8=x0.2 7.1+0.3
3. Leona Vicario (LV) Dolina 299+0.1 0.8zx0.3 8.2+0.1
4. Parque del Cenote (PC) Dolina 285+0.3 0.8x0.2 6.8+0.3
5. Elsecreto (SCR) Poza temporal 305+0.7 1101 6.1+0.6
6. Canal Cocodrilo (CCD) Laguna costera 305+03 3.1x04 6.5+0.3
7. Punta Nizuc (PN) Laguna costera 31.8+0.7 85 +0.1 6.3 +0.2
8. Muyil (MYL) Poza temporal 315+03 33zx0.1 6.2+0.3
9. Punta Laguna (PL) Lago carstico 31.1+01 53z%0.1 89+£0.1
10. Chemuyil (CHM) Poza temporal 27.1+03 95%0.1 7.0+£0.2

Se presenta el promedio obtenido seguido de su desviacion estandar. Dénde: °C=temperatura; mS/cm=Conductividad eléctrica.

Aunque son diferentes tipos de ecosistemas acuaticos, se establecid por sus
caracteristicas fisica y quimicas, que presentan aguas calidas propias de ambientes
tropicales que van de los 27 a los 31 °C y con un pH que los clasifica con aguas
ligeramente alcalinas 7 a 9. El Unico parametro que mostré oscilaciones fue la
conductividad eléctrica, se observd que los ecosistemas acuaticos Punta Nizuc, Punta
Laguna, Chemuyil y Muyil presentaron la conductividad mas alta (3.3 a 9.5 mS/cm) en
comparacion con Cenote de la cien, El corchalito, Leona Vicario, Parque del Cenote, El
secreto y Canal Cocodrilo con una conductividad eléctrica de 0.3 a 3.1 ms/cm.

8.2 Caracterizacion morfométrica de las cepas de Lecane bulla

Se establecieron un total de 62 cepas en condiciones de laboratorio, que se iniciaron con
individuos aislados procedentes de las muestras recolectas en cada ecosistema acuatico.
Se tomaron medidas a un total de 4,420 hembras, 254 machos, 200 huevos
partenogenéticos, 200 huevos de resistencia y 200 huevos de machos. A continuacion,
se presenta una fotografia representativa de cada cepa donde el nUmero corresponde a
la poza de cultivo donde crecid. En cada tabla se presenta el promedio y la desviacion

estandar en micras (um) de cada medicion realizada.
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a) Sitio: El Corchalito (COR)

MATERIAL EXAMINADO: Se obtuvieron un total de 7 cepas. Se realizaron 490
mediciones para las hembras y 30 mediciones para los machos los cuales se presentaron
solo en 3 de las 7 cepas. Los huevos partenogenéticos, de resistencia y de macho fueron
tomados al azar de estas 7 cepas haciendo un total de 20 mediciones para cada tipo de

huevo (Figura 8).

Cepai2

Cepa1l Cepai3

50 um

Figura 8. Ejemplares de hembras (?) y machos (&) de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “El corchalito”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c= macho.

MORFOMETRIA: El promedio las hembras y machos en cada cepa del “El corchalito” se
registraron en la Tabla 8. En general los datos indicaron que el tamafio promedio de las
hembras en este ecosistema es para el largo del cuerpo 131.4 + 4.2 um, para el ancho
de 92.4 £ 4.7 um y el largo del pie 69.5 + 3.6 um. En cuanto los machos, el tamafo
promedio fue de 109.6 + 2.7 um de largo, 60.0 £ 2.7 um de ancho y un el pie de 22.3 +
1.5 um de largo. El promedio de cada tipo de huevo se report6 en la Tabla 9. El huevo de
resistencia fue mas grande que el huevo partenogenético tanto en el largo como en el
ancho y que el huevo de macho es morfométricamente mas pequefio que los dos

anteriores.
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Tabla 8. Medidas promedio con desviacion estandar de hembras y machos por cepa de organismos
aislados de la muestra de “El corchalito”.
Hembras (um) Machos (um)
Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepal 128.8+3.1 90.9+5.6 685+1.1 111.5+1.1 595+12 241+0.3
Cepa?2 133.2+ 3.6 929+5.1 665+ 1.4 1105+23 60.3+21 229105
Cepa 12 130.9+4.8 91.2+5.2 729+3.1 1085+19 615+19 20.3+0.9
Cepa 13 1325+ 3.9 93.6+3.4 69.3+3.7 - - -
Cepa 14 1324+ 4.6 89.7+5.5 68.2+0.8 - - -
Cepa 20 130.6 +4.5 95.3+2.4 69.1+3.8 - - -
Cepa 24 131.7+45 92.3+43 69.5+55 - - -

Tabla 9. Medidas promedio con desviacién estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “El Corchalito”.
Donde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Ancho 78.2+2.9 80.5+3.1 55.3 3.1
Largo 67.8+7.3 76.9+ 2.4 53.2+2.4

b) Sitio: El cenote de la cien (Ccien)

MATERIAL EXAMINADO: Se establecieron 6 cepas. Se midieron un total de 420
hembras. Los machos se presentaron en 2 de las 6 cepas y se realizaron 24 mediciones.
De cada cepa se tomé al azar 20 huevos partenogenéticos, de resistencia y de macho

para obtener el promedio de cada uno dentro en el sitio (Figura 9).
Cepa1l Cepa12

A

Figura 9. Ejemplares de hembras (?) y machos (') de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “El Cenote de la cien”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c=
macho.
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MORFOMETRIA: Los datos para las hembras y machos se registraron en la Tabla 10.
La informacion indicé que el tamafio promedio que presentan las de las hembras en este
ecosistema acuatico es para el largo del cuerpo 126.1 + 2.4 um, para el ancho de 84.4 +
4.5 um vy el pie de 70.1 + 3.6 um de largo. Los machos por su parte, mostraron un largo
promedio de 104.1 + 3.2 um, un ancho de 58.1 £ 1.6 um y un pie de 17.7 = 0.6 um de
largo. Morfométricamente los huevos de resistencia son mas grandes tanto en el largo
como en el ancho que el huevo partenogenético. El huevo de macho fue el mas pequefio
de los tres tipos (Tabla 11).

Tabla 10. Medidas promedio con desviacion estandar de hembras y machos por cepa de organismos
aislados de la muestra de “El cenote de la cien”.

Hembras (um) Machos (um)
Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepal 126.1+£2.2 83.7+4.6 68.4+5.8 1046+14 552+0.7 16.2+19

Cepa 2 125.3+2.3 82.7+55 67.7+80 | 1054+06 576+1.0 185%22
Cepa 1l 126.1 £ 2.7 83.0+4.7 65.4 + 8.3 - - -
Cepa 12 1275+2.2 87.8+ 3.6 68.5+1.7 - - -
Cepa 20 126.2 + 2.6 85.3+3.1 67.3+£9.1 - - -
Cepa 22 125525 846+4.2 74.0%10.2 - - -

Tabla 11. Medidas promedio con desviacién estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Cenote de
la cien”. Donde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Ancho 744+11 80.3+£3.2 53.3+21
Largo 65.8+14 75.1+ 3.2 50.8+2.2

c) Sitio: Leona Vicario (LV)

MATERIAL EXAMINADO: Con las muestras colectadas se inicié el cultivo de cepas,
donde se obtuvieron un total de 10 para este ecosistema acuatico. Se realizaron 850
mediciones en hembras. Los machos se presentaron en 4 de las 10 cepas, por lo cual el
namero total de datos obtenido fue de 60 machos. Para conocer las medidas que
presentaban los huevos partenogenéticos, de resistencia y de machos, de estas 10 cepas

fueron tomados al azar 20 organismos para cada uno de los casos (Figura 10).
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Figura 10. Ejemplares de hembras () y machos (&) de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “Leona Vicario”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c= macho.

MORFOMETRIA: Los datos para las hembras y machos se registraron en la Tabla 12.
La informacidn indicé que el tamafio promedio que las hembras pueden presentar en este
ecosistema acuatico para el largo del cuerpo fue de 125.7 + 6.9 um, con un ancho de
84.8 + 7.5 um y un pie de 65.9 £ 4.0 um. Para los machos largo fue de 106.1 + 2.8 um,
con 57.2 £ 2.6 de ancho y el pie fue de 19.3 £ 2.4 um. Se reporto diferencias en el tamafio
de los huevos partenogenéticos, resistencia y macho, siendo los huevos de resistencia
los morfométricamente mas grandes (Tabla 15).

Tabla 12. Medidas promedio con desviacién estdndar de hembras y machos por cepa de organismos

aislados de la muestra de “Leona Vicario”.
Hembras (um)

Machos (um)

Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepa 4 128.3+4.4 85.8+5.4 63.9+8.2 - - -
Cepab5 127.8+23 83.4+3.6 69.6 +4.2 108.1+£5.0 56.0+ 4.9 18.0+1.9
Cepa?7 125.9+4.9 83.7+9.6 77.6+4.2 103.3+7.1 40.3+3.9 189+1.2
Cepa 8 125.3+6.0 81.5+4.2 64.5+9.5 101.3+5.7 41.6+7.8 19.2+0.8
Cepal0 122.6+9.38 87.3+49 67.8+£6.9 - - -
Cepal2 1243+%59 86.7+6.1 62.6 + 3.8 108.3+£9.2 46.7+7.8 196+1.2
Cepal3 124.1+6.7 85.4+73 66.8+09.1 - - -
Cepal5 122.7+83 83.1+9.2 685+4.1 - - -
Cepal7 127.6%85 84.5+9.0 69.1+£53 - - -
Cepal9 126.4+5.8 822+74 63.7+8.9 - - -
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Tabla 13. Medidas promedio con desviacion estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Leona
Vicario”. Donde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Ancho 70.1+1.1 78.2+ 3.0 53.2+2.0
Largo 64.6 + 3.1 64.1+3.4 48.7+ 2.6

d) Sitio: Parque del Cenote (PC)

MATERIAL EXAMINADO: Se obtuvieron un total de 9 cepas. Las hembras medidas

fueron 520. Los machos se presentaron en 3 de las 9 cepas, de los cuales se midieron

30 en total. Los huevos partenogenéticos, de resistencia y de macho fueron tomados al

azar de estas 9 cepas, haciendo un total de 20 mediciones para cada tipo de huevo

(Figura 11).

50 um

Figura 11. Ejemplares de hembras () y machos (J3') de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “Parque del Cenote”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c=

macho.

MORFOMETRIA: En la Tabla 14 se registraron los promedios obtenidos de las hembras

y machos de las cepas de “Parque del Cenote”. El tamafio promedio que presentaron las

hembras en este ecosistema acuatico fue para el largo del cuerpo 125.7 £ 5.5 um, con

un ancho de 87.8 £ 5.0 um y un largo del pie de 68.1 + 8.4 um. En cuanto a los machos

el tamafo promedio del largo fue 106.3 £ 2.1 um, con 57.2 £ 2.6 de ancho y el pie fue de
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16.5 + 1.9 um. Se reportaron diferencias en el tamafio de los huevos partenogenéticos,
resistencia y de macho. Los huevos de macho son los morfométricamente mas pequefios
de los tres (Tabla 15).

Tabla 14. Medidas promedio con desviacion estandar de hembras y machos por cepa de organismos
aislados de la muestra de “Parque del Cenote”.

Hembras (um) Machos (um)
Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepal 129.4+45 88.0+4.4 67.4+5.8 98.1+2.7 458+1.1 16.2+1.9
Cepa 2 123.9+5.7 89.0+4.3 67.7+8.0 96.6 + 3.3 46.1+39 185+2.2
Cepa 3 129.0+5.3 85.5+2.6 67.8+9.2 - - -
Cepab 120.8 £8.0 85.0+5.2 52.5+0.9 - - -
Cepa 6 126.9+ 3.8 88.9+4.7 685+ 1.1 - - -
Cepa?7 126.9 + 3.7 90.4+5.1 67.3+£9.0 84.5+0.8 44.4+09 16.7+04
Cepa9 125.2 + 3.7 89.4+5.1 69.2+7.4 - - -
Cepa 10 122.7 £+ 4.7 85.8+3.3 744+ 4.1 - - -
Cepa 12 123.0+6.3 85.9+3.2 76.5+4.2 - - -

Tabla 15. Medidas promedio con desviacion estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Parque del
Cenote”. Dénde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Largo 73.6+2.7 743+25 55.5 + 2.2
Ancho 66.0 + 3.0 72.4+28 442 +25

e) Sitio: El Secreto (SCR)

MATERIAL EXAMINADO: Se obtuvieron un total de 4 cepas. Se midieron un total de 240
hembras. Los machos se presentaron en 1 cepa de las 4 de los cuales se midieron 10.
Se midieron al azar 20 huevos de cada tipo de huevo (Figura 12).

