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ABSTRACT

Background: In the coastal waters of the northern Yucatan Peninsula, in the southeastern Gulf of Mexi-
co, numerous pelagic algal blooms have been recorded in the 21st century. In August 2010, an unknown
small-sized Peridiniales species caused an intense bloom in the Sisal marina. In subsequent years, it was
occasionally found at other sites along the Yucatan coast. Goals: The main objective of the present study was
to name this dinoflagellate as a new species and determine its ecological preferences. Methods: Phytoplank-
ton blooms were monitored from August 2011 to September 2014. Fixed cells of the studied species were
examined in a JEOL JSM-7600F scanning electron microscope. Its ecological preferences were evaluated
using multivariate permutational analysis and generalized additive models (GAM). Results: The name Du-
rinskia yucatanensis (Dinophyceae: Peridiniales) with the thecal plate formula Po X 4’ 2a 6” 5¢ 4s(?) 5™ 2””
is proposed for a previously recorded Kryptoperidiniaceae species from the northern Yucatan coastal waters.
Dissolved inorganic nitrogen positively correlated with cell abundances for both the exposed coast and ma-
rinas, especially in July-August, characterized by high water temperature (31-32 °C). Chlorophyll-a was the
only parameter that presented significant spatio-temporal variability among years, months, and sampling
sites. The GAM showed that temperature and salinity can predict changes in abundance in different study
zones (exposed coast and marinas). The highest values were observed in the Progreso-Chicxulub area along
the exposed coast in 2011 and only at Dzilam in marinas during all studied years. Gonclusions: The species
appears to prefer eutrophic conditions typical for marinas along the northern coast of Yucatan.

Keywords: autecology, new species, phytoplankton, scanning electron microscopy, thecal morphology.

RESUMEN

Antecedentes: En las aguas costeras del norte de la peninsula de Yucatan, en el sureste del Golfo de Mé-
xico, numerosos florecimientos pelagicos de microalgas se han registrado en el siglo 21. En agosto de
2010, una especie pequefa y desconocida de Peridiniales causd un florecimiento intenso en el puerto de
abrigo de Sisal. En los afios siguientes, se encontré ocasionalmente en otros sitios a lo largo de la costa de
Yucatan. Objetivo: Nombrar a este dinoflagelado como una especie nueva para la ciencia y determinar sus
preferencias ecoldgicas. Métodos: Los florecimientos de fitoplancton fueron monitoreados desde agosto
de 2011 hasta septiembre de 2014. Las células se examinaron en un microscopio electronico de barrido
JEOL JSM-7600F. Sus preferencias ecoldgicas se evaluaron mediante analisis permutacional multivarian-
te y modelos aditivos generalizados (GAM). Resultados: EI nombre Durinskia yucatanensis (Dinophyceae:

T We dedicate this article to the memory of our colleague and friend, mentor and co-author Karen A. Steidinger (8 September 1938 — 11
June 2023).
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Peridiniales), cuya formula de placa tecal Po X 4’ 2a 6” 5¢c 4s(?) 5™
2"” se propone para una especie de Kryptoperidiniaceae previamente
registrada de las aguas costeras del norte de Yucatan. El nitrdgeno in-
organico disuelto se correlaciond positivamente con la abundancia de
células, tanto para la costa expuesta como para los puertos deportivos,
especialmente en julio-agosto, caracterizados por una alta temperatura
del agua (31-32 °C). La clorofila-a fue el Gnico parametro que presento
variabilidad espacio-temporal significativa entre afios, meses y sitios
de muestreo. Los GAM demostraron que la temperatura y la salinidad
pueden predecir cambios en la abundancia en diferentes zonas de
estudio (costa expuesta y puertos deportivos). Los valores mas altos
se observaron en el area de Progreso-Chicxulub a lo largo de la costa
expuesta en 2011 y solo en Dzilam en marinas durante todos los afios
estudiados. Gonclusiones: La especie parece preferir las condiciones
eutroficas tipicas de los puertos deportivos a lo largo de la costa norte
de Yucatan.

Palabras clave: autecologia, fitoplancton, microscopia electronica de
barrido, morfologia tecal, nueva especie.

INTRODUCTION

The northern Yucatan Peninsula is characterized by shallow waters at
the seaside, extended sandy beaches, and mangroves. In some pla-
ces, subaquatic vegetation is abundant and dominated by seagrasses
(Thalassia testudinum Banks ex Konig, Syringodium filiforme Kiitzing,
and Halodule wrightii Ascherson) and green algae mainly of the ge-
nera Caulerpa J. V. Lamouroux, Udotea J. V. Lamouroux, Halimeda J. V.
Lamouroux, Penicillus Lamarck, Batophora J. Agardh, and Avrainvillea
Decaisne (Aguilar-Trujillo et al., 2014, 2017; Okolodkov et al., 2014).
Along the coast, there are several marinas (Sisal, Chuburnd, Uaymitin,
Telchac, Dzilam and El Cuyo) and natural lagoons such as Chuburna
and Rio Lagartos, the latter with two fishing villages, San Felipe and
Rio Lagartos, on the shore. The marinas are subjected to anthropogenic
influence, primarily fishery activities, and to accumulation of decom-
posing mangle residues on the bottom. Some of these sites, such as
Chuburna and Dzilam, are characterized by nutrient-rich underground
water (Alvarez-Géngora & Herrera-Silveira, 2006; Morales-Ojeda et al.,
2010; Murgulet et al., 2020) that discharges into the lagoon and the sea
near the coast. There are no rivers along the Yucatan coast. These fea-
tures are the marine part of a ring of cenotes (sinkholes with groundwa-
ter), better known as small continental water bodies in the Yucatan Pe-
ninsula, formed along the outer edge of the Chicxulub crater, produced
by a meteorite collision during the Cretaceous about 65 million years
ago (Connors et al., 1996; Pope et al., 1996). Groundwater discharges
causes minor salinity variations. Three meteorological seasons can be
distinguished: a dry season from March to early June; a rainy season
from June to October; and the “nortes” (northerly winds) season with
short periods of storms and strong winds coming from the north from
November to February (Herrera-Silveira, 1993).

In August 2010, an unknown small-sized Peridiniales species
caused an intense bloom in the Sisal marina. In subsequent years, it
was occasionally found at other sites along the Yucatan coast. It was
assigned to the family Kryptoperidiniaceae, a monophyletic group of
dinoflagellates known as “dinotoms” (due to the presence of plastids
derived from diatoms), although a second (eukaryotic) nucleus was not
observed, thus sharing its thecal features with both Kryptoperidinium

Okolodkov Y. B. et al.

Lindemann (until now a monotypic genus; Tillmann et al., 2023) and
Durinskia Carty et Cox (Okolodkov et al., 2020). By comparing both
morphological and ecological characteristics, it was concluded that this
species was different from all known Kryptoperidinium and Durinskia
species, as well as from the other genera (Blixaea Gottschling, Dinothrix
Pascher, Galeidinium M. Tamura et T. Horiguchi and Unruhdinium Gotts-
chling) of the same family. However, no preference was given to either
of these taxa in identifying the genus, and a name was not given to the
new species then. The main objective of the present study was to reveal
its ecological preferences. In addition, a name has now been assigned
to this species for further reference.

MATERIAL AND METHODS

Phytoplankton blooms were monitored from 13 August 2011 to 8 Sep-
tember 2014 (Fig. 1). Samples were collected with a 2-liter Van Dorn
bottle and fixed with acidic Lugol’s solution. Nutrient concentrations
(@ammonium [NH,], nitrates [NO,], nitrites [NO,], orthophosphates [PO,],
silicates [SiO,] and urea [CH,N,0]) were determined according to spec-
trophotometric techniques (Strickland & Parsons, 1972). Dissolved
inorganic nitrogen (DIN) was calculated as the sum of NO,, NO,, and
NH, concentrations. Surface water temperature (SWT), salinity, and
dissolved oxygen (DO) were measured using a YSI Professional Plus
multiparameter meter (Yellow Springs, Ohio, USA). Chlorophyll-a (chl-a)
was determined by the extraction of pigments using a 90% acetone so-
lution followed by spectrophotometric determination and recalculation
formula (Jeffrey & Humphrey, 1975; Parsons et al., 1984).

Cells were counted in a 1-mL Sedgwick-Rafter chamber on an
Olympus CK2 inverted microscope (Olympus Optical Co., Ltd., Japan)
equipped with an LCAch N 40x/0.55 PhP objective. Fixed specimens
were also examined in a JEOL JSM-7600F (JEOL, Ltd., Tokyo, Japan)
scanning electron microscope (SEM) at a working distance of 15 mm,
a voltage of 5.0 kV and a low secondary electron detector (LEI) after a
preliminary wash in distilled water followed by dehydration in a series
of ethanol solutions of increasing concentration (30, 50, 70, 90, and
100%). Specimens were then air dried on 0.5” aluminum mounts and
sputter-coated with gold-palladium using a Polaron SC7640 High-Re-
solution Sputter Coater (Quorum Technologies, Newhaven, SXE, UK).

Permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) and
Euclidian distance analyses were applied to determine any significant
differences among physicochemical variables: SWT (°C), salinity, DO
(mg L), phosphates (uM), silicates (uM), urea (uM), chl-a (mg m-and
DIN (uM). Years (2011, 2012, 2013, and 2014) and months were used
as fixed factors for each zone (exposed coast and marinas) (Anderson,
2014). PERMANOVA was also applied to evaluate spatio-temporal di-
fferences in cell abundances (cell L) of this new Durinskia species
among sampling sites and months, using the same fixed factors, the
Bray-Curtis similarity distance, and Adonis function of the vegan R pac-
kage (Oksanen et al., 2013). Similarly, spatio-temporal variation of cell
abundances was visualized using a bubble chart and ggplot2 function
(Lee et al., 2020).

To reveal relationships between the response variable (cell abun-
dance) and the explanatory variables (physicochemical factors) (Wood,
2006; Zuur et al., 2007), generalized additive models (GAM) with a ne-
gative binomial distribution and a log link function were used to adjust
the data on cell density for the effect of the physicochemical variables.
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The models were constructed for each year (2011 to 2014) and zone
(exposed coast and marinas) using gam function in the mgcv2 packa-
ge, suggesting smooth effects of each explanatory variable on the res-
ponse variable (the Durinskia sp. cell abundance). Previously, to avoid
multicollinearity of the explanatory variables, the Pearson correlation
was estimated, excluding the highly (r>60%) correlated variables for
each constructed model. In addition, the Akaike information criterion
was used to choose the best-adjusted model (Symonds & Moussalli,
2011). All analyses were performed using R (R Core Team, 2022) and
RStudio (RStudio Team, 2015).

RESULTS
Taxonomy

Morphological description of the species has been previously published
(Okolodkov et al., 2020). It was not assigned to any genus of the family
Kryptoperidiniaceae; however, as stated, by comparing both morpho-
logical and ecological characteristics, our species is different from all
known Kryptoperidinium and Durinskia species in having a larger 1a
plate compared to plate 2a (Fig. 2E). Morphological differences between
our species and the genus Kryptoperidinium (Table 1) allowed us to as-
sign the species to the genus Durinskia. Herein, additional SEM micro-
graphs are given to complement the previously published description,
accompanied by SEM and light microscope images.

Phylum Dinoflagellata (Biitschli) Fensome, Taylor, Norris, Sarjeant,
Wharton et Williams, 1993

Subphylum Dinokaryota Fensome, Taylor, Sarjeant, Wharton et Wi-
lliams, 1993

Class Dinophyceae Pascher, 1914

Subclass Peridiniphycidae Fensome, Taylor, Sarjeant, Wharton et
Williams, 1993

Order Peridiniales Haeckel, 1894

Suborder Peridiniineae Poche, 1913

Family Kryptoperidiniaceae Lindemann, 1926
Genus Durinskia Carty et Cox, 1986

Durinskia yucatanensis Okolodkov, Steidinger et Garate-Lizarraga sp.
nov.

Figs. 3-7 in Okolodkov et al., 2020 and Figs. 2-3 herein.

Description: Published in: Okolodkov et al., 2020 (A Kryptoperidi-
niaceae species (Dinophyceae: Peridiniales) blooming in coastal Yuca-
tan waters, Gulf of Mexico. Protistology 14(2): 58-69, 7 figs, 1 table 1;
as Kryptoperidiniaceae species).

Affinities: Out of the six to seven Durinskia species that have been des-
cribed so far, this species is morphologically (in cell size and thecal
morphology) closer to Durinskia kwazulunatalensis N. Yamada, Sym et
Horiguchi (Yamada et al., 2017), described from a marine costal en-
vironment in South Africa. The latter is 18.4-27.4 pm long, with the
median, descending, and displaced approximately by its own width, the
1a and 2a plates of almost the same size, the suture between them
approximately central on the dorsal side of the epitheca, a trapezoidal
3” plate and a pentagonal 4” plate.
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Figure 1. Sampling sites along the northern Yucatan Peninsula coast in 2011-2014. Small circles indicate stations near exposed coasts, and large circles indicate

stations inside semi-enclosed marinas.
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Figure 2. Durinskia yucatanensis under SEM: A and B — cells in ventral view; C and D — the sulcal area in ventral view; E — dorsal view; F — left-side view. Symbols for
thecal plates: 1’-4’ — the apical plates; 17-6” — the precingular plates; 1a and 2a — the anterior intercalary plates; 1'”-5"" — the postcingular plates; 1””and 2”” — the
posterior plates; APC — the apical pore complex; ¢1-¢5 — the cingular plates; fp — the flagellar pore; PC — the pore cover plate; Po — the pore plate; Sa — the anterior
sulcal plate; Sd — the right sulcal plate; Sp — the posterior sulcal plate; x — the canal plate. Scale bar: 1 ym.

Holotype: Figure 6a in Okolodkov et al. (2020: 64) obtained from
a formalin-fixed net sample from the station (st.) 1 taken on 18 August
2010, leg. Yuri B. Okolodkov. The sample is deposited in the collection
of liquid samples of phytoplankton and benthic microalgae in the La-

boratory of Marine Botany and Planktology at the Institute for Marine
Sciences and Fisheries, University of Veracruz (Instituto de Ciencias
Marinas y Pesquerias, Universidad Veracruzana (ICIMAP-UV), Boca del
Rio, Veracruz, Mexico).
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Table 1. Comparison of Durinskia yucatanensis (present study) with Kryptoperidinium triquetrum (based on Saburova et al., 2012 — Durinskia spp.,

and Tillmann et al., 2023 — K. triquetrum).

Morphological features D. yucatanensis

K. triquetrum

Cell length 12.5-23.7 ym 15-50 pm

Thecal pores sparsely, irregularly located densely located, often arranged in rows on some dorsal epithe-
cal plates

Epitheca slightly larger than hypotheca (up to 1.5 times) equal to hypotheca

Plate formula Po X4’ 2a6” 5¢ 4s(?) 5™ 2" PoX4'2a7”5¢c7s5" 2"

Plate 1’ slightly asymmetrical, extended longitudinally, not strongly asymmetrical, extended obliquely, from the apex toward

subdivided the right side, subdivided into 1’ aand 1’ p
Precingulars 6” 7” (the 7” plate is L- or boot- shaped, very narrow)

1” and 5” are the highest
la>2a

Precingulars 1”-5”
Anterior intercalaries

Cingulum path
placed 3-1 girdle width

Plate PC* present

submedian (closer to the antapex), descending,

of similar height
la<?2a
dis- median, circular, disconnected ventrally by plate 1’ p

absent

*Note: plate PC is probably a modified plate Sd.

Type locality: Sisal marina (21°9'40.22” N, 90°2'42.71” W), the
northern coast of the Yucatan Peninsula, State of Yucatan, Mexico.

Habitat: Coastal marine, planktonic.

Etymology: The epithet yucatanensis refers to the Yucatan Penin-
sula.

Ecology

Our species was usually found at marine salinities between 32 and
40, at water temperatures between 28 °C and 33 °C, characteristic of
late summer (August-September), in a wide range of macronutrient
concentrations (Table 2). However, during the period 2011-2014, at the
distance of 1—7 km from the coastline, in shallow waters with site dep-
ths of 1.2-6.1 m, the species was found with an abundance of 2.7 x
10* - 8.0 x 10* cells L. Based on the bloom observed in August 2010
(with up to 3.75 x 107 cells L), it appears to prefer eutrophic conditions
that are typical for marinas along the northern coast of Yucatan.

The PERMANQVA analysis revealed significant differences between
years and, months and sampling sites (Table 2). All physicochemical
variables, except phosphates, showed a seasonal pattern, particular-
ly between months and years. Orthophosphates showed a multi-year
pattern (PERMANOVA, P=0.03; Table 2). The mean annual temperatu-
res differed significantly between the two zones: 29.1+1.84 °C along

the exposed coast and 27.92+1.9 °C in the marinas (PERMANOVA,
P=0.001). In the exposed coastal zone, the highest temperatures
(33.3 °C at st. 15 and 16) and salinity values (37.56-39.37) were me-
asured in July-August, and the minimum temperature (23 °C) was
registered in March for all four years; the minimal temperature (~22.7
°C) along the exposed coast was also observed in March. The highest
DO concentrations (>10 mg L) and salinity (39.93) were observed in
marinas in 2014, in particular, in August-October at st. 7, 8, 2, 3, and
5). The highest concentrations of orthophosphates (10.61 yM L, June
2011), urea (19.48 pM L, June 2011), and silicates (95 pM L', March
2014) along the exposed coast were measured in spring-early summer.

The highest DIN concentrations were measured along the exposed
coast in January 2012, especially at st. 2 to 14 (23.49 a 72.49 pM
L"), with annual peaks up to >40 pyM L' in marinas (in June 2011,
April 2012, May 2013 and March 2014). Chl-a was the only parame-
ter that presented the most significant spatio-temporal variability be-
tween years, months and sampling sites (P=0.001). The maximal value
(131.67 mg m%) in marinas was measured in February 2012 when the
highest DIN concentration (57.85 uM L") occurred. Along the exposed
coast, the highest chl-a value (34.06 mg m=) occurred in 2012, while
the mean annual value for the other three years was 21.83 mg m
(September 2011, October 2013, and January 2014; Fig. 4).

Table 2. Permutational multivariate analysis of variance (PERMANQVA) for the cell abundances of Durinskia yucatanensis transformed using Log+1
and the Bray-Curtis distance. Models for the different fixed factors, years, months, sampling sites and zones.

Years

Pseu.F P Pseu.F

Months

Sites
P Pseu.F P

Zone Interaction

Pseu.F P

Abundance of D. yucatanensis (cells L) 12.12 0.001™ 3.96

0.001™

Years-zones

3.16 0.001™ 21.74  0.001™

Years-months™

Significance codes: <0.001***,0.001**,0.01*, 0.05*.
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Figure 3. Durinskia yucatanensis under SEM: A and B — cells in ventral view; C — cell in apical-dorsal view; D — the apex with adjacent plates in apical-dorsal view;
E — cells in antapical (above) and apical views (below); F — cell in left-side view. For symbols, see Fig. 2. Scale bar: 1 ym.