Cepa3

Cepa 2 Cepa4 Cpa 5

Figura 12. Ejemplares de hembras (?) y machos (') de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “El secreto”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c= macho.
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MORFOMETRIA: Los datos obtenidos para hembras y machos del El Secreto (SCR) se
registraron en la Tabla 16. Los datos indicaron que el tamafo promedio de las hembras
para el largo del cuerpo fue 124.7 £ 4.5 um, para el ancho 86.4 + 3.8 um y el largo de pie
48.4 + 2.8 um. Los machos mostraron un tamafio promedio para el largo de su cuerpo de
108.1 + 2.2 ym, para el ancho 57.4 + 3.3 pum y un pie de 18.2 + 1.3 um de largo. La
informacion los tipos de huevos se reportaron en la Tabla 17. Los resultados indicaron
qgue los huevos de resistencia son morfométricamente mas grandes que los huevos
partenogenéticos tanto en el largo como en el ancho.

Tabla 16. Medidas promedio con desviacion estandar de hembras y machos por cepa de organismos
aislados de la muestra de “El secreto”.

Hembras (um) Machos (um)
Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepa 2 121.6+£5.0 85.9+3.9 58.6 £ 6.1 108.2+29 583x24 18.2+ 3.5
Cepa3 127.2+6.9 86.9+4.2 65.0+4.7 - - -
Cepa 4 125.5+5.0 84.9+42 65.0+12.1 - - -
Cepab 124.7+5.6 85.0+5.2 52.5+0.9 - - -

Tabla 17. Medidas promedio con desviacion estdndar de cada tipo de huevo en las cepas de “El secreto”.
Dénde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Largo 77.6+2.0 787+23 57.1+1.9
Ancho 722423 75.2+ 2.0 54.2 +2.0

f) Sitio: Canal Cocodrilo (CCD)

MATERIAL EXAMINADO: Se obtuvieron un total de 4 cepas para el sitio. Se midieron
en total 240 hembras. Los machos se presentaron en 3 de las 4 cepas, en cepas se
midieron 10 machos, haciendo un total de 30 mediciones. De estas 4 cepas fueron

tomados al azar 20 huevos partenogenéticos, 20 de resistencia y 20 (Figura 13).
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Cepad Cepa16 Cepa19
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50 um

Figura 13. Ejemplares de hembras () y machos (J3') de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “Canal Cocodrilo”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c=
macho.

MORFOMETRIA: Se registraron en la Tabla 18 las medidas promedio de las hembras y
machos. Las hembras presentaron un largo del cuerpo de 122.4 + 6.4 um, el ancho 85.5
+ 6.0y el largo del pie 66.1 £ 7.1um. Los machos presentaron un tamafio promedio del
cuerpo de 106.9 £ 2.6 pm, un ancho de 58.1 + 3.4 pm y un largo del pie de 17.3 £ 2.1
um. La medida de cada tipo de huevo se reporté en la Tabla 19. El huevo de resistencia

es mas grande que el huevo partenogenético principalmente en su ancho.

Tabla 18. Medidas promedio con desviacion estdndar de hembras y machos de cada cepa obtenida a partir
de organismos aislados de la muestra colectada en el sitio “Canal Cocodrilo”

Hembras (um) Machos (um)

Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepa 4 122.4+6.4 86.2+5.2 64.7+7.0 1026+98 582x19 174x25
Cepa 119.1+4.8 88.5+4.0 64.0+5.8 103.9+94 583+24 16.8+19
16
Cepa 1226 +6.0 84.0+£6.9 725+3.3 106.5+56 59.1+19 17.8+22
19
Cepa 83.6+6.7 62.9+84 - - -
20 117875
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Tabla 19. Medidas promedio con desviacion estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Canal
Cocodrilo”. Dénde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Largo 79.8+2.4 80.2+2.3 67.1+1.2
Ancho 69.0 + 2.3 78.6+ 1.9 60.8 + 2.0

g) Sitio: Punta Nizuc (PN)

MATERIAL EXAMINADO: Un total de 7 cepas se obtuvieron de este sitio. Se midieron
490 hembras en total. Los machos se presentaron en 2 de las 7 cepas, de los cuales se
realizaron un total de 30 mediciones. Los diferentes tipos de huevo se tomaron al azar de
estas 7 cepas, con un total de 20 mediciones por cada tipo de huevo (Figura 14).

5 Cepa1 Cepa3 Cepa10 Cepa12 Cepai8

)

Cepa 20

50 ym

Figura 14. Ejemplares de hembras (?) y machos () de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “Punta Nizuc”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c= macho.

MORFOMETRIA: Los datos morfométricos indicaron que las hembras de este sitio
presentaron un largo del cuerpo promedio de 112.2 £ 7.9 um, con un anchode 77.5+ 7.3
MM y un pie con un largo de 6.2 £ 5.4 um. En cuanto a los machos estos presentaron un
tamafio promedio del largo del cuerpo es de 89.8 £ 2.1 um, con un de ancho el 50.9 + 1.9
y un pie de 15.2 + 1.3 um de largo (Tabla 20). El tamafio promedio de los huevos
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partenogenéticos, resistencia y de macho, reporto diferencias en sus tamafios, siendo los

huevos de resistencia los morfométricamente mas grandes (Tabla 21).

Tabla 20. Medidas promedio con desviacion estandar de hembras y machos por cepa de organismos
aislados de la muestra de “Punta Nizuc”

Hembras (um)

Machos (um)

Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepal 1185+23 76.2+53 68.2+8.2 895+1.1 51.7+£6.8 148=x15
Cepa3 116.6 £9.9 745+6.2 69.8+5.8 90.2+4.9 51.8+2.0 156%12
Cepa 10 110.5+£6.9 78.3+4.0 65.0+1.1 - - -
Cepa 12 1156 +6.5 87.5+6.4 64.2+5.7 - - -
Cepa 17 113.0+4.3 75.7+6.4 68.8+5.7 - - -
Cepa 18 108.9+£5.2 78.3+8.0 63.1+£5.6 - - -
Cepa 20 112.8+5.1 77873 67.8x24 - - -

Tabla 21. Medidas promedio con desviacién estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Punta
Nizuc”. Dénde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Largo 65.1+1.1 66.8+1.1 57.3+3.1
Ancho 61.3+3.3 65.2 + 3.2 50.2 + 3.0

h) Sitio: Muyil (MYL)

MATERIAL EXAMINADO: Se obtuvieron un total de 4 cepas en condiciones laboratorio.

En total se midieron 200 hembras. Para el caso de los machos, estos se presentaron en

1 de las 4 cepas y se midieron 10 individuos en total. Los huevos partenogenéticos, de

resistencia y de macho fueron tomados al azar de las 4 cepas, haciendo un total de 20

mediciones para cada tipo de huevo (Figura 15).
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Figura 15. Ejemplares de hembras () y machos (&) de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “Muyil”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c= macho.

MORFOMETRIA: Los datos obtenidos para hembras y machos de Muyil (MYL) se
registraron en la Tabla 22. Los datos indicaron que el tamafio promedio que presentaron
las hembras para el largo del cuerpo fue de 108.1 £ 5.6 um, para el ancho 73.5 £ 7.6 um
y el largo de pie fue 51.3 = 4.8 um. Los machos mostraron un tamafo promedio para el
largo de su cuerpo de 82.1 £ 2.6 um, para el ancho 44.1 + 1.2um y un pie de 18.8 + 0.5
pum de largo. La informacién de cada uno de los tipos de huevos para la localidad se
encuentra en la Tabla 23. Cada uno de los huevos muestra diferencias en sus medidas,

el huevo de macho es el morfométricamente es el mas pequefio.

Tabla 22. Medidas promedio con desviacion estandar de hembras y machos por cepa de organismos
aislados de la muestra de “Muyil”.

Hembras (um) Machos (um)
Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepal 108.9+£5.7 67.7+5.2 50.1+3.2 82.7+4.2 441+08 19.1+0.6
Cepa 2 107.4+£7.0 722+7.7 50.2+5.6 - - -
Cepa 3 108.7£3.5 82.0+4.3 52.2+5.2 - - -
Cepa9 106.5+5.2 72.7+5.9 48.3+ 3.7 - - -

Tabla 23. Medidas promedio con desviacion estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Muyil”.
Dénde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Largo 51.7+3.0 555+20 457+ 2.6
Ancho 43.8+2.0 493+2.1 452+ 2.4

i) Sitio: Punta Laguna (PL)

MATERIAL EXAMINADO: Se obtuvieron un total de 4 cepas donde en cada una se
midieron 70 hembras haciendo un total de 280 mediciones. Los machos se presentaron

en 1 de las 4 cepas, de los cuales se midieron 10 individuos. Los huevos
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partenogenéticos, de resistencia y de macho fueron tomados al azar de estas 4 cepas,

haciendo un total de 20 mediciones para cada tipo de huevo (Figura 16).

Figura 16. Ejemplares de hembras () y machos (&) de cepas de L. bulla obtenidas a partir de organismos
aislados de la muestra de “Punta Laguna”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c= macho.

MORFOMETRIA: Los datos para hembras y machos se reportaron en la Tabla 24. Las

hembras presentaron un tamafo promedio para el largo del cuerpo de 107.1 + 3.9 um;

un ancho de 79.4 £ 5.8 um y un pie de 50.3 + 3.8 um de largo. En el caso de los machos

el largo promedio del cuerpo fue 81.6 £ 2.4 um, con un ancho de 46.4 £ 2.7 um y un pie

de 18.1 + 0.5 um de largo. En la Tabla 25 se describieron las medidas promedio de cada

tipo de huevo. Se reporté que los huevos de macho son morfolégicamente mas pequefios

gue los partenogenéticos y los de resistencia.

Tabla 24. Medidas promedio con desviacién estandar de hembras por cepa de organismos aislados de la
muestra de “Punta Laguna”.

Hembras (um)

Machos (um)

Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepal 107.6 £3.8 80.8+3.9 53.2+6.2 81.7+4.2 431+08 18.1+0.7
Cepa 2 105.7+2.6 78.4+5.2 52.2+5.2 - - -
Cepa 3 106.5+£2.5 78.1+5.7 51.2+5.2 - - -
Cepa9 108.0+4.9 78.2+4.2 50.3+3.7 - - -
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Tabla 25. Medidas promedio con desviacion estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Punta
Laguna”’. Dénde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (pm)
Largo 61.0+26 62.4+3.0 51.2+3.0
Ancho 55.6 +3.0 59.2+3.1 488+ 24

j) Sitio: Chemuyil (CHM)

MATERIAL EXAMINADO: Se obtuvieron un total de 6 cepas. Se midieron 480 hembras
en total de. Los machos se presentaron en 2 de las 6 cepas de los cuales se realizaron
20 mediciones. Se seleccionaron 20 huevos partenogenéticos, de resistencia y de macho

al azar de las 6 cepas (Figura 17).

7

Cepa11 Cepa12

50 um

Figura 17. Ejemplares de L. bulla de cepas obtenidas a partir de organismos aislados de la muestra de
“Chemuyil”. Tipos de huevos: a= partenogenético; b= resistencia; c= macho.

MORFOMETRIA: La informacion de hembras y machos se presenta en la Tabla 26. Las
hembras registraron un tamafio promedio del cuerpo de 102.9 + 4.5um, con un ancho de
71.8 £ 5.8um y un pie de 48.4 £ 2.8um de largo. Los machos presentaron una longitud
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de 78.4 £ 2.6 um, con un ancho de 43.4 + 2.6 um y un largo del pie de 18.2 £ 1.3 pm. Las
medidas promedio obtenidas de los huevos se presentaron en la Tabla 27.
Morfométricamente hay diferencias entre sus mediciones, pero el huevo de macho es el

mas pequenfio de los tres.

Tabla 26. Medidas promedio con desviacién estandar de machos por cepa de organismos aislados de la
muestra de “Chemuyil”.

Hembras Machos
Largo Ancho Pie Largo Ancho Pie
Cepa 2 103.1+£5.0 72.0+4.38 52.4+7.9 81.0+5.0 41.0+£2.7 16713
Cepa 6 103.9+ 3.6 735+ 3.0 49.1+5.8 - - -
Cepa9 103.7+4.8 71.3+4.0 44.6 £ 6.6 - - -
Cepa 10 103.0+4.1 71.3+34 47.9+6.0 - - -
Cepall 102.7+4.1 722+31 46.0+£6.0 - - -
Cepa 12 98.3+4.3 73.9+21 50.6 £ 6.1 75.3+2.9 555+6.5 18.8+0.9

Tabla 27. Medidas promedio con desviacion estandar de cada tipo de huevo en las cepas de “Chemuyil”.
Dénde: HP= Huevo partenogenético; HR= Huevo de resistencia; HM= Huevo de macho.