Cell abundance of D. yucatanensis changed during the study pe-
riod. A temporal pattern between months was found (PERMANOVA,
P=0.001, Table 3). In 2011, 2012, and 2014, along the exposed coast,
the highest abundances were observed in September 2011 (up to 4.6 x
108 cells L', mean 7.0 x 105 cells L"), November 2012 (up to 2.8 x 10°,
mean 7.0 x 10° cells L") and November 2014 (up to 4.1 x 10°%, mean
2.1 x 105 cells L"), in particular at st. 1 to 8 and 14 to 16 (Fig. 5). The

seasonal pattern of the cell abundance of D. yucatanensis was similar
between 2011 and 2012 when the species was found between June
and November 2011 and between May and November 2012 (Fig. 5). In
comparison to those years, 2013 and 2014 were different. In 2013 the
species was frequent between January and July, and in 2014 during a
much shorter period, from August to October. In addition, the number of
species observations was much fewer in 2014 than in previous years.
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As for the spatial distribution of the cell abundances of D. yuca-
tanensis, the highest values were observed at st. 5, 6, and 7 (the Pro-
greso-Chicxulub area) along the exposed coast in 2011, and only at st.
17 (Dzilam) during all studied years in marinas (Fig. 5). In marinas, the
maximum cell abundances were observed in August 2012 and February
2014 (5.1 x 10° and 3.0 x 107 cells L"). In 2011, the maximum abun-
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dance occurred in July (2.2 x 10, mean 6.4 x 10° cells L") and in May
2013 (4.9 x 105, mean 8.2 x 10° cells L) (Fig. 6, Table 4). DIN showed
a positive correlation with cell abundances for both the exposed coast
and marinas, especially in July-August, characterized by high water
temperature (31-32 °C) (Table 2, Fig. 6).
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Figure 4. Annual mean values of physicochemical variables (mean + SD) along the northern Yucatan coast in 2011-2014.
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Figure 6. Annual mean cell abundances of Durinskia yucatanensis in relation to dissolved inorganic nitrogen (DIN) along the northern Yucatan coast in 2011-2014.
The letters added to the years in the parentheses indicate exposed coasts (a) and marinas (b).

DISCUSSION

The species was placed into the family Kryptoperidiniaceae (Okolodkov
et al., 2020) despite the absence of the second (eukaryotic) nucleus
that originated from a tertiary endosymbiont derived from a diatom
(Dodge, 1971; McEwan & Keeling, 2004; for additional references, see
Satta et al., 2020 and Tillmann et al., 2023) and characteristic of the
Kryptoperidiniaceae, and it was classified according to Fensome et al.
(1993) and Kretschmann et al. (2018). It is noteworthy that the isolate of
Kryptoperidinium triquetrum (Ehrenberg) Tillmann, Gottschling, Elbra-
chter, Kusber et Hoppenrath (= Kryptoperidinium foliaceum Lindemann)

Vol. 34 No. 1 « 2024

that caused a bloom event in South Carolina, USA, was mononucleate
(Kempton et al., 2002); the authors suggested a more transient en-
dosymbiotic association than previously considered. Similar observa-
tions of the species were made from the Baltic Sea (Gottschling et al.,
2019). This species has caused recurrent blooms in southern Chile:
18% of the 220 registered bloom events that occurred from 1956 to
2021 (Barria et al., 2022). The Kryptoperidiniaceae blooms appear to be
spreading along the Latin American coasts. Yamada et al. (2019) per-
formed a comparative study of the nuclear dynamics in three Durinskia
species. They found that D. capensis Pienaar, H. Sakai et T. Horiguchi
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in culture keeps its captured diatoms temporarily, only for two months.
The authors also suggest the unique nuclear dynamics of converting
kleptoplasts to permanent plastids in D. kwazulunatalensis. In all cases,
the host dinoflagellates control the diatom karyokinesis.

The highest silicate concentrations (96.46-97.22 pmol L) found
in Sisal marina and at 50 m from the coast in 2010 and 2011 are most
likely derived from terrestrial environments. In this case, chl-a reflects
the sum of the total phytoplankton biomass (mainly diatoms), extrace-
llular chlorophyll, and undigested microalgae in fecal pellets of plank-
tonic invertebrates (mainly crustaceans), rather than the biomass of the
blooming species.

The GAM model analysis showed that the temperature (P=0.01)
and salinity (P=0.01) could help to explain the changes in cell abundan-
ce (up to 60.7% of the total explained deviation), in particular, along the

Okolodkov Y. B. et al.

exposed coast (in 2011, 2013 and 2014) and in marinas (in 2011 and
2012) compared to changes in DIN and urea (P<0.001; Table 4). Simi-
larly, models of the field data obtained from two Mediterranean coastal
shallow lagoons in Sardinia, Italy, revealed a significant role of rainfall
and DIN in the occurrence and blooms of Kryptoperidinium sp. (Satta
et al., 2020). Cell abundances of D. yucatanensis were directly pro-
portional to an increase in temperature, especially when above 30 °C,
particularly during 2013 along the exposed coast and 2012 in marinas
(Fig. 7: 2013a and 2012b). The GAM model applied to the exposed coast
in 2012 and 2013 showed the capacity of adaptation of the species to a
wide range of salinities (Fig. 7: 2012a and 2013a). In 2013, in marinas,
the increase in cell abundance was significantly related to phosphates
(P<0.001; Table 4). Similarly, the major urea and DIN concentrations
resulted in predicted increases in cell abundance, particularly in 2014
(Fig. 5,6 and 7).
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Figure 7. Generalized additive models (GAM) describing the cell abundance response of Durinskia yucatanensis to physicochemical variables: salinity, temperature
(°C), urea and DIN (uM), during different years (2011-2014) along the northern Yucatan coast (a — exposed coasts, b - marinas). Bold lines represent GAM smoothed

mean ratios, and shaded areas are 95% confidence intervals.
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Table 3. Summary of the best adjusted generalized additive models and total explained deviation.

Zones/Years Minimal adjusted model Explained deviation (%)

Exposed coast

2011 Cell abundance ~ Temperature’+ Salinity + Phosphates™ 289
2012 Cell abundance ~ Salinity™"+ Phosphates + Silicates’+ DIN® 23.0
2013 Cell abundance ~ Temperature + Salinity’+ Urea” + Chlorophyll-a™+ DIN™ 60.7
2014 Cell abundance ~ Temperature + DO+ Silicates” + Urea + Chlorophyll-a 49.8
Marinas

2011 Cell abundance ~ Temperature + Urea™ + Chlorophyll-a™ 73.7
2012 Cell abundance ~ Temperature” + DO + Phosphates™ + DIN 64.1
2013 Cell abundance ~ Phosphates™ + DIN’ 741
2014 Cell abundance ~ Urea + DIN™ 90.8

Significance codes: <0.001***,0.001**, 0.01*, 0.05*.

CONCLUSIONS

Durinskia yucatanensis is a marine planktonic dinoflagellate. It differs
from other known Durinskia species by a larger 1a plate compared
to plate 2a. As for the cell size and thecal morphology, it is closer to
D. kwazulunatalensis. It prefers semi-enclosed coastal environments
characterized by more stagnant water and increased concentrations of
macronutrients. Its cell abundance spatio-temporal distribution pattern
along the northern Yucatan coast may change over the years; however,
it prefers higher summer temperatures during the rainy season and is
also common in autumn before the northerly wind season.
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ABSTRACT

Background. The application of symbiotics in aquaculture holds potential as a growth promoter and
substitute for antibiotics, while also improving water quality and nutrient digestibility. Goals. This study ai-
med to assess the impact of symbiotics on the growth and bacterial populations dynamics of the intestinal
contents of pact (Piaractus mesopotamicus) cultured in recirculating aquaculture systems (RAS). Methods.
87-day cultures of P mesopotamicus were conducted in RAS under three conditions: 1) food-mixed with
symbiotic, 2) activated symbiotic directly added to the water and 3) control treatment (without symbiotic).
The evaluation included growth parameters, water quality, and bacterial populations in both the water and
intestinal content. Results. Under these conditions pacu showed isometric growth, and no significant diffe-
rences were found between treatments for food conversion ratio and Fulton condition factor. Regarding the
performance of the recirculating system, there were no differences in pH, dissolved oxygen and ammonia
removal by the biofilter. However, pacu exhibited high ammonia tolerance (0.62 mg/L) in the 87-day cultures
when the symbiotic was mixed with the food. Additionally, final weights and specific growth rate were signi-
ficantly higher (5.4 g and 0.0321 days™, respectively) compared to the other conditions. Based on 16S rRNA
gene sequence analysis, seven bacterial populations were identified in the intestinal content of pact and in
the culture water: Microbacterium, Variovorax, Prosthecobacter, Bacillus, Asaccharospora, Turicibacter san-
guinis, and Limnohabitans planktonicus. Conclusions: symbiotics mixed with food, significantly promoted
the growth of P mesopotamicus and enhanced ammonia tolerance in RAS. These results set a benchmark in
the study of the length-weight relationship of P mesopotamicus, the biofilter’s capability to remove ammonia,
and the relationship between symbiotics and bacterial dynamics in the water and intestinal content during
pacu crops in RAS.

Keywords: growth, intestinal content, Piaractus mesopotamicus, symbiotics, RAS.