HP (um) HR (um) HM (um)
Largo 61.0+2.6 62.4+3.0 51.2+3.0
Ancho 55.6 + 3.0 59.2 + 3.1 488 +2.4

8.3 Determinacién morfométrica de morfotipos de Lecane bulla

Para la determinacion de diferencias estadisticas significativas se realiz6 un andlisis de
ANOVA de un solo sentido con un intervalo de confianza del 95% (p<0.05). El analisis
incluyé la informacion obtenida de la digitalizacion de 1240 fotografias de hembras (20
por cada cepa) y 110 de macho (5 por cada cepa en las hubo presencia) de L. bulla

proveniente de las 62 cepas caracterizadas en la seccion anterior.

Un primer analisis consistié en comparar los valores que presento cada una de las cepas
entre si para determinar si habia diferencias estadisticamente significativas que indicaran
gue dentro de una misma localidad era posible encontrar diferentes tamafios. Los

resultados mostraron que las cepas no presentaron diferencias estadisticamente
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significativas cuando fueron analizadas de manera individual y por lo cual no fue posible
diferenciar la presencia de distintos morfotipos dentro de un mismo tipo de ecosistema

acuatico de Quintana Roo pues el valor de p <0.21.

Posteriormente se realizd el mismo analisis estadistico, pero ahora considerando a las
cepas de cada ecosistema acuatico como un solo dato para cada sitio, es decir,
considerando la suma total de los datos de todas las cepas de cada sitio para hembras y
machos. El resultado de ANOVA para el tamafio fue estadisticamente significativo pues
el valor de p <0.001 indicé diferencias en el tamafio de los especimenes de L. bulla entre

los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo.

Una vez determinado que las diferencias estaban dadas entre los ecosistemas acuaticos,
se realiz6 un analisis de Analisis de Escalamiento Multidimensional (MDS) para identificar
como esta variabilidad existente en los especimenes de L. bulla se encuentra presente

en ecosistemas acuaticos de Quintana Roo (Figura 18).

Los resultados indicaron que el complejo L. bulla que habita en los ecosistemas acuaticos
de Quintana Roo existen dos morfotipos. El primer morfotipo propuesto se encuentra
distribuido en los ecosistemas acuaticos de Corchalito, Leona Vicario, Parque del Cenote,
Cenote de la cien, El Secreto y Canal Cocodrilo ubicados en la region mas norte del
estado (Figura 18, circulo verde). Este se nombré como “morfotipo grande (G)”. En este
morfotipo las hembras presentan un tamafo de 120 a 130 um para el largo del cuerpo,
de 80 a 90 um en el ancho del cuerpo y pie de 65 a 70 um de largo. Las medidas para
los machos son para el largo del cuerpo de 80 a 100 um, para el ancho de 60 a 70 umy
un pie de 17 a 20 um de largo. Este morfotipo se habita en los cuatro tipos de ecosistemas
acuaticos analizados en este estudio que son dolinas, lagunas costeras, lagos carsticos

y pozas temporales (Figura 18).

El segundo morfotipo propuesto se nombré como “morfotipo pequeno (C)”. Se encuentra
distribuido en los ecosistemas acuaticos de Muyil, Chemuyil, Punta Laguna y Punta
Nizuc, los cuales se localizan en la parte centro-norte del estado (con excepcion de Punta

Nizuc) (Figura 18, circulo rojo). En este morfotipo las hembras presentan un tamafio para
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el cuerpo de 90 a 110 um de largo, con un ancho de 60 a 70 um y un largo de pie de 45
a 50 um. Las medidas en los machos son para el largo del cuerpo de 60 a 70 pum, con
un ancho de 40 a 50 um y un pie de las 15 a las 17 um de largo. Este morfotipo pequefio
habita en tres de los cuatro tipos de ecosistemas acuaticos analizados en este trabajo
que son pozas temporales, lagunas costeras y lagos carsticos. No se reportd en dolinas
(Figural8).
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Figura 18. Analisis de Escalamiento Multidimensional (MDS) y distribucién de los morfotipos identificados
para los diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo de L. bulla. En el circulo verde se presenta el
morfotipo grande (G) y en circulo rojo el morfotipo pequefio (C). (stress=0.03).

8.4 Descripcion morfoldgica de los morfotipos de Lecane bulla
a) Vistay apertura dorsal de la cabeza

Estructuralmente el cuerpo es ovalado, cilindrico, de aspecto rigido pero altamente
flexible. La diferencia entre los morfotipos se encuentra en la apertura de la cabeza y
grado de ornamentacion. El morfotipo grande tiene la apertura de la cabeza amplia con
esquinas redondeadas en forma de “U” (Figura 19a) y debajo de este se identifica un
pliegue marcado (Figura 19c). La ornamentacién es pronunciada al final del cuerpo con
pequefios poros, donde se observaron pliegues en forma de “W”; que a los laterales de
estos pliegues se vuelven de aspecto corrugado (Figura 19a). El morfotipo pequefio
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presentd una amplia apertura de la cabeza con una proyeccion al final en forma de “U”
apenas pronunciada (Figura 19b). Present6 un pliegue que no se identifica facilmente
(Figura 19d). Su ornamentacion no es tan pronunciada, carece de poros y no presenta

pliegues en forma de “W” (Figura 19b).

Morfotipo grande Morfotipo pequefio

/ '3 j¢ ' TR
Figura 19. Vista dorsal de especimenes de hembras de L. bulla de cepas provenientes de organismos
aislados de diferentes ecosistemas acudticos de Quintana Roo. Doénde: a-c=morfotipo grande; b-
d=morfotipo pequefio; PL=pliegue.

b) Vistay apertura ventral de la cabeza

En ambos casos la placa dorsal como ventral tiene el mismo tamafio. La apertura de la
cabeza ventral es mucho mas amplia en el morfotipo grande (Figura 20 a y c) que en el
morfotipo pequefio (Figura 20 b y d). En el morfotipo pequefio la apertura de la cabeza
es breve con una proyeccion concava que esta fuertemente pronunciada y ligeramente

mas cerrada, que en el morfotipo grande (Figura 20 c y d).
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c) Membrana pleural

Se le denomina membrana pleural a la regidén que conecta las placas que conforman el
cuerpo de los rotiferos. Su funcién es permitirle al organismo movilidad. Esta membrana
es suave con estrias y se extiende de extremo a extremo del cuerpo del organismo. En
esta membrana se encuentra oculto un pequefio poro redondo sobresaliente del cual
usualmente nace una antena sensorial. En el caso de los dos morfotipos de L. bulla no
se presentaron diferencias entre ambos y concuerdan con la descripcion tradicionalmente

descrita por Segers (1995) (Figura 21).

Morfotipo grande Morfotipo pequeiio

Figura 20. Vista ventral de especimenes de hembras de L. bulla de cepas provenientes de organismos
aislados de diferentes ecosistemas acuéticos de Quintana Roo. Dénde: a-c=morfotipo grande; b-
d=morfotipo pequefio.

Morfotipo grande Morfotipo pequeiio
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Figura 21. Membrana pleural de especimenes de hembras de L. bulla de cepas provenientes de
organismos aislados de diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo. Dénde: a =morfotipo grande;
b=morfotipo pequefio; PV=Placa Ventral; PD= Placa Dorsal; ant= Antena

d) Placa ventral del pie

La placa ventral del pie se encuentra delimitada por un pliegue transversal (plv) que cruza
a través de todo el cuerpo del organismo (Figura 22a-b). Las principales diferencias entre
ambos morfotipos se encuentran en la forma y el tamafio de las placas coxales (pc). En
el morfotipo grande estas placas coxales alcanzan el borde de la placa ventral y se
encuentran definidas por los pliegues extracoxales (Plex) los cuales les dan una
apariencia redondeada (Figura 22a). En cuanto al morfotipo pequefio estos presentaron
unas placas coxales (pc) que sobresalen de la placa ventral, las cuales son alargadas
con aspecto ovalado no bien definido donde los pliegues extracoxales (Plex) que definen
a la placa coxal no se encuentran diferenciados 0 son muy suaves por lo cual no son
identificables (Figura 22b). En cuanto al prepedal (Prep) y el pie pseudosegmentado
(Psep) en ambos morfotipos es diferente (Figura 22). En los morfotipos grandes el
prepedal es alargado horizontalmente y corto verticalmente con forma de rectangulo con
un pie pseudogmentado que sobresale del cuerpo del organismo y del cual nace el pie
(Figura 22a). En cuanto a los morfotipos pequefios estos presentan un prepedal angosto
verticalmente y ancho horizontalmente (Figura 22b) con un pie pseudosegmentado

(Psep), el cual no se proyecta mas alla de la placa ventral (Figura 22 b).

Morfotipo grande Morfotipo pequefio




Figura 22. Placa ventral del pie de especimenes de hembras de L. bulla de cepas provenientes de
organismos aislados de diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo. Donde: a =morfotipo grande;
b=morfotipo pequefio; pc= placa coxal; Prep=prepedal; Plv= Pliegue ventral; plex= pliegue extracoxal;
Psep= pie pseudosegmentado.

e) Dedo, ufias y accesorios

El dedo es recto y largo en ambos casos. Presenta dos ufias que terminan en una punta
suave y no estan fusionadas (Figura 23). La diferencia entre ambos morfotipos es la
presencia de una muesca (ms) de donde nacen las uiias. En el caso del morfotipo grande,
la muesca es pronunciada con forma de “U” invertida de donde nacen las ufias, que
cuenta con accesorios (ac) a los laterales con un tamafio entre 5 a 8 um (Figura 23a). El
dedo ademas presento6 un pliegue transversal (plt) que es incompleto (Figura 23a). En el
morfotipo pequefio no se presentd una muesca (ms), se observa como las ufias nacen
directamente del dedo, el tamafio de los accesorios no supera las 5 um de largo. El dedo
presenté un pliegue transversal (plt) completo, que atraviesa horizontalmente el dedo
(Figura 23b).

Morfotipo grande Morfotipo pequeiio




Figura 23. Dedos, ufias y accesorios de especimenes de hembras de L. bulla de cepas provenientes de
organismos aislados de diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo. Dénde: a =morfotipo grande;
b=morfotipo pequefio; plt= pliegue transversal; ufi=ufias; ms=muesca; ac=accesorio

8.4.1 Diagnosis diferencial

Las descripciones realizadas de ambos morfotipos se compararon con la revision
elaborada por Koste (2000). Actualmente L. bulla cuenta con diez descripciones
diferentes entre subespecies y formas (Figura 24). El morfotipo grande y pequefio de

estudio no concuerda con las descripciones existentes debido a que:

1. Las formas a,b,f,g,h,i de L. bulla de la Figura 24 presentan estructuras facilmente
identificables como proyecciones en la placa dorsal, proyecciones puntiagudas al
final del cuerpo, poros rugosos, dientes en la apertura de la cabeza o forma
corporal triangular. Por esto se descarta que los morfotipos de los ecosistemas

acuaticos de Quintana Roo pertenezcan a alguna de estas descripciones.

2. Ladescripcion de las formas c y e de L. bulla de la Figura 24, fueron realizadas en

una unica ocasion y por lo cual la informacién es inconclusa.

3. En el caso de L. bulla goniata y slyrax (Figura 24 d y j) aunque parecen
morfologicamente similares a los morfotipos identificados, difieren en el dedo y la
ufia, pues en estos el dedo se encuentra completamente fusionado y termina en
una punta fina bien definida. El cuerpo presenta una estructura ensanchada al final
y la apertura de la cabeza es extremadamente cdncava, las cuales no presentan

los morfotipos de L. bulla identificados en este estudio.
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Por lo cual se concluye que los morfotipos identificados para L. bulla de los ecosistemas
acuaticos de Quintana Roo, no son comparables con los reportes hasta ahora existentes

y que su diferencia principal se encuentra en la apertura de la cabeza, forma de las placas

del pie y los detalles del dedo.

Figura 24. Diferentes descripciones de hembras de L. bulla realizadas en otros estudios, las cuales fueron
revisadas por Koste (2000). Dénde: a=L. bulla diabdlica; b= L. bulla diana; c=L. bulla alveola; d=L. bulla
goniata; e=L. bulla kutikovae; f= L. bulla constricta f. triangulata; g=L. bulla constricta; h=L. bulla dentata;

i=L. bulla papilosa; i=L. bulla slyrax.
8.5 Reconstruccidn filogenética e identificacion de haplotipos de Lecane bulla

Las topologias de todos los arboles filogenéticos se reconstruyeron utilizando un total de
62 secuencias de origen mitocondrial. De esas secuencias, 50 fueron obtenidas de la

base de datos disponible en el NCBI y 12 restantes son de este trabajo, las cuales
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provienen de ocho de los diez ecosistemas acuaticos analizados (Cenote de la cien y

Punta Nizuc no presentaron secuencias de calidad).