RESUMEN

Antecedentes. La aplicacion de simbidticos en acuicultura tiene potencial como promotor del crecimiento,
como sustituto a los antibioticos, para mejorar la calidad del agua y la digestibilidad de nutrientes. Objetivos.
Evaluar el efecto de los simbi6ticos sobre el crecimiento y la dinamica bacteriana del contenido intestinal
de pacu (Piaractus mesopotamicus) y del agua de cultivo, en sistemas acuicolas de recirculacion (SAR).
Métodos. Se realizaron cultivos de 87 dias con P mesopotamicus en SAR bajo tres condiciones:1) simbiético
mezclado con el alimento, 2) simbid6tico activado agregado directamente al agua, y 3) tratamiento control
(sin simbi6tico). Se evaluaron la calidad del agua, las poblaciones bacterianas en el agua y en el contenido
intestinal, y el crecimiento midiendo parametros morfofisioldgicos, Resultades. Pact presentd crecimiento
isométrico y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en la tasa de conversion
alimenticia, en el factor de condicion de Fulton, pH, oxigeno disuelto ni en la eliminacién de amonio en el bio-
filtro. Sin embargo, cuando el simbidtico se mezcld con el alimento, pacti mostré una alta tolerancia al amonio
(0.62 mg/L) en cultivos de 87 dias. Ademas, los pesos finales y la tasa de crecimiento especifico fueron sig-
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nificativamente mayores (5.4 g y 0.0321 dias-1, respectivamente) con
probi6tico en el alimento. Basado en analisis de secuencias del gen 16S
rBRNA, se identificaron siete poblaciones bacterianas en el contenido
intestinal de pacu y en el agua de cultivo: Microbacterium, Variovo-
rax, Prosthecobacter, Bacillus, Asaccharospora, Turicibacter sanguinis
y Limnohabitans planktonicus. Gonclusiones. Los simbi6ticos promue-
ven un mayor crecimiento y tolerancia al amonio en P mesopotamicus.
Los resultados obtenidos marcan un referente en el estudio de la rela-
cion longitud-peso de pacu, en la capacidad del biofiltro para eliminar
el amonio y en la relacion de los probidticos con la dindmica bacteriana
en el agua y en el contenido intestinal durante cultivos en SAR.

Palabras clave: contenido intestinal, crecimiento, Piaractus mesopota-
micus, simbidticos, SAR.

INTRODUCTION

In recent years the global demand for food has had an exponential grow-
th, and aquaculture has turned out an important ally for the production
of animal protein. The development of new production processes and
cultivation of new species has been postulated as alternatives to fill the
increasing demand of fish and shellfish (Rise et al., 2019; FAQ, 2020).

The genus Piaractus (Serrasalmidae) comprises fishes native to
South America with three species: P brachypomus (pirapatinga), P me-
sopotamicus (pacu) and P, orinoquensis (cachama blanca) (ITIS, 2021).
Piaractus mesopotamicus (Holmber, 1887) are naturally found in lakes
and rivers with vegetation, provided that water temperature is between
20-30°C, dissolved oxygen concentration is 7-8 mg/L, and pH ranging
from 7-8 (Soncini & Glass, 1997; dos Santos et al., 2020). Pacu is also
of great importance in aquaculture and recreational fishing due to its
robustness, ease of handling and adaptation to artificial feeding, as well
as, its high growth rates, efficient food conversion and high fertility ra-
tes (Bacchetta et al., 2019). Piaractus spp. have been cultivated under
varied aquacultural conditions, i.e.: in polyculture especially with carps
(Kumar et al., 2018), in saline or brackish waters, pact has tolerated
up to 4ppt NaCl (Jomori et al., 2012). Assays at different water tempe-
ratures have shown that below 24°C, there is a delay in muscle growth
in pact juveniles (de Paula et al., 2014). In addition, pacu produced in
aquaculture systems has great acceptance among consumers due to
its pleasant taste (Pavon et al., 2018). Barrero et al. (2012), did not find
significant differences in sensory appreciations (smell, flavor, texture
and color), nor in bromatological parameters (protein, moisture and lipid
contents), between P, brachypomus grown in recirculating aquaculture
systems (RAS) and those obtained in extensive fish farms.

The advantages of RAS over conventional fish farms are: dimini-
shing of water requirements and growing space, higher crop densi-
ty (Piedrahita, 2003); production independent of seasonal variations,
and reduction of environmental impacts, together with a better ma-
nagement of biosecurity measures (Aslam et al., 2019). However, the
intensification of aquaculture practices increase among others, the
concentration of ammonia (NH,) in water, being a metabolic residue of
major concern as it represents 70 to 90% of the total nitrogen input into
aquaculture systems. NH3 concentrations larger than 0.0125 mg/L, can
deteriorate gills’ structures (Timmons et al., 2009), also it may accumu-
late in tissues and blood plasma causing morphological, physiological
and behavioural alterations on most aquaculture species, affecting the
immune system, growth and production (Medeiros et al., 2016).
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Currently, the use of antibiotics in aquaculture has been banned
due environmental and health issues, being a sustainable alternative
the use of probiotics, prebiotics, and symbiotics (Lee et al., 2019). Pro-
biotics are microbial supplements with either therapeutic, prophylactic,
growth-promoting, stress tolerance-enhancing, and reproductive-im-
provement effects (Hoseinifar et al., 2016; Martinez-Cruz et al., 2012).

Prebiotics are no digestible substrate that are metabolized by spe-
cific health-promoting microorganism, therefore, probiotic microorga-
nism use these compounds as a source of carbon for their developmet.
A combination of pro-and prebiotics is referred to as a symbiotic pro-
duct. It provide a competitive advantage over endogenous populations
(Merrifield et al., 2010 Mugwanya et al., 2022). This is done to increa-
se the survival and implantation of probiotics in the host’s gastrointes-
tinal tract. So far, symbiotic studies have been conducted in salmonids,
soft-shell turtles, shrimps and lobsters (Ringo et al., 2010; Hoseinifar et
al., 2016; Lee et al., 2019). Regarding the intestinal bacterial commu-
nities present in pacu; Castafieda-Monsalve et al. (2019) reported the
presence of Fusobacteria, Spirochaetes, Firmicutes and Proteobacteria
in P brachypomus; while Rossi et al. (2020) found Bacteroidetes, Fir-
micutes and Fusobacteria in P. mesopotamicus. However, the effect of
symbiotics on Piaractus intestinal bacterial communities has not yet
been studied.

The objective of this study was to compare the effect of the admi-
nistration mode of a commercial symbiotic on the growth of pacu (P
mesopotamicus), on the bacterial communities present in the intestinal
microbiota and in the water of a RAS system.

MATERIAL AND METHODS

Experimental design and fish culturing conditions. The 87-day ex-
periment consisted of a block design, using symbiotic administration
mode as the only factor. After acclimatization, 234 P mesopotamicus
specimens (5.74 = 0.51cm total length, 4.630 + 0.369cm standard
length, 2.607 = 0.218cm height and 3.53 + 0.89g weight) were rando-
mly distributed in 9 aquariums/tanks of 70 L each, that were grouped
into three vertical RAS. Therefore 26 organisms were placed in each
aquarium, accounting for 78 fishes/treatment (n=78), at a density of 1
fish/2.7 L of water (Fig. 1a).

Three treatments were established: i) symbiotic in powder mixed
with the food (MP), administered at 1g symbiotic powder/kg food; ii)
activated symbiotic (AP); 1ml of the activated product was added to
each tank during feeding; iii) control treatment (CT), with no symbio-
tic added. Activation of the product for AP treatment is described in
“Symbiotic” subsection. The concentration of administered symbiotic
was the same in the MP and AP treatments because the product was
used according to the producer’s instructions. The fishes were fed
three times a day considering 3% of the biomass per day. The ration
was adjusted weekly according to weight increases. The food was
trout minipellet Silver Cup-El Pedregal (45% crude protein and 16%
fat), and water temperature was maintained at 25 + 2 °C, with 300W
heater (Doplhin®). When needed, calcium carbonate (CaC0,) was ad-
ded to maintain the pH at alkaline values. The volume of water lost by
evaporation was replenished daily. Every third day, the remaining food
and accumulated faeces were collected, using a siphon and a net with
a mesh size of 0.3 mm.

Hidrobiol6gica



Symbiotics effect on pacu growth and microbiota.

Biological material. Four hundred P mesopotamicus juveniles (30 +
1 days old, 4.35 = 0.73 cm mean total length, 3.44 + 0.626 cm mean
standard length, 1.66 + 0.381 cm mean height and 1.66 + 0.90 g mean
weight), were cultivated in recirculating aquaculture systems located at
a greenhouse facility (19°18°32.8” N 99°0617.0” W). The fishes were
acclimatized for 20 days in an 80 L aquarium, with water parameters
setat: 24 + 1°C temperature, dissolved oxygen (DO) 6.86 + 0.05 mg/L,
and pH 8.5 = 0.5. The fishes were fed daily with commercial flake food
(Wardley, minimum 38% crude protein and 4% fat), at a 3% propor-
tion of their body biomass, fed was divided into two servings. During
the first 10 days of acclimatization Sulcoll (Collins Veterinary Division,
Guadalajara, Mex), a sulpha-derived antibiotic was administered daily
at 17 pL/L water.

Symbiotic. The commercial symbiotic Aqua-BOOSTER® (Smart Micro-
bials, INC.) was used in the assay. It is a powder-formulated product
containing viable non-disclosed microorganisms, among others Sac-
charomyces cerevisiae, and prebiotic oligosaccharides (mannans and
[3-glucanes). According to the manufacturer’s instructions, this product
is focused on improving the health, performance of aquaculture orga-
nisms in culture, and can be administered directly into the water as
a powder, or after being activated by inoculating 0.5% (w/vol) of the
powder, in 1% (w/vol) molasses in water, and incubating for 12 h at
room temperature.
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RAS. Water biofiltration was carried out in a three-phase cascade sys-
tem, formed by 3 containers with 50 L each, operating in continuous
flow at 2.5 L/min (Fig. 1b). The first phase contained 3cm-diameter
plastic spheres aimed to generate nitrifying microbial biofilm, pro-
duction of the biofilm was carried out during the fish acclimation; the
second and third phases used a filtration system based on activated
carbon and zeolite, respectively.