Este &rbol filogenético se dividio en cuatro clados (Clado I, Clado Il, Clado Il y Clado V).
El clado | se formo con secuencias provenientes de estudios realizados en ecosistemas
acuaticos de Chihuahua, Campeche, Quintana Roo, Ciudad de México, Veracruz, Florida
e Italia y de este trabajo de las secuencias obtenidas de Punta Laguna y Chemuyil (Figura
25). El clado Il se agruparon secuencias de los ecosistemas acuaticos de Veracruz y
Chihuahua, en este clado no se presentaron secuencias de este estudio (Figura 25). Este
clado Il se conformé por secuencias provenientes de Veracruz y de esta investigacion
de las del ecosistema acuatico de Muyil. Figura 25). El dltimo clado el IV se organizé con
secuencias originarias de Florida, Quintana Roo y Campeche y de este trabajo de las
obtenidas de los ecosistemas acuaticos de Leona Vicario, Corchalito, El secreto, Canal

Cocodrilo y Parque del cenote (Figura 25).

La divergencia genética promedio registrada entre las 62 secuencias de L. bulla oscil6 en
un rango de entre 3.1-16%. Cuando se analizaron Unicamente las 12 secuencias
obtenidas en este estudio de L. bulla de los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo, las
distancias presentaron un promedio entre 2.1-9.6%. Las cepas del Secreto mostraron la
mayor divergencia tanto al ser comparadas con las 62 secuencias (16%) asi como entre
las secuencias de este estudio con 9.6%. La cepa de Chemuyil mostré una divergencia
del 7.2% que no mostro similitud con secuencias de este estudio, pero si con de cepas
que se han reportado para Chihuahua. Por su parte las secuencias con menor
divergencia genética fueron las del Leona Vicario y Canal Cocodrilo y Parque del Cenote
(2.1% de divergencia) que mostraron similitud con secuencias reportadas en Quintana

Roo, Campeche y Florida (3.1% de divergencia).

Una vez determinada la divergencia genética, se calcul6é entre estas 62 secuencias la
variabilidad genética, la cual permite determinar el nimero de haplotipos, la diversidad
haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica (1r). Los resultados indicaron que L. bulla

presentd 20 haplotipos, de los cuales seis se encuentran en los ecosistemas acuaticos
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analizados en este trabajo. Los haplotipos se distribuyen en los clados del &rbol
filogenético de la siguiente manera: en el clado | se presentaron siete haplotipos, dos de
estos coinciden en este trabajo. (Figura 25, punto verde y morado, Tabla 28). En el clado
Il se mostraron dos haplotipos, ninguno de estos se distribuye en los ecosistemas
acuaticos de esta investigacion (Figura 25). En el clado lll se encontraron cuatro
haplotipos, de los cuales uno se report6 en este estudio (Figura 25, punto amarillo, Tabla
28). Finalmente en el clado IV se presentaron siete haplotipos, tres de ellos se distribuyen
en ecosistemas acuaticos de este estudio. Pero de estos tres haplotipos, uno es
reportado por primera para Quintana Roo pues no coincide con ninguna de las
secuencias registradas con anterioridad para el estado, este habita en el ecosistema

acuatico de “El secreto” (Figura 25, punto naranja, rojo y azul, Tabla 28).

En cuanto a los valores de diversidad haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica (11) estos

se presentan en la Tabla 28. Los resultados presentaron tres escenarios: (1) ecosistemas

¢;Con quién es

Sitio H n sNCBI Hd m similar? Tipo de ecosistema
LV, CORY

PC A 5 5 0.60 0.003  Quintana Roo, Florida Dolinas

SCR B 1 1 0.71 011 Campeche, Florida Poza, laguna costera
Laguna costera,

MYL C 1 6 0.21 0.002 Veracruz Poza
CHM D 3 5 0.79 0.09 Chihuahua Poza temporal

PL E 1 3 0.12 0.007 Chihuahua, Italia Poza, lago carstico
CCD F 1 3 0.63 0.004 Quintana Roo Laguna costera

acuaticos con valores bajos de diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica (1r) como en
Muyil y Punta Laguna. (2) valores altos de diversidad haplotipica (Hd) pero bajos de
diversidad nucleotidica en ecosistemas acuaticos como (Leona Vicario, Corchalito,
Parque del Cenote y Canal Cocodrilo. (3) Valores altos de diversidad haplotipica (Hd) y

diversidad nucleotidica (11) como en los ecosistemas acuaticos de Chemuyil y El secreto

Tabla 28. Valores de la variabilidad genética para L. bulla de los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo. Dénde: H=
Haplotipo; n=nimero de secuencias de este trabajo; SNCBI= nimero de secuencias de otros trabajos que coincidieron
con los haplotipos de este estudio; Hd= diversidad haplotipica; = diversidad nucleotidica.
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L.bullaCHU11
L.bullaCHU5
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L.bullaQROO36
L.bullaQROO34
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L.bullaCAMP32
L.bullaQROO33
L.bullaQROO49
L.bullaQROO48
L.bullaCAMP31
L.bulla-FLO13

L.bullaCMX39 B)
LbullacMx38 T 2

L.bullaVER37
L.bullaCHM024 [D
L.bullaCHM023 )
L.bullaCHM025 )
L.bullaCHU9
L.bullaCHU6
L.bullaCHU7
L.bullaCHU10
L.bullaVER29
L.bullaVER30
L.bullaVER28
L.bullaVER26
L.bullaVER25
L.bullaVER27
L.bullaCHU8

L ER24
L.bullaCHU1
LbullaCHU3 ~—|
L.bullaVER22
L.bullaCHU2
L.bullaVER23 o
L.bullaVER16 R‘
L.bullaVer43
L.bullaVera4
L.bullaVerd?2
L.bullaVER18
L.bullaVER17
L.bullaVER15
L.bullaMYL05
L.bullaVer40 U
L.bullaVer41
L.bullaVer50
L.bullaFLO12
L.bullaQROO45'
L.bullaQRO0O46
L.bullaQRO047
L.bullaCAMP20
L.bullaCAMP21
L.bullaCAMP19
L.bullaLvos A
L.bullaCOR026 A
L.bullascro16 5
L.bullaccpo12 F
LbullaPC031 A
L.bullaPC029 A
L.bullaPC030 A

Clado 1

Distribuccion de haplotipos

. Haplotipo A
. Haplotipo B
@) Haplotipo C
. Haplotipo D
. Haplotipo E
. Haplotipo F

Clado 1V

Figura 25. A) Reconstruccion de hipoétesis filogenética usando el modelo Tamura-Kumar y el método
Neighbor Joining con un boostrap de 1000 repeticiones. B) Mapa de la distribucién de los haplotipos de L.
bulla en Quintana Roo. Los colores corresponden a cada haplotipo.
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8.6 Determinacion de aislamiento reproductivo en Lecane bulla

a) El corchalito (COR)

Se seleccionaron machos (&) provenientes de las cepas de “El corchalito” los cuales

fueron puestos con hembras (?) de cepas de distintas localidades (Figura 26).

Al_eona Vicario
F3

El corchg Iit(’

Entrecruzamientos

@ Procedencia de los machos

A Hembras que presentaron quistes
A Hembras que no presentaron quistes

Figura 26. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos () de “El corchalito”

Los machos de COR fueron capaces de entrecruzarse exitosamente con hembras de
Ccien, LV, PC, CCD y PN, ya que en esos casos las hembras presentaron la formacién
de quistes (Tabla 29). El porcentaje de fertilidad més alta se presenté en COR x LV con
un 66%. Las hembras provenientes de SCR, MYL, PL y CHM no presentaron quistes en
ningun caso. La distancia de aislamiento (ID) fue de 0.35 con un 21% de apareamientos
homogamicos (dentro de la cepa) y 29% de heterogamicos (entre cepas), lo cual indico
gue los machos pueden entrecruzarse con hembras de sus propias cepas y tener

preferencia por las hembras otras localidades.
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Tabla 29. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “El corchalito” puestos con otras hembras

Cepas (&' x Q) Namero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
COR x Ccien 132 66 32 48
COR x LV 48 24 16 66
COR x PC 50 25 11 44
COR x CCD 100 50 16 32
COR x SCR 100 50 0 0
COR x PN 50 25 5 20
COR x MYL 50 25 0 0
COR x PL 74 37 0 0
COR x CHM 88 44 0 0

b) Cenote de la cien (Ccien)

Se seleccionaron machos provenientes de cepas del “Cenote de la cien” (3) que fueron

colocados con hembras (?) de cepas de diferentes ecosistemas acuaticos (Figura 27).

enNotEin

Entrecruzamientos

. Procedencia de los machos

A Hembras que presentaron quiste
A Hembras que no presentaron quiste

an;} Cocodrilo

Figura 27. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “El corchalito”
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Se determiné que los machos de Cenote de la cien se entrecruzan positivamente con
hembras de COR, LV, PC, CCD y PN, pues en todos se produjo la formacién de quistes
(Tabla 30). El porcentaje de fertilidad mas alto se presentd en la combinacién Ccien (&)
x PC (9) donde de 91 hembras el 76% presentaron quistes. En las localidades SCR,
MYL, PL y CHM no se presentaron quistes en ningun caso. La distancia de aislamiento
(ID) calculada fue de 0.28 y se determiné que el 30% de apareamientos son
homogamicos (dentro de la cepa) y 31% de heterogamicos (entre cepas). Los resultados
indicaron que los machos del Cenote de la cien mantienen un equilibrio en los

apareamientos entre hembras de su localidad y hembras de otros sitios.

Tabla 30. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Cenote de la cien” puestos con otras
hembras

Cepas (4 x Q) NUmero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
Ccien x COR 50 25 12 48
Ccien x LV 182 91 51 56
Ccien x PC 108 54 41 76
Ccien x SCR 100 50 0 0
Ccien x CCD 100 50 23 46
Ccien x PN 36 18 4 22
Ccien x MYL 54 27 0 0
Ccien x PL 50 25 0 0
Ccien x CHM 152 76 0 0

c) Leona Vicario (LV)

Los machos (&) de las cepas provenientes de “Leona Vicario” se colocaron junto con
hembras (%) de cepas de otras localidades (Figura 28). Los resultados de la Tabla 31
indicaron produccion de quistes en las hembras de COR, Ccien, PC, CCD y PN en
presencia de machos de LV por lo cual son capaces de entrecruzarse. La fertilidad mas
alta entre los entrecruzamientos fue la reportada para la combinacién entre LV (3) x COR
(?) donde 76% de las hembras presentaron quistes. El calculo de la distancia de
aislamiento (ID) fue de 0.25. El porcentaje de apareamientos homogamicos (dentro de la
cepa) y heterogamicos (entre cepas) fue de 31% y 37% respectivamente. No se
reportaron quistes en SCR, MYL, PL y CHM. Los resultados indicaron que LV es capaz
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de entrecruzarse exitosamente con hembras de su localidad y hacerlo con las hembras

de otros sitios.

enota S an;} Cocodrilo
Cenot¢ de la cien

Punta Nizuc

Entrecruzamientos
. Procedencia de machos
A Hembras que presentaron quistes
A Hembras que no presentaron quistes

Figura 28. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “Leona Vicario”

Tabla 31. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Leona Vicario” puestos con otras
hembras.

Cepas (8 x Q) Namero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
LV x COR 152 76 58 76
LV x Ccien 56 28 16 57
LV x PC 376 188 115 61
LV x SCR 100 50 0 0
LV x CCD 100 50 17 34
LV x PN 66 33 8 24
LV x MYL 40 20 0 0
LV x PL 50 25 0 0
LV x CHM 194 97 0 0
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d) Parque del cenote (PC)

Los machos (&) de las cepas de este ecosistema acuatico, se colocaron junto con

hembras (9) de cepas de distintas a las propias (Figura 29).

ALeona Vicario
e

El corchg Iit(A

7l secreto
N
Q

hemuyil

Entrecruzamientos

. Procedencia de los machos

A Hembras que presentaron quistes
A Hembras que no presentaron quistes

Figura 29. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “Parque Cenote”

Los machos de PC pueden entrecruzarse con las hembras de las localidades de COR,
Ccien, LV, CCD y PN, pues presentaron la formacion de quistes. El entrecruzamiento
realizado entre PC (J) x Ccien (?) presentd la fertilidad mas elevada pues de 51 hembras
32 presentaron quistes es decir el 63%(Tabla 32). Los entrecruzamientos no exitosos
fueron con las localidades SCR, PL y CHM pues no reportaron quistes. La distancia de
aislamiento (ID) fue de 0.32 con 23% de apareamientos homogamicos (dentro de la cepa)
y 28% heterogamicos (entre cepas). Los resultados indicaron que los machos del PC
son capaces de entrecruzarse exitosamente con hembras de su localidad y hacerlo con

las hembras de otros sitios.
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Tabla 32. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Parque del cenote” puestos con otras
hembras

Cepas (8 x Q) Numero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
PC x COR 120 60 28 47
PC x Ccien 102 51 32 63
PC x LV 78 39 18 46
PC x SCR 120 60 0 0
PC x CCD 120 60 25 42
PC x PN 50 25 8 32
PC x PL 100 50 0 0
PC x CHM 86 43 0 0

e) El Secreto (SCR)

Los machos (&) del ecosistema acuatico “El secreto” fueron seleccionados para ser

puestos con hembras () de cepas de distintas localidades (Figura 30).

%l an:‘a} Cocodrilo

Entrecruzamientos

. Procedencia de los machos
A Hembras que no presentaron quistes

Figura 30. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “El secreto”
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Los resultados determinaron que los machos del SCR son incapaces de entrecruzarse,
aparearse o reconocer a hembras de cualquier otro ecosistema acuatico, pues en
ninguno de los casos se reporto la formacion de quistes (Tabla 33). Esto se reafirmo con
el resultado del célculo de la distancia de aislamiento (ID) que fue de 3.4, con 68% de
apareamientos homogamicos (dentro de la cepa) y 0% heterogamicos (entre cepas).
Estos resultados indican que los machos de la localidad del SCR prefieren

exclusivamente a las hembras de su propio ecosistema.

Tabla 33. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “El secreto” puestos con otras hembras

Cepas (8 x Q) Nimero de & NUumero de @ Quistes % de fertilidad
SCR x COR 100 50 0 0
SCR x Ccien 60 30 0 0
SCR x LV 40 20 0 0
SCR x PC 56 28 0 0
SCR x CCD 50 25 0 0
SCR x PN 100 50 0 0
SCR x MYL 54 27 0 0
SCR x PL 70 35 0 0
SCR x CHM 44 22 0 0

f) Canal Cocodrilo (CCD)

En la Figura 31 se presentan las hembras () de otros ecosistemas acuaticos que fueron
puestas con los machos (J4') de Canal Cocodrilo. Los resultados indicaron que los machos
de CCD pueden entrecruzarse exitosamente con hembras de las localidades de COR,
Ccien, LV, PC y PN, pues en todos los caso se reportd la formacion de quistes. La
fertilidad mas elevada correspondié al entrecruzamiento realizado entre CCD (J) x PC
(?) pues de 52 hembras el 23 presentaron quistes lo que corresponde a 44% (Tabla 34).
Los entrecruzamientos de SCR, MYL, PL y CHM no fueron exitosos, pues no reportaron
quistes. La distancia de aislamiento (ID) fue de 0.42, con 13% de apareamientos
homogamicos (dentro de la cepa) y 17% heterogamicos (entre cepas). Estos resultados
indican que CCD puede entrecruzarse exitosamente con hembras de su localidad y

hembras de otros sitios.
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Figura 31. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (') de “Canal cocodrilo”

Tabla 34. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Canal Cocodrilo” puestos con otras
hembras

Cepas (&' x Q) Nimero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
CCD x COR 30 15 4 27
CCD x Ccien 42 22 9 41
CCD x LV 54 27 9 33
CCD x PC 104 52 23 44
CCD x SCR 76 38 0 0
CCD x PN 70 35 10 29
CCD x MYL 40 20 0 0
CCDx PL 78 39 0 0
CCD x CHM 120 60 0 0

g) Punta Nizuc (PN)
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Los machos (&) de Punta Nizuc seleccionados de las cepas de estos ecosistemas

acuaticos fueron puestos con hembras () diferentes a las propias (Figura 32).

Entrecruzamientos
. Procedencia de los machos

A Hembras que presentaron quistes
A Hembras que no presentaron quistes

Figura 32. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “Punta Nizuc”

Los resultados indicaron que los machos de PN son de los mas exitosos para
entrecruzarse. De las 10 localidades de este estudio en 8 lo lograron; se registro la
formacién de quistes con excepcion de SCR y CHM. La fertilidad méas elevada
correspondio al entrecruzamiento realizado entre PN (J3) x MYL (9) pues de 50 hembras
30 presentaron quistes lo que corresponde al 60% (Tabla 35). La distancia de aislamiento
(ID) fue de 0.1, con 48% de apareamientos homogamicos (dentro de la cepa) y 45%
heterogamicos (entre cepas). Estos resultados indican que PN puede entrecruzarse

indistintamente con hembras de su localidad y hembras de otros sitios
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Tabla 35. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Punta Nizuc” puestos con otras hembra

Cepas (8 x Q) Namero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
PN x COR 26 13 2 15
PN x Ccien 48 24 4 17
PN x LV 44 22 5 23
PN x PC 102 51 19 37
PN x SCR 108 54 0 0
PN x CCD 60 30 8 27
PN x MYL 100 50 30 60
PN x PL 44 22 13 59
PN x CHM 160 80 0 0

h) Muyil (MYL)

Se seleccionaron machos (J3) de las cepas provenientes de Muyil, los cuales fueron

puestos con hembras () de cepas de otros ecosistemas acuaticos (Figura 33).

- ang}Cocodrilo

Punta Nizuc
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Entrecruzamientos
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A Hembras que presentaron quistes
A Hembras que no presentaron quistes

Figura 33. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “Muyil”
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Los resultados de los entrecruzamientos se presentan en la Tabla 36. Los machos de
MYL solo pueden entrecruzarse con hembras de PN y PL. La fertilidad presentada fue de
63 y 66% para cada caso. En cuanto a los calculos de la distancia de aislamiento (ID)
esta fue de 3.4 y presento un 48% de apareamientos homogamicos (dentro de la cepa)
y 19% heterogamicos (entre cepas). Estos resultados indican que MYL aunque puede
entrecruzarse con hembras de cepas de otros sitios tiene preferencia por hembras de su

misma cepa.

Tabla 36. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Muyil” puestos con otras hembra

Cepas (&' x Q) Namero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
MYL x COR 76 37 0 0
MYL x Ccien 60 30 0 0
MYL x LV 55 22 0 0
MYL x SCR 42 21 0 0
MYL x CCD 26 13 0 0
MYL x PN 48 24 15 63
MYL x PL 88 44 29 66
MYL x CHM 76 38 0 0

i) Punta Laguna (PL)

Los machos () seleccionados provienen de cepas de Punta Laguna, mientras que las
hembras (?) fueron tomadas de cepas provenientes de ecosistemas acuaticos diferentes,
los cuales se colocaron juntos (Figura 34). Los resultados demostraron que los machos
de PL solo lograron entrecruzarse con hembras de PN y MYL exitosamente. La fertilidad
mas elevada fue de 76% en el entrecruzamiento entre PL (J) x MYL (Q). La distancia de
aislamiento (ID) calculada fue de 4.5 con apareamientos homogamicos (dentro de la
cepa) de 55% y apareamientos heterogamicos (entre cepas) de 10% (Tabla 37). Estos
resultados indican que PL aunque puede entrecruzarse con hembras de cepas de otros

sitios tiene preferencia por hembras de su misma cepa.
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Figura 34. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “Punta Laguna”

Tabla 37. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Punta Laguna” puestos con otras hembra

Cepas (8 x Q) Nimero de & Nimero de @ Quistes % de fertilidad
PL x COR 50 25 0 0
PL x Ccien 80 40 0 0
PL x LV 52 26 0 0
PL x PC 50 25 0 0
PL x SCR 70 35 0 0
PL x CCD 70 35 0 0
PL x PN 30 15 10 67
PL x MYL 50 25 19 76
PL x CHM 120 60 0 0

j) Chemuyil (MYL)
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Los machos (&) de la localidad de “Chemuyil” fueron seleccionados de cepas, los cuales

se colocaron con hembras (?) de cepas de distintas a la propia (Figura 35).

enotada anar Cocodrilo

Entrecruzamientos

‘ Procedencia de los machos
A Hembras que no presentaron quistes

Figura 35. Mapa de entrecruzamientos realizados con machos (&) de “Chemuyil”

Los resultados determinaron que los machos del CHM son incapaces de entrecruzarse,
aparearse o reconocerse a hembras de cualquier otra localidad diferente a la suya, pues
en ninguno de los casos se reportd la formacion de quistes (Tabla 38). Esto se reafirmé
con el resultado del calculo de la distancia de aislamiento (ID) que fue de 4.5, con 78%
de apareamientos homogamicos (dentro de la cepa) y 0% heterogamicos (entre cepas).
Estos resultados indican que los machos de la localidad del CHM prefieren

exclusivamente hembras de su localidad cepa.
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Tabla 38. Resultados de los entrecruzamientos con machos de “Chemuyil” puestos con otras hembra

Cepas (&' x Q) Namero de & Namero de @ Quistes % de fertilidad
CHM x COR 58 29 0 0
CHM x Ccien 72 36 0 0
CHM x LV 86 43 0 0
CHM x PC 102 51 0 0
CHM x SCR 100 50 0 0
CHM x CCD 100 50 0 0
CHM x PN 120 60 0 0
CHM x MYL 110 55 0 0
CHM x PL 98 49 0 0

Los resultados obtenidos de los experimentos de entrecruzamientos determinaron que
en Quintana Roo el complejo L. bulla presenta aislamiento reproductivo, el cual se dividio
en cuatro grupos reproductivamente diferentes (Figura 36) y se conforman de la siguiente

manera:

El grupo uno se conformé por los organismos procedentes de cepas de: El corchalito,
Cenote de la cien, Parque del Cenote, Leona Vicario y Canal Cocodrilo (Figura 36, circulo
azul). Estos organismos pudieron entrecruzarse exitosamente entre ellos, reconocerse y
producir quistes como resultado de su apareamiento. La distancia de aislamiento
determind que prefieren hembras de otros sitios (siempre dentro del mismo grupo) si se
encuentran disponibles, lo cual se reflej6 en porcentaje de apareamientos homogamicos
el cual fue mayor (17 al 37%) que el heterogamico (13 al 30%). En estos ecosistemas
acuaticos el morfotipo descrito corresponde al grande y en los cuales se reportaron el
haplotipo A y F. Geograficamente estos ecosistemas se encuentran distribuidos en la
zona norte del estado y se encuentran separados por una distancia de 46 km (el mas

lejano que es Leona Vicario).

El grupo dos se conformd de organismos provenientes de las cepas del ecosistema
acuatico de Punta Nizuc (Figura 36, cuadrado naranja). Los machos fueron capaces de
entrecruzarse con hembras del grupo uno (descrito anteriormente) y grupo tres (a
continuacion) en las cuales se presento quistes. La distancia de aislamiento fue 0.1 y el

porcentaje de apareamientos homogamicos y heterogdmicos presentaron valores
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similares (48% y 45% respectivamente). Los resultados indicaron que los machos en
Punta Nizuc no tuvieron preferencia entre las hembras de sus propia cepas y cepas de
otra localidades. Punta Nizuc geograficamente se encuentra en la zona urbana de
Cancun cercano al grupo uno pero a 146 km del grupo 3. Este grupo presento el morfotipo

pequeno.

El grupo tres se conformd de organismos provenientes de las cepas del ecosistema
acuatico de Muyil y Punta Laguna (Figura 36, triangulo amarillo). Estos organismos se
entrecruzaron exitosamente entre ellos, lograron reconocerse y producir quistes como
resultado de su apareamiento. Sin embargo, a diferencia del grupo uno y de acuerdo a
sus resultados, si bien pueden entrecruzarse entre ellos muestran una preferencia por
hembras de su propia cepa a hembras sobre las que puedan estar disponibles de otra
localidad. Estas localidades se encuentran distanciadas geograficamente por 84 km;

ambas presentaron el morfotipo pequefio y poseen el haplotipo Cy E.

En el grupo cuatro de organismos provenientes de las cepas del ecosistema acuético de
El secreto y Chemuyil (Figura 36, diamante morado). Ambas localidades presentaron el
mismo comportamiento, son capaces de reproducirse con hembras de sus propias cepas
pero no lograron hacerlo con hembras provenientes de cepas de las otras nueve
localidades disponibles. La distancia de aislamiento de El Secreto (3.4) y Chemuyil (4.5)
indicaron que se encuentran fuertemente aisladas del resto de las cepas de este estudio,
pues solo pueden reconocer a las hembras de su propia poblacion, lo cual se refleja en
los altos valores del porcentaje de apareamientos homogamicos 68% y 78%
(respectivamente) y su valor de cero para los heterogamicos. Ambos ecosistemas
acuaticos son pozas temporales que geograficamente se encuentran distanciadas por 44
km. Para el caso de este grupo, aqui se presentaron el morfotipo grande (El secreto) y el

morfotipo pequeiio (Chemuyil) los cuales poseen el haplotipo B y D.
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Figura 36. Representacion del aislamiento reproductivo identificado en L. bulla que habita en los
ecosistemas acuaticos de Quintana Roo.