Growth analysis. Morphometric data were obtained weekly, by rando-
mly selecting ten fishes from each (30 fishes per treatment). Total leng-
th (Lt), standard length (Lp) and height (H) were obtained with a vernier
Scala 222b (Metromex), and the weight was determined in an Ohaus
Scout STX balance. These morphometric data were used to calculate
the following morphophysiological parameters:

Specific growth rate constant (SGR), is obtained by integrating the
growth equation dW/dt = pW and plotting In(Wt/Wo) as a function of
culture time, where: Wo and Wt - Average weight of the fishes at time 0
and time t (Lugert et al., 2016).

Food conversion ratio, FCR = ZF/(Wt-Wo); where: Zf - food adminis-
tered during cultivation (Usaid-Harvest, 2011).

Protein efficiency ratio, PER = (Wt-Wo)/[N],00d; where [N]food - ni-
trogen concentration of the food (Rojas et al., 2014).
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a * i
* [
N
X “-d\p g
N =
A TTTTTTTT H o
l J2
' :
> =
=3
£ b)
v Treatment device
©
g N Ennt T m—— .
1
Y I . . A 4 :
= 1 | Zeolite Activated — "
p | filter [® carbon filter [&——{ Biofilter !
1
- l
! ]
o o o e — A ——————————————————
¥ '
I
1

Figure 1. Scheme of the vertical Recirculating aquaculture system (RAS) used in the assays. Each system contained 78 P mesopotamicus distributed in three 70
L-tanks (26 fishes/tank) The treatments included two ways of symbiotic administration, and a control non amended with symbiotic. Registered parameters included:
A —amount of food (g); N, - Kjeldahl nitrogen in the food (gN/gfood); X - recorded weight of fish (g); P — pacu protein content (%); [NH,] - ammonia concentration

(mg/L). Modified from Badiola et al. (2018); Timmons et al. (2009).
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Crop density, CD = Wt/VT. Maximum mass of aquaculture product
that can be maintained within the fish farm (Timmons et al., 2009),
where: VT - total water volume in the RAS.

Fulton condition factor, K= 100 (W/L?); where: W - fish weight and
L - Total fish length (Leyton F. et al., 2015).

Length-weight relationship, WL = aL® where: a - intercept, L -
standard length and B - ratio coefficient between length and weight
(Rennie & Verdon, 2008). The experimental data was used to graphically
represent each of the three treatments. Subsequently, the images were
overlaid to facilitate comparison in a single figure.

Hypothesis of isometric growth, t,_ A Student’s t test (p <0.05), t, =
(b-3)/Sb; where b - coefficient of proportion between weight and length,
Sh is the slope standard error (Ibafiez, 2015).

Water quality assessment. Water temperature, pH and dissolved oxy-
gen concentration were monitored on a daily basis (YSI digital oxime-
ter). The NH3 concentrations were quantified weekly with a modified
Nessler method according to the Hanna C99 photometer and its rea-
gents kit (Hanna Instruments Mexico). The ammonia removal capacity
of the biofilter (YNH3) was calculated with a modified mass balance as
proposed by Badiola et al. (2018), using the following equation:

YNH3 = W°N - VT(uX/Y) - V(dN/dt), where: W°N = nitrogen con-
sumption by fish; VT(dX/Y) = ammonia nitrogen accumulation in fish;
and V(dN/dt) = ammonia nitrogen accumulation in the tanks.

Statistical analysis. All values in tables are expressed as means =
SD. Normality of the data was assessed with the Shapiro-Wilk test, and
the Levene test was used to assess equality of variances. Data mee-
ting these premises were analysed by one-way ANOVA (P <0.05), and
further post hoc Tukey test for multiple comparisons, by using SAS JMP
Software version 10. While data that didn’t meet the premises, in des-
pite of mathematical transformations, were subject to Tukey’s nonpara-
metric analysis (Montgomery, 2004).

DNA extraction and PCR amplification. Metagenomic DNA was ex-
tracted from the suspended bacteria in water (W), and from the symbio-
tic product, either as powder or activated, and from the fish gut content
(FGC) from each treatment using the Wizard kit from Promega Inc., with
modifications according to Aguirre-Garrido et al. (2016). A fragment of
the 16S rRNA gene comprising the V6-V8 regions was amplified using
the universal primers rL1401 (5"- GCGTGTGTACAAGACCC -3") and f968
GC (5-GCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGEGGCGGGGGCACGGGGGAACE-
CGAAGAACCTTACC- 3, the underlined sequence corresponds to the
GC-clamp), following the protocols described by Felske et al. (1996).
The polymerase chain reaction (PCR) was carried out according to Agui-
rre-Garrido et al. (2016), and the amplification products were examined
in agarose gel electrophoresis (1% agarose in TAE buffer) under pre-
viously described protocols (Ramirez-Saad et al., 2004).

DGGE analyses. Metagenomic DNA was obtained from i) the fish gut
contents (FGC), ii) the suspended bacteria in water (W) and in the sym-
biotic. The analysis was based on PCR-DGGE profiles of the V6-V8 re-
gion of the 16S rRNA. Obtained amplicons were electrophoresed in a
DCode System (BioRad Labs, Hercules, CA, USA). PCR conditions and
DGGE general methodology were performed according to Felske et al.
(1996). The denaturing gels were silver-stained and preserved (San-
guinetti et al., 1994). Predominant DGGE bands from each profile were
excised, purified, and reamplified (Ramirez-Saad et al., 2004). Image
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analysis of DGGE profiles was performed with Syngene software (Sy-
noptics Ltd., UK), using Pearson matrix for pairwise similarity and UPG-
MA as clustering method. Furthermore, band surface and mean pixel
intensities of every band within each pattern were integrated, these
values were converted to percentage of relative abundance and used
as surrogate abundance measure for each sequenced band within its
respective profile.

Sequencing and bioinformatic analysis. Reamplified products from
DGGE were sequenced (Macrogen, Seoul, Korea). Obtained sequences
(<400 nt) were identified with the16S-based ID tool of the EZBioCloud
(Yoon et al., 2017). Furthermore, the taxonomic identification of sequen-
ces and their respective surrogated abundances were introduced in the
PICRUSt2 (Douglas et al., 2020) pipeline (https://github.com/picrust/
picrust2).

Accession numbers. The sequences obtained in this study were depo-
sited in GenBank databases under the accession numbers: MN845131
to MN845138.

RESULTS

Growth and morphophysiological parameters. The growth para-
meters of pact were scored weekly (Table 1). ANOVA comparisons of
weight, total length, standard length and height values (followed by post
hoc Tukey test; p < 0.05) showed significantly higher values in the four
parameters when using MP as compared to CT and AP treatments. AP
and CT didn’t show significant differences among them in any of the
measured growth parameters. Also a significantly higher SGR (p <0.05)
was obtained when using MP, in relation to CT and AP. No mortality
occurred during the experiment in any of the treatments.

On their side, PER values with both symbiotic treatments were
significantly higher than the control. While after 87 days of culture,
the obtained values for food conversion ratio (FCR), crop density (CD)
and Fulton factor (K) did not present significant differences between
treatments. However, in the latter factor values greater than 3.0 were
obtained, indicating that the growth of the animals was not food limited
(Leyton F. et al., 2015). Likewise, the values obtained of f, determined
isometric growth in all conditions (table 2). The weight/length ratios
(p) in pact were close to 3.0 g/cm in all treatments so fishes deep
their shape as they grow, however, a statistical significant difference (p
<0.05) was obtained when using MP, as seen in Figure 2.

Water quality. The average values of temperature, pH and DO did not
show significant differences in any of the two experimental treatments
and the control (Table 3). Although the ammonia nitrogen removal ca-
pacity of the biofilters (YNH5) did not present significant differences,
the ammonia concentration at the end of the culture was significantly
higher with MP.

Analysis of microbial communities. Initial similarity clustering
analysis pointed out that the DGGE patterns revealed that DGGE pro-
files clustered according to samples origin; fish gut content (FGC) and
water from the tanks (W), regardless of the treatment. The FGC samples
showed more homogeneous profiles forming a coherent cluster with
58% similarity (Fig. 3a). Eight DGGE bands considered representative of
the different treatments were selected, for re-amplification, sequencing
and identification (Fig. 3b, numbers 1-8). Six sequences were identified
at the genus level, while the other two were identified at the species

Hidrobiol6gica
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Figure 2. P mesopotamicus length-weight relationship (W= o LP) at different symbiotic administration modes. o — intercept on X axis, § -ratio coefficient between
length and weight, R?— determination coefficient; Control (CT), o = 0.029, § =3.08% Activated symbiotic (AP), o= 0.033,  =3.0247; Mixed symbiotic (MP), o = 0.026,
3 =3.1374". Levels not connected with the same letter are significantly different (p<0.05).

level (table 4). Although, bands 1 and 7 migrated to different position,
they were identified as Microbacterium aerolatum, sequence compari-
son pointed several differences as they may be originating from diffe-
rent operons. The profiles of activated symbiotic and mixed symbiotic
(Fig. 3b) showed some differences that could be related to activation
in molasses than enriched certain populations, yielding different pro-
minent bands. From the FGC profiles (Fig. 3b), the band identified as
Asaccharospora irregularis (band 5) remained throughout the culture
in the three experimental conditions (CT, AP and MP), and Turicibacter
sanguinis (band 6), only in the FGC of CT fishes. While from the bands of
the bacterial community in the water, Prosthecobacter sp (band 3) and
Limnohabitans planktonicus (band 8) disappeared after 50 days. Regar-
ding bands 1 and 7, both corresponded to Microbacterium aerolatum
and they were found in the symbiotic powder, and in 3 experimental
conditions at 50 days, but only prevailed in the CT tanks at the end of
the culture. Bacillus horti (band 4), was detected in the MP water along
the culture, but was not present in the FGC of any treatment.