8.6.1 Observaciones adicionales

Durante los experimentos de apareamiento se reportaron comportamientos que no
habian sido descritos con anterioridad para L. bulla, los cuales son multicopulas (Figura
37) y cuidado parental del huevo partenogenético (Figura 38). En las multicopulas se
observé a mas de un macho intentando copular a la misma hembra, estos machos no
solo lo intentaron por la coyuntura de la placa ventral y dorsal, sino también por la corona
ciliar (Figura 37). El cuidado parental observado corresponde a hembras cubriendo su

huevo partenogenético con camulos de materia organica (Figura 38)
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Figura 38. Multicopulas presentadas en L. bulla  Figura 37. Cuidado parental de la hembra de L.
bulla de un huevo partenogenético

8.7 Descripcion de las caracteristicas demograficas de Lecane bulla

Las hembras que habitan en los diferentes ecosistemas acuaticos de Quintana Roo
mostraron diferencias estadisticamente significativas en sus caracteristicas
demograficas, con excepcion del tiempo generacional (T). Se probaron las diferencias de
los valores obtenidos, utilizando un analisis pos hoc de Duncan con un a<0.05. El andlisis
determind que las hembras de los ecosistemas acuéaticos del COR, Ccien, LV, PC, SCR,
CCD y PN son diferentes estadisticamente respecto a MYL, PL y CHM (p<0.01) (Tabla
39).
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Tabla 39. Parametros demograficos para L. bulla en los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo:
Expectativa de vida (L; dias), Tasa de crecimiento instantaneo (r), Tiempo de generacion (T; dias), Tasa
reproductiva neta (Ro); nimero de descendientes machos durante su tiempo de vida (J); valor de p (p).

L r T Ro J
COR 8.2+0.6 0.68+0.2 40+0.5 15.1+£0.1 10
Ccien 75+0.1 0.68 +0.3 42+0.1 15.5+£ 0.3 9
LV 7.3x0.2 0.62+0.1 40+0.3 13.8+ 0.6 8
PC 8.3+1.0 0.69+0.2 39+0.1 15.6 £+ 0.3 9
SCR 7.9+0.5 0.67+£0.3 3.7+0.4 14.6 £ 0.2 8
CCD 6.7+0.1 0.62+0.2 34+0.1 13.4+0.6 7
PN 48+0.2 0.40+0.1 47+0.1 6.7+0.1 4
MYL 11.5+0.9 0.77+0.6 54+04 40.4+0.1 4
PL 11.8+0.9 0.78+0.1 49+04 48.2+0.1 4
CHM 15.2+0.8 0.82+0.2 49+0.8 56.5+0.2 3
Valor p 0.01 0.01 0.71* 0.01 0.01

Se informa la media + seguida por la desviaciéon estandar para cada valor. Los parametros demograficos son estadisticamente
diferentes a p <0.05, con la excepcion de aquellos con un super indice *, que no mostraron diferencias significativas.

En cuanto a la expectativa de vida (L; en dias) las hembras del COR, Ccien, LV, PC,
SCR, CCD y PN presentaron una expectativa de vida mas corta (4.8 a 8.2 dias) en
comparacion con las hembras de PL, MYL y CHM (11.5 a 15.2 dias). Los valores
reportados para la tasa intrinseca de crecimiento (r) fueron positivos, lo cual indicé que
las hembras crecen y ese crecimiento es constante. Las hembras de COR, Ccien, LV,
PC, SCR, CCD y PN presentaron valores de r que oscilaron entre 0.40 a 0.68 (PN
presentod el valor mas bajo) mientras que en MYL, PL y CHM fue de 0.77 a 0.82 (CHM
presentd el valor mas alto). El tiempo generacional (T) entendido como el tiempo que
transcurrird para que un individuo comience a producir descendencia, fue para las
hembras de CCD (3.4 dias) el mas corto y el mas largo de MYL (5.4 dias) pero no
hubieron diferencias significativas para considerar que estos varian (Tabla 38). En el caso
de la tasa reproductiva neta (Ro) fue diferente al comparar COR, Ccien, LV, PC, SCR,
CCD y PN con MYL, PL y CHM. En el primer grupo de hembras la tasa reproductiva fue
mas baja (6.7 a 15 descendientes) en comparacién con las segundas, las cuales
alcanzaron promedios de 40.4 a 56.5. Los machos estuvieron presentes en todas las
localidades y el numero total que puede llegar a producir una hembra a lo largo de su

vida se presenta en la Tabla 39.
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La supervivencia especifica por edad (Ix) y el valor reproductivo (vx) dado a través de los
dias de vida de las hembras de L. bulla presentes en los ecosistemas acuaticos se
presentan en la Figura 39. EI comportamiento de ambos parametros mostré diferencias
entre las localidades de COR, Ccien, LV, PC, SCR, CCD y PN con respecto a MYL, PLy
CHM. En el primer grupo de hembras se presentd la supervivencia mas corta que
comienza a descender rapidamente, con una curva de valor reproductivo que inicié desde
la eclosion de las hembras, con una produccién de hasta 2.1 = 0.1 de huevos
partenogenéticos por dia. Estas hembras continlan aportando valor reproductivo a la
poblacion a través del tiempo incluyendo el dia de su muerte. El segundo grupo de
hembras mostraron la supervivencia mas larga que se mantiene a través del tiempo, su
valor productivo inici6 entre el segundo y tercer dia de nacimiento, los cuales presentan
valores reproductivos de hasta 4.3 = 0.3 huevos partenogenéticos por dia, pero su

produccion se detiene dos dias antes de su muerte.

Tabla 40 Porcentaje de huevos partenogenéticos (?) y huevos de macho (&) eclosionados después de
24 h. Produccion media de huevos de resistencia (quistes).

Sitio Q ) Quistes
COR 70% 7% 126+1.6
Ccien 74% 78% 119+1.1
LV 67% 75% 11.3+2.1
PC 70% 80% 10.2+0.5
SCR 74% 73% 9.3+0.2
CCD 64% 69% 9.1+0.1
PN 49% 51% 7.1+0.6
MYL 25% 50% 47+1.0
PL 50% 54% 40+15
CHM 80% 55% 3.7+0.1

Los huevos fueron colectados al azar de los cultivos. El nimero de pozos en todos los casos fue de 3 y cada pozo contenia 100
huevos. En el caso de los huevos de resistencia, corresponde al nimero total contado durante los experimentos de tasa de crecimiento
intrinseca (r).

Los porcentajes de eclosiéon de los huevos partenogenéticos, huevos de macho vy el
promedio de produccion de huevos de resistencia se muestran en la Tabla 40. Los huevos
partenogenéticos de L. bulla se incubaron rapidamente y presentaron de manera general
un buen éxito de eclosion con mas del 50% de éxito, a excepcion de las hembras de MYL

donde menos solo el 25% lograron eclosionar. En cuanto a los huevos de machos, su
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porcentaje de eclosion varié entre COR, Ccien, LV, PC, SCR y CCD con respecto a PN,
MYL, PL y CHM, los primeros presentaron porcentajes mas altos de eclosion comparado
con los segundos donde solo el 50% de los machos llegaron a eclosionar. En cuanto a la
produccion de huevos de resistencia, la localidad que presenté mayor nimero de quistes
fue COR (12.6 = 1.6), mientras que CHM present6 el menor nimero con 3.7 £ 0.1 quistes

en total.

Como se puede observar el complejo L. bulla en Quintana Roo presentd diferentes
comportamientos que se ordenaron en dos grupos de localidades que corresponden a
los ecosistemas acuéticos de COR, Ccien, LV, PC, SCR, CCD y PN en comparacion con
MYL, PL y CHM.

En el primer grupo se encuentran los cuatro tipos de ecosistemas acuaticos descritos en
este estudio (dolina, poza temporal, laguna costera y laguna karstica), donde L. bulla
presentd una esperanza de vida corta, con un crecimiento intrinseco positivo, un tiempo
generacional breve y un aporte a la tasa reproductiva neta con un menor numero
descendientes los cuales alcanzan la maduracion sexual de forma acelerada, lo que les
permite contribuir al valor reproductivo de su poblacién desde el nacimiento. En estos
ecosistemas el morfotipo predominante fue el grande a excepcién de Punta Nizuc
(morfotipo pequefio) con la presencia de cuatro haplotipos. Hubo éxito en su porcentaje
de eclosion, tanto de huevos partenogenéticos como de machos y una alta produccion

de quistes.

En el segundo grupo se encontraron dos tipos de ecosistemas acuaticos de los descritos
en este trabajo (laguna kérstica y poza temporal) donde L. bulla presenté una esperanza
de vida larga, con un crecimiento intrinseco positivo, un tiempo generacional corto y un
aporte a la tasa reproductiva neta alta con descendientes que alcanzan la maduracion
sexual después de los dos o tres dias de nacer. En estos ecosistemas acuaticos L. bulla
presento el morfotipo pequefo con presencia de tres haplotipos diferentes. El éxito en su
porcentaje de eclosion tanto de huevos partenogenéticos como de machos fue menos

del 50% con una baja produccion de quistes.
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8.8 Descripcion de especies

Toda la evidencia encontrada en los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo, permite
proponer dos nuevas especies nuevas para ciencia en el complejo de especies Lecane

bulla, las cuales se describen a continuacion:
Lecane ricomartinensis sp.nov
Tipo de localidad

Una poza temporal en la localidad Chemuyil, municipio de Tulum, México (20° 21’ 55” N
y 87° 19 19”). Colectado el 22 de octubre de 2017.

Descripcion morfologica y diagnosis diferencial

Lecane ricomartinensis también pertenece al complejo de especies de Lecane bulla. Las
hembras de esta especie son mucho mas pequefias que lo reportado (Segers 1995 y
Koste, 2000). Longitud de la hembra 98-104 um. Longitud del macho 75-81 um. Ancho
de la hembra 70-73 um. Ancho del macho 41-55 um. Longitud del pie en hembras 44-55
pm, en machos 16-18 um. Tamario del huevo de macho 51/48 um (ancho/largo). Tamafio
del huevo partenogenético 61/55 um (ancho/largo). Tamafio del huevo de resistencia

59/62 pum (ancho/largo).

Esta especie se encuentra dentro del morfotipo pequefio de este estudio.
Morfolégicamente difiere en las ufias pues estan nacen directamente del dedo, el tamafio
de los accesorios no superaron las 5 um de largo. El dedo present6 un pliegue transversal
(plt) completo, que lo atraviesa horizontalmente y que no se habia reportado ademas,

presenta una lorica fuertemente ornamentada.

Se diferencia ademas por su completo aislamiento reproductivo y sus valores en sus
parametros demograficos como altos porcentajes de eclosion, la expectativa de vida, la
tasa de crecimiento instantaneo y la tasa reproductiva neta mas larga, que no se

reportaron en ninguna otra especie de este estudio.
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Ecologia y distribucion

Esta especie se encontré la zona de manglar en Quintana Roo. El pH fue de 7.1, la

temperatura fue de 27.1 C y la conductividad fue de 9.5 mS/cm.
Etimologia

Esta especie lleva el nombre del Dr. Roberto Rico Martinez como homenaje a su amplia
trayectoria estudiando en México a los rotiferos siendo el género Lecane el de su interés
particular. El Dr. Roberto fue el primero en estudiar en México cepas de Lecane bulla
incluidos machos y ademas planted la hipotesis que se trataba de un complejo de especie

cripticas.
Lecane mayaensis sp.nov
Tipo de localidad

Una poza temporal en la localidad El secreto, en el municipio de Solidaridad, México (20°
46’ 55.9” N, 86° 57’ 09” W). Colectado el 22 de octubre de 2017.

Descripcién morfologica y diagnosis diferencial

Lecane mayaensis también pertenece al complejo de especies de Lecane bulla. Las
hembras de esta especie son mas grandes que lo reportado (Segers 1995 y Koste, 2000).
La longitud de la hembra 120-130 um. Longitud del macho 108-105 pum. Ancho de la
hembra 84-87 um. Ancho del macho 58-60 um. Longitud del pie en hembras 52-65 um,
en machos 18-22 um. Tamario del huevo de macho 57/54 um (ancho/largo). Tamario del
huevo partenogenético 77-72 um (ancho/largo). Tamafio del huevo de resistencia 78/75
pum (ancho/largo). Esta especie se encuentra dentro del morfotipo grande de este estudio.
Morfologicamente difiere porgue las ufias presentan una muesca bien definida de las que
nace el dedo, el tamafio de los accesorios superaron las 5 um de largo. El dedo no cuenta
con el transversal completo, presenta una lorica fuerte sin ornamentaciones. Se

diferencia ademas por su completo aislamiento reproductivo y sus bajos valores en sus
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parametros demogréficos de porcentaje de eclosion, expectativa de vida, la tasa de

crecimiento instantaneo y la tasa reproductiva neta mas corta.
Ecologia y distribucion

Esta especie se encontré la zona de manglar en Quintana Roo. El pH fue de 6.1, la

temperatura fue de 30.5 C y la conductividad fue de 1.1 mS/cm.
Etimologia

El nombre de la especie hace referencia al estado de Quintana Roo, el cual es referente
de la cultura maya. Es un homenaje a la basta diversidad de especies del area y porque
la mayoria de las poblaciones que representan a esta especie se encuentran en Quintana

Roo.