For PICRUSt analysis, the presence and relative abundance of each se-
quenced band in the different DGGE profiles allowed to predict the func-
tional potential of the respective bacterial communities on the basis of
marker gene sequencing (Douglas et al., 2020). In this regard, some
DGGE profiles; i.e. MP-0-W, CT-0-W and CT-50-W (Fig. 3b) shared 4 out
of the 8 sequenced (identified) bands, while other profiles only shared
3,2 or 1, except for AP-87-FGC that did not presented any shared band.
Under this approach, around 90% the predicted genes for the different
profiles were grouped under 21 KEGG (Kyoto Encyclopaedia of Genes
and Genomes) pathways. The pathways related to membrane trans-
port and carbohydrates metabolism were the most represented in the
majority of the community metabolic profiles (Supplementary Table 1).
Based on these prediction values, several differences in gene numbers
were detected among the different profiles, however, these differences
were more related to the number of identified bands within the profiles,
rather than to the administration of symbiotics.
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DISCUSSION

Growth and morphophysiological parameters. Determining the gra-
dual increase in length or weight of cultivated organisms is a basic
parameter in aquaculture. In this study, dynamics of weight increase
in pacu presented an adaptation phase of 28 days in the three experi-
mental conditions. Normally, fishes in their early stages of development
grow a larger proportion in length, than in the other growth parameters
(Nash et al., 2006). Coincidentally, Mourad et al. (2018), also found an
initial delay phase of 28 days in P mesopotamicus juveniles. According
to Jomori et al., 2003, the adaptation phase delay could be shortened
to a 6 to 9 day-period under intensive culturing of pact larvae based
on live food.

The statistically significant differences in size, weight, and growth
rate of MP treatment as compared to CT and AP do not imply a random
variability or small fluctuations, but a treatment-related variation in the
fish growth parameters. Therefore, it is likely that with the use of larger
tanks, such a biomass quantity will be produced with MP that will allow
for greater gains for producer compared to the other experimental con-
ditions. Guidoli et al., 2018 reported similar values in the growth rate
in culture of P mesopotamicus larvae, by administering a mixture of
probiotic bacteria. Considering the way that activated symbiotic was
administered, by adding the fermented preparation directly into the wa-
ter tanks (AP treatment). Under this condition, the symbiotic has been
highly diluted in the water tanks (3ml AP/day in 50L water tanks), and
the fishes did not take full advantage of it. While the administration of
the symbiotic in powder mixed with food (MP treatment), allowed the
fishes to consume it more efficiently. The water and in the FGC of the
AP treatment were analyzed during culturing, in such low numbers that
sensitivity of DGGE profiling was not enough to detect their presence.
However, our results showed that amending with symbiotic as in MP
treatment, significantly improved the development and growth of the
fishes. Furthermore, our results exceeded those of Inoue et al. (2019),
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that doubled the initial weight of P mesopotamicus in RAS at 50 days,
while in our trial the biomass increased three-fold in that time and be-
came six-fold in 90 days. Although in this study the type of food used
was the same in all treatments, the administration of symbiotic mixed
with the food (MP) allowed a significantly higher SGR in relation to AP
and CT treatments. Our SGR values with MP treatment contrast with
those reported by Bicudo et al. (2010), between 0.0228 and 0.0264
days-1 in P mesopotamicus, depending on the protein concentration
in the diet.

Regarding the food conversion ratio (FCR), the values (1.18 — 1.67g
food/g fish) obtained in the three experimental conditions indicated that
the efficiency of P mesopotamicus to use the food was practically the
same, which may be due to the quality, nutritional composition and di-
gestibility of the used feed. According to Bicudo et al. (2010), a low FCR
value may indicate that the activity of fish proteolytic enzymes increase
the availability of amino acids necessary for fish metabolism. Similarly,
Gomez-Penaranda et al. (2016), reported a FCR of 1.28 in P. brachypo-
mus, in contrast, Klein et al. (2014), observed mean FCR values of 1.7
when the protein content of food was 18.5%. The FCR values can vary
from 1.2 to 4.0 depending on the aquaculture species, development
stage, culture conditions, as well as the quality and frequency of the ra-
tions (Hickling, 1966), while the FCR values for P mesopotamicus may
range from 1.06 to 2.89 (Bicudo et al., 2010).

Both symbiotic treatments produced statistically significant increases
in protein efficiency ratio (PER) as compared to the CT treatment. Con-
sidering that protein is the most expensive part of the food (Rojas et al.,
2014), the use of symbiotic would allow a more profitable conversion
ratio (g,,/9,,), that could contribute to the fish health and formation of
body mass. The significantly higher levels of PER in MP and AP com-
pared to the control could be attributed to the symbiotic effect that
was exerted favoring the production of digestive enzymes and the ab-
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sorption of dietary proteins, reflected in enhanced body growth. Similar
studies with pacu reported a PER of 2.4 g, /g ot when mixing soybean
and wheat flour (Machado-Neto et al., 2016), and 2.5 gfish/gprot when
food was supplemented with 19.6 g of digestible lysine/kg of food (Abi-
morad et al., 2010), however, this amino acid is more expensive than
the probiotics.

After 87 days of culture our CD values ranged from 5.68 to 7.2kg
fish/m?, these values are higher than the RAS-reared pact (control
treatment; 5.5kg fish/md) obtained by Inoue et al. (2019). However, their
fishes subjected to sustained swimming showed up to 51% growth in-
crease, after 50 days rearing. While there are no significant differences
in CD among treatments, our results showed logarithmic trends after
the initial 28-day delay phase. In this regard, MP exhibits higher expo-
nential growth (SGR) compared to AP and CT, suggesting that a longer
cultivation time may be required to manifest even higher CD values.
This is supported by Poleo et al. (2011), that reported a CD of 12 kg fish/
m? after 192 days of culture with P brachypomus. Our results showed
logarithmic trends after the initial 28-day delay phase, making possible
to obtain larger CD values with a longer culturing time.

The weight-length relationship and the K factor are relevant pa-
rameters for understanding the life cycle of a fish population, allowing
individuals’ growth estimations and determining their degree of robust-
ness, respectively (Khanipour et al., 2020; Leyton et al., 2015). The K
factor value can vary between 0.1 and 4.0, depending on fish maturity
and the spawning periods (Barriga et al., 2002; Ruiz & Marchant, 2006).
In this study, K values greater than 3.0 were observed without signi-
ficant differences between treatments, similar results were obtained
by Bacchetta et al. (2019) also with P mesopotamicus. Pointing to a
tendency in pact towards an isometric growth. However, other aspects
of their performance may differ, as noted by Leyton et al., 2015. So far,
this is the first report regarding the length-weight relationship during
the cultivation of P mesopotamicus.

Table 1. Growth scores of P mesopotamicus (Holmber, 1887) cultured 87 days in a Recirculating Aquaculture System (RAS). The treatments were:
CT) Control, AP) Activated symbiotic, MP) Mixed symbiotic. The obtained growth parameters: W) weight, Lt) Total length, Lp) Standard length, H)
Height, were used to calculate SGR) Specific Growth Rate constant. Values not connected with the same symbol or letter are significantly different

(P<0.05)

Days of culture SGR
0 28 35 42 50 56 63 70 77 87 (day-1)

W 3.5+0.7 5.5+1.4 6.2+1.8 8.7+2.4 14.0+2.2 13.4#3.4 15.7+3.6 15.7¢4.3 19.334.9 249774
cT Lt 5.8t0.4 6.6x0.6 7.2+0.7 8.0+0.7 8.8+0.4 9.1+0.8 9.7+0.7 9.620.9 10.4%0.9 11.05+1.0 0.0253°
Lp 4.6£0.3 5.3+0.5 5.7+0.5 6.3:0.5 7.22+0.4 7.3:t0.6 7.7+0.6 7.8+0.6 8.2+0.6 8.7°x0.8 *0.008

H 2.6+0.2 3.0£¢0.3 3.2+0.3 3.6+0.4 4.2+0.3 4.120.4 4.4+0.4 4.4+04 4.7+0.5 5.1*10.6

W 3.5+0.7 5.6+1.0 6.6+1.3 9.1+2.0 13.9+2.3 13.1+2.8 14.843.3 17.744.0 21.244.6 26.3"+6.6
Ap Lt 5704 6.7+0.5 7.1x0.6 8.0x05 9.1#0.5 9.1£0.8 9.6+0.8 10.2+0.9 10.7+0.9 11.1%+1.0 0.0258"
Lp 4.6£0.3 5.3+0.4 5.8+0.4 6.4+0.5 7.2+0.4 7.3:t0.6 7.6+0.6 8.0+0.6 8.6+0.6 8.8°x0.8 *0.007

H 2620.2 3.120.3 3.3#0.2 3.740.3 4.2+0.3 4.2+0.4 4.2+0.4 45104 4.7+0.4 5.1*20.5

W 3.520.7 4.9+1.4 7.241.8 10.0+2.5 14.9+3.4 17.5+4.6 17.5%4.4 20.8%4.7 24.5+55 31.546.7
mp Lt 58#0.4 6.78%0.5 7.5¢0.6 8.3x0.5 9.4+0.6 9.6x0.8 10.1x0.7 10.7+0.7 10.7+x0.7 11.8~x0.7 0.0321°
Lp 4.6£0.3 5.48+0.5 6.0+0.5 6.6x0.5 7.3+0.4 7.6£0.7 8.0+0.6 8.5+0.7 8.9+0.6 9.6¢+0.7 *0.008