104



9. DISCUSION

Este es el primer estudio cuyo objetivo es determinar la diversidad del complejo Lecane
bulla en los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo, mediante el uso de taxonomia
integrativa, la cual considera el analisis morfolégico, morfométrico, genético y parametros
demograficos. Lo anterior es importante, debido a que los ecosistemas acuéticos de la

zona norte del estado no habian sido explorados con este objetivo.
Morfotipos de Lecane bulla

En el presente trabajo se realizo la identificacion de los morfotipos del complejo L. bulla
mediante el uso de morfometria geométrica y descripciones morfolégicas. Con base en
los resultados, se propone que para poder identificar morfotipos en el complejo L. bulla,
se debe incluir en los analisis el tamafio corporal de hembras y machos, asi como la
identificacion de estructuras del dedo, ufias y garras. Lo anterior debido a que los criterios
propuestos por Segers (1995) y Koste (2000) que solo consideran la morfologia de la
apertura de la cabeza, la membrana pleural y la placa del pie, son insuficientes para
diferenciar posibles morfotipos. El uso combinado de las medidas morfométricas con
rasgos morfologicos han sido Utiles para diferenciar morfotipos en otros complejos de
especies de rotiferos como Brachionus calyciflorus (Mills et al., 2017) B. plicatilis
(Michaloudi et al., 2018), Testudinella clypeata (Leasi et al., 2013) o Polyarthra
dolichoptera (Obertegger et al., 2014).

La diferenciacion morfolégica no ocurre en todos los complejos de rotiferos, por lo cual
no siempre es posible distinguir diferentes morfotipos. Por ese motivo es comun que
varios morfotipos se agrupen en una misma especie (Kordbacheh et al., 2018). En el
complejo L. bulla aislada de diferentes ecosistemas acuéticos en Quintana Roo este no
es el caso, ya que se identificaron dos morfotipos. Lo anterior, no es poco, Si se compara
con el numero de morfotipos identificados en otros complejos de rotiferos que son en
promedio de dos a cuatro por complejo de especie (Schroder y Walsh, 2007; Mills et al.,
2016; Cieplinski et al., 2017). Ademas, es importante mencionar que en este estudio se

consideraron variables morfométricas a traves del uso la morfometria geométrica, la cual
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se ha propuesto recientemente como una herramienta para la determinacion de
morfotipos en rotiferos, pues es una técnica novedosa para investigar las diferencias de
forma y tamafo que usualmente no son consideradas en los estudios morfologicos
(Fontaneto, 2019).

Los ecosistemas acuaticos estudiados estan localizados en un acuifero carstico, en el
cual las variables fisico quimicas son consideradas homogéneas (Schmitter Soto et al.,
2002) con excepcion de la conductividad eléctrica, la cual se considera como la Unica
variable que afecta la quimica del agua en el acuifero carstico (Pérez et al., 2011).
También se sabe que la conductividad eléctrica en organismos del zooplancton como los
ostracodos, influye en su tamafio corporal, pues estos tienden a ser mas grandes cuando
los valores superan los 1000 uS/cm (Macario-Gonzalez et al., 2018). En el caso del
complejo L. bulla, se observé que el morfotipo grande se distribuyé en ecosistemas
acuaticos con valores de conductividad eléctrica en un rango de 0.2 a 1.3 mS/cm (200 a
1,300 pS/cm) y el morfotipo pequefio se distribuyd en aquellos con valores de
conductividad eléctrica en un rango de 3.5 a 9.2 mS/cm (3,500 a 9,200 puS/cm). Lo que
sugiere que las diferencias observadas en el tamafio entre los morfotipos de L. bulla
pueden ser atribuidas a la adaptacién local inducida por las propiedades del agua de los

ecosistemas acuaticos que habitan.

Los morfotipos identificados en este estudio provienen de diferentes tipos de ecosistemas
acuaticos como dolinas, lagunas costeras, lagos carsticos y pozas temporales. Se
observo que el morfotipo grande se distribuye en todos los tipos de ecosistemas acuaticos
analizados en este trabajo, pero el morfotipo pequefio no se reportd en los ecosistemas
acuaticos tipo dolina. Se sabe que los factores determinantes para el establecimiento de
los rotiferos en los ecosistemas acuaticos son la temperatura, la conductividad eléctrica
y el habitat (Fontaneto, 2019). Sin embargo, cuando en un ecosistema acuatico solo llega
a dominar un morfotipo, se atribuye a fenbmenos como la sucesién estacional (Loses,
2008). Este fendmeno se ha observado en el complejo B. plicatilis el cual presenta
periodos de sucesion estacional alternativos entre morfotipos del mismo complejo, que

pueden desplazar o permitir otros morfotipos en el mismo tipo de habitat (Papakostas et
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al., 2013). La ausencia del morfotipo pequefio en los ecosistemas acuaticos tipo dolinas
en este estudio se puede atribuir a un periodo de sucesién estacional ocurrido durante el

momento del muestreo.

Se sabe que en un mismo ecosistema acuatico pueden coexistir diferentes morfotipos de
rotiferos (Galbadon et al., 2016), e incluso como lo mencionan Ortells et al., (2003) en
miembros del complejo de especies de B. plicatilis los diferentes patrones de sucesion
estacional ayudan a explicar su coexistencia. Lo anterior es interesante ya que en el
presente estudio, solo se encontr6 un morfotipo habitando por cada uno de los
ecosistemas acuaticos estudiados. Esto podria explicarse por las siguientes limitantes
del estudio: (1) EI método de colecta utilizado puede no reflejar la totalidad de los
morfotipos que se encuentran en el ecosistema, ya que se ha reportado que la inclusion
de mas puntos de muestreo dentro de la columna de agua o el incremento de estaciones
en un mismo ecosistema incrementa el numero de morfotipos identificados (Manickam et
al., 2019); (2) La estacionalidad del muestreo, el cual se llevo a cabo Unicamente durante
la temporada de lluvias, por lo cual se desconoce si existen mas morfotipos que sean
capaces de coexistir en otra temporada climatica como secas 0 nortes, ya que otros
estudios mencionan que la estacionalidad puede influir en la presencia de diferentes

morfotipos (Fontaneto et al., 2011).
Haplotipos de Lecane bulla

En este estudio se presenta el porcentaje de divergencia genética para la parte centro-
norte del estado de Quintana Roo, la cual no habia sido analizada hasta ahora. Los
resultados indican que la divergencia genética del complejo L. bulla que habita en
diferentes ecosistemas acuaticos en Quintana Roo tiene mayor variabilidad a lo reportado
hasta el momento para el complejo. Si se comparan los resultados obtenidos por Garcia-
Morales y Elias-Gutiérrez (2013) quienes analizaron 18 poblaciones provenientes de los
estados de Veracruz, Campeche, Quintana Roo y Tabasco, quienes reportaron una
divergencia genética media de 14.69% con los resultados de este trabajo que fue de 7.4%

para 12 poblaciones, se observa que los de este estudio son superiores, pues tan solo
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en la region norte del estado de Quintana Roo existe una mayor variabilidad que lo

encontrado en cuatro estados del pais incluida la zona sur de Quintana Roo.

Ahora bien, al analizar en conjunto todas las secuencias disponibles en el GenBank para
L. bulla, se encontré que este complejo se divide en cuatro clados con una divergencia
genética que va de 3.1 a 16%. Este niumero de clados difiere con el nimero de clados
reportados por Garcia-Morales y Elias-Gutiérrez (2013) que para la parte centro-sur del
pais fueron ocho y con los tres identificados por Walsh et al., (2009) en 22 poblaciones
de L. bulla la region norte de México en el desierto de Chihuahua. Si bien, el poder
determinar cuantos clados componen el complejo de especies de L. bulla alin se requiere
una investigacion mas exhaustiva, pues aun existen un sinfin de ecosistemas acuaticos
por explorar en la Peninsula de Yucatan (Aguilar et al., 2016). Los resultados en este
trabajo soportan la hipétesis que estos cuatro clados identificados pueden ser los
principales dentro del complejo L. bulla. Estos cuatro clados ademas presentan una
variacion lo suficientemente alta para proponer la descripcion de especies dentro del
complejo L. bulla a su clasificacion taxonémica actual (Segers 1995), como ha sucedido
en otros complejos de especies como Brachionus calyciflorus (Papakostas et al., 2016),
B. plicatilis (Mills et al., 2017), Testudinella clypeata (Leasi et al., 2016) Euchlanis dilatata
(Kordbacheh et al., 2017) donde la divergencia genética encontrada oscil6 desde el 5 al

24% con la cual se propusieron nuevas especies dentro de estos complejos.

Aln se requieren mas estudios para determinar los factores que han influido en la
divergencia de estos clados, sin embargo, se ha sugerido que esta divergencia al menos
en rotiferos como Epiphanes senta estudiados en ecosistemas acuaticos de Texas,
Hawai y México, esta impulsada principalmente por las condiciones ambientales, pues
las regiones de este estudio disponen de ecosistemas acuaticos distintos que no
comparten la misma historia geoldgica (Schroder y Walsh, 2010). En el complejo L. bulla
distribuido en los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo, esta idea se sustenta con
valores de la variabilidad genética y la distribucién de los haplotipos encontrados, los
cuales indican que las poblaciones de L. bulla se han adaptado a las particularidades

ambientales de cada ecosistema acuatico que habitan por diferentes procesos los cuales

108



se encuentra relacionados con los valores en su diversidad haplotipica y nucleotidica
(Campillo et al., 2011). Las diferencias en estos valores se pueden agrupar en tres
categorias: (1) valores de baja diversidad haplotipica y nucleotidica: esto sucede en las
poblaciones cuando ocurren procesos de colonizacion reciente y un efecto fundador
persistente (Avise, 2009), (2) diversidad haplotipica alta pero diversidad nucleotidica baja:
pueden provenir de una poblacion ancestral estable capaz de establecer un haplotipo que
no varié entre los miembros de la misma poblacion (De Meester et al., 2002), y (3) valores
altos de diversidad haplotipica y nucleotidica: podrian indican que la poblacién se
encuentra separada y aislada por diferentes mecanismos alopatricos y/o simpatricos
(Pifiero et al., 2008).

Aislamiento reproductivo de Lecane bulla

El proceso de especiacién en rotiferos generalmente se infiere a partir de las divergencias
genéticas que resultan en un determinado numero de haplotipos, no obstante, los
estudios del aislamiento reproductivo casi no se realizan (Schréder y Walsh, 2007). Estos
permiten determinar el flujo genético a través de la reproduccion sexual entre rotiferos
colectados en diferentes ecosistemas acuaticos (Schréder y Walsh, 2010). En este
trabajo se presenta por primera ocasion para el complejo L. bulla informacién acerca del
aislamiento reproductivo en cepas aisladas en los ecosistemas acuaticos de Quintana
Roo. De manera general estudiar el entrecruzamiento y el comportamiento sexual en
rotiferos es complicado debido a la dificultad de lograr machos en condiciones
experimentales (Alvarado-Flores et al., 2017).

Se determind que en Quintana Roo, el aislamiento reproductivo de L. bulla presenta dos
escenarios. En el primero los organismos del complejo L. bulla presentan cierto grado de
aislamiento reproductivo, ya que aun se presenta flujo genético entre organismos de
diferentes ecosistemas acuaticos. En el segundo, los organismos del complejo L. bulla
tienen total ausencia de flujo genético debido que no pueden producir huevos de
resistencia y por lo cual se encuentran aislados reproductivamente del resto de

organismos provenientes de diferentes ecosistemas acuaticos de este estudio.
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En ambos escenarios, uno de los mecanismos que ha explicado la presencia o ausencia
de flujo genético entre poblaciones es la preferencia y/o seleccion por una pareja correcta
(Snell y Hawkinson, 1983). Se sabe que para lograr que un apareamiento sea exitoso
deben de ocurrir dos cosas: (1) la hembra debe enviar una sefal al macho de que ella
es, de hecho, la especie correcta y que debe pasar su tiempo, energia y esperma
apareando con ella, (2) el macho debe estar equipado para recibir, reconocer y responder
a la sefal de la hembra (Schérder y Walsh, 2010). Con base en lo anterior se puede
explicar qué sucedio en los entrecruzamientos exitosos, ya que estos se dieron entre
organismos del mismo morfotipo, es decir, los machos del morfotipo grandes pudieron
copular exitosamente a las hembras del mismo morfotipo independientemente del
ecosistema acuatico del cual provenian, pero no lograban hacerlo con el morfotipo
pequefio y viceversa. Con base en lo anterior, se puede sugerir que el primer mecanismo
de especiacion se asocia con la capacidad de los machos de L. bulla para poder de

reconocer y copular a las hembras.