H 2.6+0.2 3.24+0.4 3.4+0.3 3.8+0.3 4.4+0.3 4.6x0.5 4.5:t0.4 4.8+0.4 5.0+0.4 5.4v+0.3
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Table 2. Morphophysiological growth parameters of P mesopotamicus (Holmber, 1887) after 87 days culture in a RAS. FCR - Protein efficiency
ratio, CD — Crop density, K - Fulton condition factor, tb - Hypothesis of isometric growth. Values not connected with the same letter are significantly

different (p<0.05).
FCR (01,0¢/ %) PER e K L
(O4e/9pret) (K9yg, /M)
Control 1.67¢ +0.39 1.80° +0.78 5.68% +1.03 3.59¢ +0.36 0.848
Activated symbiotic  1.60? +0.55 2.31° +0.86 6.00° +1.29 3.67¢+0.29 0.851
Mixed symbiotic 1.18% +0.36 2.57° +0.76 7.20° +0.43 3.562+0.31 0.744

Water quality. The pH, temperature and OD values obtained throughout
the assay remained in the correct physiological range for P mesopota-
micus culturing (Soncini & Glass, 1997; dos Santos et al., 2020). Am-
monia concentration is one of the most critical water quality parame-
ters for the growth of aquatic animals. Its apparent toxicity is extremely
variable and does not depend solely on its mean or maximum concen-
tration in water (Timmons et al., 2009; Quaresma et al., 2020; Aissaoui
et al.,, 2017). Although desirable levels of ammonia for the farming of
tropical fish species should be less than 0.025 mg/L, P mesopotamicus
has proven highly tolerant to different ammonia concentrations; Barbie-
ri & Bondioli (2015), reported LC,, = 0.023mg NH,/L, in 96h; Nitz et al.
(2019), found a higher value: LC,, = 0.5mg NH,/L during 10 days. While
Abreu de et al. (2012), reported LC,; values up to 3.0mg NH,/L during
24 h, however, although this exposure to ammonia caused an eleva-
tion in total hemoglobin, and blood glucose increased to 2.0 mg/L after
the trial period. Our results report pact highest tolerance to ammonia
concentration (average 0.62 mg NH,/L) in the MP treatment, and also
the longest with 87 days. Generally, those fishes like pact, growing in
temperate waters are more tolerant to ammonia, than those from cold
or salty waters (Timmons et al., 2009). It does not seem to be a correla-
tion between the use of symbiotics and the ammonia removal capacity
in the biofilter. Instead, the biofilm was primarily composed of nitrifying
bacteria developing during the fish acclimation process, prior to the
assay. The observed increase in the final values of ammonia may be
associated with the high biomass accumulated throughout the culture
(reflected in the loading capacity), producing a larger amount of this
compound that could not be efficiently removed by the filtration system.
The YNH, values of these systems could be increased if the adaptation
of the nitrifying biofilm in the biofilter is extended, as recommended by

Wang et al., 2018; or even more, by inoculating the biofilter with selec-
ted nitrifying bacteria to have a mature biofilm at the beginning of the
assays. Although the NH3 values in MP treatment were at least twice
those of the other treatments, there were no detectable negative effects
on the growth parameters of the fishes in the MP treatment.

Analysis of bacterial communities. Studies on the FGC of P me-
sopotamicus have reported the presence of Bacteroidetes, Firmicutes
and Fusobacteria (Rossi et al., 2020), as well as Fusobacteria, Spiro-
chaetes, Firmicutes and Proteobacteria (Castafieda-Monsalve et al.,
2019). Our results partially coincide with those, since Firmicutes were
detected in the FGC of the fishes throughout the culture, standing out
Asaccharospora irregularis (Firmicutes/Clostridiales) detected in all the
experimental conditions, and Turicibacter sanguinis (Firmicutes) mainly
in the control treatment; while another Firmicutes (Bacillus horti), was
detected in MP treatment. The habitat of Bacillus is very wide and its
application in aquaculture is widely documented (Mendoza et al., 2019;
Soltani et al., 2019; Thurlow et al., 2019). Microbacterium aerolatum
(Actinobacteria) isolated from marine environments has been detected
in the activated symbiotic (Fig. 3a, bands 1 and 7), a probiotic potential
has been suggested for this lactic acid bacteria (Orla-Jensen, 1943).

PICRUSt analysis requires both; identity and quantification of 0TUs
as provided by massive sequencing. We have implemented a surroga-
ted quantification of the populations (bands) within our DGGE profiles,
however, only few bands were identified, and our results are focused on
those bands. Although, in this sense the approach is limited, it provided
information on specific and prominent bacterial populations present in
the water and the FGC under the experimental conditions.

Table 3. Water quality parameters (average values + SD) of the RAS, after 87-day culturing of P mesopotamicus (Holmber, 1887). T —Temperature;
DO - Dissolved oxygen concentration; NH, Ammonia water concentration; YNH, - Ammonia removal capacity of the biofilter. Values not connected

with the same letter are significantly different (P<0.05).

T DO NH,’ NH,” YNH,
pHY
(°0) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (9,dia”)
Control 22419  6.1°x09  83x07  0.19°x0.06  0.43*x0.01 51.72+16.8
Activated symbiotic 24+19  620x11 8307  020°x0.12  0.44°+0.07 42.6° +13.5
Mixed symbiotic 23.0:420  7.7°x1.4  84°x07  019°=0.03  062°+003  38.01°x7.4

* Initial values (0 day-culturing, n=9) **Final values (87-day culturing, n=9)
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Figure 3. a) DGGE banding pattern of amplicons of the V6-V8 regions of the 16S rRNA from the experimental treatments CT, AP and MP, samples were obtained from
the bacterial communities in the fish gut content (FGC) and in the suspended bacteria in the water (W) culture at days 0, 50 and 87. b) UPGMA dendrogram based on
the DGGE profiles. * denotes the bands selected for excision and sequencing, and the 1-8 numbers the identification of each band.

Table 4. Phylogenetic identification and percentage of sequence similarity in the V6-V8 region of the gen 16S rRNA obtained from the excised DGGE
bands (see Figure 4a). Labeling is as follows: first two letters are treatments; AP- activated symbiotic, MP- mixed symbiotic, CT- control. Letters
after de hyphen correspond to sample origin; W- water in the RAS tank, FGC- fish gut content, and the numbers to the sampling time; 0, 50 and 87
days of P mesopotamicus (Holmber, 1887) culturing. APP-Aquabooster activated product and MPP-Aquabooster mixed product.

DGGE band number

L Accesion number Phylum Closest relative Similarity (%)
(treatment-sample origin)

1 (APP) MN845131 Actinobacteria Microbacterium aerolatum 99.71
(BJUW01000027)

2 (MP-W,,) MN845132 Proteobacteria Variovorax sp (BCUT01000013) 92.95

3 (AP-W,,) MN845133 Verrucomicrobiae Prosthecobacter sp (AB305640) 95.02

4 (MPP) MN845134 Firmicutes Bacillus horti (D87035) 98.33

5 (MP-FGC,)) MN845135 Firmicutes Asaccharospora irregularis’ (X73447) 98.53

6 (CT-FGC,) MN845136 Firmicutes Turicibacter sanguinis™ (AF349724) 100

7(CT-W,) MN845137 Actinobacteria Microbacterium aerolatum 98.58
(BJUW01000027)

8 (CT-W,) MN845138 Proteobacteria Limnohabitans planktonicus’ 99.72
(LFYT01000006)

Hidrobiol6gica



Symbiotics effect on pacu growth and microbiota.

CONCLUSION

This is the first report on the size-weight relationship of pacu at diffe-
rent times during a 87 days rearing, showing isometric growth. The
administration of symbiotic mixed with the feed during the cultivation
of P mesopotamicus, significantly promotes the growth of the fishes
in recirculating aquaculture systems. Furthermore, the use of activa-
ted symbiotic may have improved the capacity of the biofilter to part-
ly remove high ammonia concentrations. In the mixed and activated
symbiotic treatments were detected Bacillus horti and Microbacterium
aerolatum, respectively, both species have the potential to be used as
probiotics in aquaculture.
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RESUMEN

Antecedentes: Dentro de la familia Cranchiidae, las especies del género Leachia conocidos como calamares
de “cristal” tienen una distribucion cosmopolita; con tres especies que habitan en el Pacifico tropical: L.
pacifica, L. danae'y L. dislocata. Sin embargo, debido a los escasos registros, se conoce muy poco sobre
aspectos bioldgicos basicos de este grupo. Objetivo: En este trabajo se reporta por primera vez la presencia
de juveniles y adultos de L. dislocata, ademas se aportan datos de su estructura de tallas, proporcion de
sexos Y relacion peso-longitud. Métodos: Los especimenes de L. dislocata fueron recolectados en el Golfo
de Tehuantepec durante abril de 2022, en un crucero pesquero y oceanografico del Instituto Mexicano de
Investigacion en Pesca y Acuacultura Sustentables a bordo del buque de investigacion Dr. Jorge Carranza
Fraser del Instituto Nacional de Pesca y Acuacultura del Gobierno de México. Se realizaron 50 lances de pes-
ca distribuidos, previa visualizacion con ecosonda cientifica. Resultados: Se presentaron 128 organismos de
L. dislocata, 82 hembras, 34 machos, y 12 juveniles. La proporcion de sexos tuvo una clara predominancia de
hembras (3H:1M, p < 0.05). La relacion entre la Longitud del manto y el peso, tanto para hembras y machos
presentd un crecimiento alométrico negativo (p < 0.05). Gonclusiones: Estos nuevos registros representan
el limite mas al sur de la distribucion geografica de esta especie. La presencia de juveniles y adultos aqui
reportados, junto con los registros previos de paralarvas, proporcionan evidencia de que el Golfo de Tehuan-
tepec es un area de reproduccion de esta especie.