En cuanto a al primer escenario, donde las poblaciones de L. bulla aun presenten flujo
genético, los resultados indican que la hipétesis del aislamiento geografico como
mecanismo de la especiacion en los ecosistemas acuaticos de Quintana Roo no se
cumple en su totalidad (Fontaneto et al., 2011). Esto puede ser explicado porque los
huevos de resistencia que poseen los rotiferos, pueden llegan a los ecosistemas
acuaticos por diferentes mecanismos de dispersibn como por ejemplo, pueden ser
transportados por el viento (Walsh et al., 2017). Una vez que llegan a los ecosistemas
acuaticos se depositan en el sedimento y cuando las condiciones ambientales son
adecuadas estos pueden “despertar” y actian como reservorios o fuentes de diversidad
genética y por lo cual han logrado colonizar diferentes tipos de ecosistemas acuaticos
dentro de una region (Haag et al., 2005). Otro proceso aunado que si bien no ha sido
estudiado en rotiferos (hasta donde tenemos conocimiento), pero si en otros animales
acuaticos como los peces es la conectividad hidrobioldgica (Caballero-Vazquez y Vega-
Cendejas, 2012). Se ha demostrado que los ecosistemas acuaticos con cierta

conectividad permiten una mayor persistencia y resistencia de las especies y que los
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ecosistemas actian como un vivero en los cuales las especies pueden desplazarse y
desarrollarse (Caballero-Vazquez y Vega-Cendejas, 2012). Por lo cual, la evidencia de
flujo genético encontrada en este estudio, indica que los ecosistemas acuaticos de
Quintana Roo poseen aun una buena conectividad hidrobioldgica, que aun debe de ser

explorada en los ecosistemas acuaticos de la region.

En cuanto al segundo escenario, en el cual se identificé el grupo conformado por los
organismos provenientes de las localidades El secreto y Chemuyil, en estos se presento
un completo aislamiento reproductivo derivado de su incapacidad de producir huevos de
resistencia. Los resultados indican que es posible suponer que existe un aislamiento
reproductivo en estos ecosistemas acuaticos en condiciones naturales, pues no
presentaron huevos de resistencia en ninguna de las pruebas. Esto puede ser atribuido
a mecanismos como la especializacion ecoldgica (Tang et al., 2012). Ambos ecosistemas
acuaticos son pozas temporales, las cuales se sabe e son reservorios importantes de
diversidad de especies inclusive endémicas (Biggs et al., 2017) y en los rotiferos permiten
el establecimiento de bancos o reservorios de huevos de resistencia (Walsh et al., 2017).
Es probable que los organismos colectados al momento del muestreo se deriven de este
banco de huevos de resistencia presente en ambos sitios, los cuales eclosionaron y son
por ende, completamente diferentes a los que habitan en otros ecosistemas acuaticos.
Este resultado también puede asociarse al esfuerzo de muestreo en lugar de los patrones
geograficos reales, pues se desconoce si en las pozas temporales el aislamiento

reproductivo es mas recurrente que en otro tipo de ecosistemas acuaticos.

Es importante mencionar que la ausencia o presencia de aislamiento reproductivo, puede
ser un resultado no concluyente, porque los mecanismos de aislamiento que pueden
existir en la naturaleza a menudo se rompen bajo condiciones experimentales (Meier y
Willmann, 2000) y la posibilidad de entrecruzamiento no niega la posibilidad de que
existan nuevas especies (Wheeler y Platnick, 2000b). Por ejemplo, Brachionus ibericus y
el B. almenara (clado) que son miembros del complejo de B. plicatilis con una divergencia
genética del 23%, forman huevos de resistencia viables en experimentos de

entrecruzamiento sexual en laboratorio (Suatoni et al.,, 2006). En poblaciones en
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condiciones naturales de estos dos linajes, no se ha encontrado evidencia que la
hibridacién ocurra (Ortells et al., 2000). Por lo tanto, tomando en cuenta los resultados de
este estudio, no puede determinar si en los miembros del complejo L. bulla el aislamiento

reproductivo ocurre de la misma manera que en condiciones de laboratorio.

Los resultados del estudio demostaron la presencia de multicépulas como uno de los
comportamientos sexuales del complejo L. bulla. Se sabe que la multicopula es una
estrategia empleada por las hembras para conseguir uno o0 mas machos con el fin Gltimo
de obtener descendencia (Sanz, 2013). Este comportamiento suele ocurrir con mayor
frecuencia en especies donde uno de los sexos no es necesario después de
apareamiento (Clutton-Brock, 1991). Considerando que L. bulla solo es capaz de producir
un huevo de resistencia por hembra y al producirlo muere con este adentro, la hembra
debe asegurar que su Unica oportunidad resulte exitosa, para garantizar su permanencia
(Roff, 1992), por lo tanto, este comportamiento de multicopulas es comun en rotiferos
(Alvarado-Flores et al., 2017). Sin embargo, aln no habia sido observado en el complejo
de L. bulla. Adicionalmente, en el presente estudio se observo el cuidado parental del
huevo. Este comportamiento ya habia sido reportado con anterioridad por Schoder y
Gilbert (2009) y se sabe que a mayor inversion de las hembras sobre sus descendientes,

mayor sera el éxito de permanencia en el ecosistema acuético (Sanz, 2013).
Caracteristicas demogréficas del complejo Lecane bulla

Existen pocos estudios sobre las caracteristicas demograficas en L. bulla (Saucedo-Rios
et al.,, 2017). Este trabajo es el primero en aportar informacién acerca de las
caracteristicas demograficas en cepas de L. bulla que habitan los ecosistemas acuaticos
de Quintana Roo. En el cual se demostré que L. bulla ademas de ser diferente genética

y morfolégicamente también difieren demograficamente.

Los estudios sobre las caracteristicas demograficas realizados en miembros del
zooplancton como los claddceros, han demostrado una relacion entre el tamafio corporal
y los valores demogréaficos (Nandini et al., 2007). Lo anterior sugiere que los valores

obtenidos en el complejo L. bulla que habita en los ecosistemas acuaticos de Quintana
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Roo se encuentran relacionados con el tamafio corporal, como sucede con otros
miembros del género Lecane (Serrania-Soto et al., 2011). En el caso de L. bulla de este
estudio, se organizé en dos morfotipos. Por ejemplo, el morfotipo pequefio (90 a 110 um
de largo del cuerpo) vive mas y tiene mas descendencia que el morfotipo grande (120 a
130 pum de largo del cuerpo) sin embargo, en este ultimo el valor reproductivo es mayor
ya que aportan descendencia a partir de horas de eclosionar. Varios estudios han
demostrado que el tamafio corporal en el género Lecane influye en las caracteristicas
demograficas (Serrania-Soto et al., 2011). En especies de Lecane como L. pyriformis, L.
tenuiseta y L. cornuta con medidas desde las 50-110 um de longitud en el cuerpo, la
expectativa de vida, valor reproductivo y tasa reproductiva neta son mas altos en
comparacién con especies como L. papuanay L. quadridentata y L. luna con un tamafio
corporal de entre 120-200 um (Hummon y Bevelhymer, 1979; Pérez-Legaspi et al., 2010;
Saucedo-Rios et al., 2017).

La tasa instantanea de crecimiento de la poblacion (r) es otra variable importante
contemplada en las caracteristicas demograficas (Serrania-Soto et al., 2011). Para la
mayoria de las especies de rotiferos la r varia de 0.2 a 1.0 (Sarma et al., 2017). En el
presente trabajo, los valores r se encontraron dentro de este rango. A la fecha, no hay
mucha informacion disponible sobre los valores r de las especies de L. bulla sin embargo
nuestros resultados concuerdan con estudios realizados por Pérez-Legaspi y Rico-
Martinez, 2001; Serrania et al., 2011; Saucedo-Rios et al., 2017 para otros miembros del

género Lecane.

En el presente estudio, los porcentajes en la eclosién de huevos fueron diferentes entre
los morfotipos. La eclosion de huevos partenogenéticos ya ha sido reportado en
diferentes complejos de especies (Galbadén et al., 2015), pero en el caso de los machos,
este porcentaje es poco conocido (Yin et al., 2016). La eclosién de huevos de resistencia
no fue determinada, ya que como se ha reportado con anterioridad, es muy dificil lograrlo
en este género en particular (Segers, 1995) sin embargo, si se obtuvo la produccién
promedio de huevos de resistencia, la cual no habia sido documentada para L. bulla. Se

ha sugerido que el éxito de eclosion se encuentra directamente relacionado con el tamafio
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del huevo, es decir, el desarrollo de organismos pequefios es mas rapido que el de
individuos grandes (Gillooly et al., 2002). Sin embargo, los resultados del estudio indican
que los huevos de macho y de hembra presentaron porcentajes de eclosion similares. La
eclosion parece estar relacionada con otros factores como: similitud entre los haplotipos
(Gabaldodn et al., 2015), caracteristicas morfologicas incluyendo el tamafio del cuerpo (Ma
et al., 2010), la integridad de los huevos en la cascara, el tamafio del embrién y el color
de los huevos (Garcia-Roger et al., 2006) y principalmente a la expectativa de vida y
supervivencia (Sarma et al., 2017). Las hembras que presentaron ciclos de vida mas
corto presentaron los mejores porcentajes de eclosion y produccion. Los resultados
sugieren que esto se relacione con altas tasas de reproduccion asexual, las cuales
conducen al rapido crecimiento de la poblacién y como consecuencia las hembras son
capaces de producir gran cantidad de huevos partenogenéticos que eclosionan para
permanecer en el ecosistema como mecanismo de compensacion para estos periodos
cortos de vida como se ha observado en rotiferos como L. tenuiseta y L. pyriformis

(Hummon y Bevelhymer, 1979).

10. CONCLUSIONES

El uso de la taxonomia integrativa es una herramienta fundamental que aprovecha

diferentes caracteristicas complementarias para delimitar, describir e identificar especies.
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En el presente trabajo fue posible determinar que la diversidad del complejo L. bulla
estimada para Quintana Roo es posiblemente mucho més elevada que lo propuesto
hasta el momento, pues en un niumero pequefio de poblaciones del rotifero en la region
norte del estado, existen diferencias morfolégicas y morfométricas que permitieron por
primera vez para el complejo determinar que en este los organismos se dividen en dos
morfotipos, grande (G) y pequeiio (P). Lo anterior, es un hallazgo importante
considerando que en muchos complejos de especies la diferenciacion morfolégica no
ocurre con frecuencia. En el aspecto genético, este estudio demostré altos porcentajes
de divergencia genética y de variabilidad haplotipica y nucle6tida con un rango lo
suficientemente alto para considerar la existencia de diferentes especies dentro del
complejo L. bulla. Los resultados obtenidos mostraron que en el complejo L. bulla el flujo
genético se encuentra condicionado por los ecosistemas acuaticos que habitan mas que
por mecanismos alopétricos o simpatricos. En el presente estudio, se comprobé que el
complejo puede presentar diferencias demogréficas, las cuales parecen estar
relacionados con el tamafo del morfotipo. Como resultado del analisis de la taxonomia
integrativa utilizada para estudiar el complejo L. bulla en ecosistemas del norte de
Quintana Roo, se proponen dos nuevas especies dentro del complejo L. bulla: Lecane
ricomartinensis sp.nov y Lecane mayaensis sp.nov. Este trabajo contribuye al
conocimiento de la sistematica de un grupo taxondmicamente dificil y se espera sea un
punto de comparacion para el estudio de otros grupos cuya variacion y diversificacion

refleja la diversidad de formas que habitan en la regién sureste de México.

11. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO
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En este trabajo se demuestra que la diversidad en los ecosistemas acuaticos de Quintana
Roo pero también de otros ecosistemas, debe de ser analizada desde un enfoque
taxonomico integrativo. Para comprender la diversidad que conforma los ecosistemas
acuaticos no basta solo identificar la presencia de complejos de especies, sino que es
necesario que los estudios futuros se enfoquen en la descripcion las formas y tamafio de
las especies que los conforman, en entender mejor los mecanismos involucrados en la
especiacion, la identificacion de barreras reproductivas, la diferenciacion en los
comportamientos de apareamiento, la viabilidad de los hibridos, la variacion genética.
Para estudiar méas a fondo la diferenciacion de nichos ecolégicos, deberian incluirse otras
variables ambientales como la densidad de los alimentos, el tipo de alimentos y las
competiciones en experimentos de tablas de vida entre especies y se debe explorar la
base genética de la variacion en la adaptacion ecoldgica. Solo de esta manera se lograra
comprender y cuantificar la diversidad, lo cual es imprescindible si se quiere poder
explicarlo y en definitiva, conservarlo, porque quizds actualmente uno de los retos mas
desafiantes en la conservacion de la biodiversidad global y la priorizacidon del habitat es
la correcta y pronta identificacion de las especies que habitan en los diferentes

ecosistemas del mundo.
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