Palabras clave: Biodiversidad, Calamares, Cefaldpodos, Nuevos registros, Pacifico mexicano.

ABSTRACT

Background: Within the Cranchiidae family, species of the genus Leachia known as “glass” squid, have a
cosmopolitan distribution. There are three species that inhabit the tropical Pacific: L. pacifica, L. danae and L.
dislocata. However, due to few records, very little is known about basic biological aspects of this group. Ob-
jective: In this work, the presence of juveniles and adults of L. dislocatais reported for the first time, and data
on its size structure, sex ratio and weight-length relationship are also provided. Methods: L. dislocata spe-
cimens were collected during April 2022, in a fishing and oceanographic cruise aboard the research vessel
Dr. Jorge Carranza Fraser of the Mexican Institute for Research in Sustainable Fisheries and Aquaculture of
the National Institute of Fisheries and Aquaculture of the Government of Mexico. 50 distributed fishing hauls
were made, after visualization with a scientific echo sounder. Results: 128 organisms of L. dislocata were
presented, with a total of 82 females, 34 males, and 12 juveniles. The sex ratio had a clear predominance of
females (3H:1M, p < 0.05). The relationship between mantle length and weight for females and males pre-
sented a negative allometric growth (p < 0.05). Gonclusions: These new records represent the southernmost
limit of the geographic distribution of this species. On the other hand, the presence of juveniles and adults
reported here, along with previous records of paralarvae, provide evidence that the Gulf of Tehuantepec is a
breeding area for this species.

Keywords: Biodiversity, Cephalopod, new records, Pacific coast of Mexico, Squid.
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INTRODUCCION

Los cefalopodos que se distribuyen mas alla de los 200 m de profundi-
dad son dificiles de recolectar, incluso con grandes artes de muestreo
como las redes de arrastre para aguas profundas (Judkins & Vecchione,
2020). Actualmente, se han utilizado equipos de observacion avanza-
dos como los ROV (vehiculos operados a distancia), para recopilar ob-
servaciones precisas sobre la distribucion vertical, el comportamiento
y las interacciones ecoldgicas de ciertas especies de cefaldpodos (Ro-
bison et al., 2017; Judkins & Vecchione, 2020; Escanéz et al., 2020).

Los calamares de la familia Cranchiidae pueden ser relativamente
abundantes en habitats mesopelagicos (Seibel et al., 1997). La mayoria
de estos calamares se distinguen de otros cefaldpodos por su aparien-
cia transltcida, por lo que son conocidos como calamares de “cristal”
(Voss et al., 1992); su manto es delgado, blando y flexible, pero resis-
tente, a diferencia de otras especies de calamares donde el manto es
musculoso (Evans & Bolstad, 2023). La fusion del manto, la cabeza y el
sifon, asi como la particion del manto y la cavidad celémica en dos ca-
maras llenas de cloruro de amonio, proporciona a estos calamares una
flotabilidad neutra (Roper & Jereb, 2010). Ademas, presentan una forma
Unica de respiracion, en la que el agua es empujada de una camara
celémica a otra a través de un espiraculo (Evans, 2018). Sus paralarvas
y juveniles se han registrado en los primeros 200 m de la columna
de agua, a medida que presentan cambios ontogénicos se mueven a
aguas mas profundas y comienzan a presentar movimientos verticales
(Voss et al., 1992; Roper & Jereb, 2010). Durante su etapa adulta se ha-
llan principalmente en la zona mesopeldgica, efectuando migraciones
verticales diurnas extensas (Boyle & Rodhouse, 2005). Asi, los cranqui-
dos ocupan diferentes ambientes y con variaciones importantes en las
dimensiones de su nicho ecoldgico a lo largo de su ciclo de vida, siendo
presa de peces, aves y mamiferos marinos (Evans, 2018).

Alejo-Plata M. del C. et al.

Dentro de la familia Cranchiidae, las especies del género Leachia
representan grandes desafios en el estudio taxonémico de los cala-
mares de cristal (Evans, 2018); ademas, se conoce muy poco sobre
aspectos bioldgicos basicos de este grupo. Leachia es un género con
distribucion cosmopolita, con tres especies habitan en el Pacifico tro-
pical: L. pacifica lssel 1908, L. danae Joubin 1931y L. dislocata Young,
1972 (Evans & Bolstad, 2023). Estas especies no presentan importancia
econdmica (Roper & Jereb, 2010).

Leachia dislocata se encuentra en aguas oceanicas, se distribuye
desde California (USA) a México, incluyendo las Islas Hawai (Evans &
Bolstad, 2023). Los escasos registros de L. dislocata ocurren en el Paci-
fico Norte (32°N-118°W); su presencia en zonas mas calidas del Océa-
no Pacifico frente a la costa Oeste de la Peninsula de Baja California y
Costa Suroeste de México (Urbano & Hendrickx, 2019) puede sugerir
una elevada abundancia de esta especie en el Pacifico Tropical (Evans
& Bolstad, 2023). Para el Golfo de Tehuantepec Unicamente se cuenta
con registro de paralarvas (Alejo-Plata et al., 2013; Aceves-Medina et
al., 2017). En este trabajo se reporta por primera vez la presencia de
juveniles y adultos de L. dislocata 590 km al sur de los registros pre-
vios, ademas se aportan datos de su estructura de tallas, proporcion de
sexos y relacion peso-longitud.

MATERIAL Y METODOS

Los especimenes de L. dislocata fueron recolectados durante abril de
2022, en un crucero pesquero y oceanografico (JCFINP/2204) a bordo
del buque de investigacion Dr. Jorge Carranza Fraser del Instituto Na-
cional de Pesca y Acuacultura del Instituto Mexicano de Investigacion
en Pesca y Acuacultura Sustentables del Gobierno de México (Fig. 1). Se
realizaron 50 lances de pesca mediante previa visualizacion de detec-
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Figura 1. Mapa de distribucion de Leachia dislocata. Nuevos registros para el Golfo de Tehuantepec (puntos verdes) y registros previos (puntos azules) basados en

datos obtenidos de GBIF (2023).
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ciones en ecogramas registrados durante las 24 horas del dia con un
ecosonda cientifica Simrad EK60 equipada con cinco transductores de
haz dividido (18, 38, 70, 120 y 200 kHz). Los lances se efectuaron con
una red de media agua que consta de cuatro tapas iguales (longitud de
relinga superior e inferior: 48.17 m) con disefio mesh wing trawl 25/25,
la cual tiene tamarfios de mallas decreciendo hacia el ante-bolso ini-
ciando en 1,600 hasta 50 mm, construida en pafio nylon multifilamento
y polietileno de peso molecular ultra alto. El copo o bolso esta provisto
en su interior de pafio tipo Raschel de nylon sin nudo con un tamario de
17 mm. La velocidad promedio de los arrastres fue de 6.5 km h™ (3.5
nudos) y duracion de 45 minutos a una profundidad media de 20 m.

Los individuos de L. dislocata fueron identificados siguiendo la des-
cripcion de Young (1972) y Evans & Bolstand (2023). Posteriormente,
fueron trasladados al laboratorio de histologia de la Universidad del Mar,
Campus Puerto Angel. A cada organismo se le registrd la longitud dorsal
del manto (LM, medido al mm mas cercano) y el peso total (P, medido al
0.1 mg mas cercano). Los calamares fueron diseccionados en fresco, se
determind el sexo y se clasificaron como juveniles y adultos, de acuerdo a
las caracteristicas ontogénicas mencionadas por Evans (2018).

La proporcion de sexos se determind con la relacion hembras/ma-
chos (H: M) de la muestra analizada. Para determinar si la proporcion de
sexos se desviaba de la relacion 1:1, se aplicé una prueba de Chi cuadra-
da con la correccion de Yates (Zar, 1999). Se estimo la relacion talla-peso
siguiendo la formula: P = aLM?; donde a es la interseccion del modelo de
regresion y b es el coeficiente de alometria, LM es la longitud del manto y

20 mm
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P es el peso estimado. El valor estimado de b se probd con la prueba t de
Student para determinar el tipo de crecimiento (Zar, 1999).

RESULTADOS

Se presentaron 128 registros de L. dislocata, con un total de 82 hem-
bras, 34 machos, y 12 juveniles. Estos nuevos registros representan
el limite de 590 km mas al sur de la distribucion geografica de esta
especie.

Nuevo registro. Ciento veintiocho especimenes [18 a 161 mm LM];
Golfo de Tehuantepec (13°30’ -16°30’ N 92°30’ -96° 00" W); profundi-
dad aproximada 20 m; abril 2022.

Descripcion del espécimen. Siguiendo a Evans & Bolstad (2023), el
manto es largo, delgado, transparente y con cromatoforos; con una
pared extremadamente delgada pero musculosa. La pluma es clara-
mente visible en la linea media dorsal a lo largo del manto. El manto
esta fusionado con la cabeza en los lados laterales del sifén y en la
region nucal. En el manto, dos tiras de tubérculos cartilaginosos; los
tubérculos surgen de una sola banda cartilaginosa continua con siete
tubérculos complejos. Las aletas tienen un contorno transversalmente
ovalado; pequefios I0bulos anteriores libres estan presentes, el margen
posterior de las aletas es casi plano. Seis a 12 dientes angulares en las
ventosas del brazo Ill. La cabeza es ancha y corta; ojos grandes, cada
uno ocupando casi todos los lados laterales de la cabeza y sésiles en
adultos; ojo con 15 fotdforos circulares (Fig. 2).

N
v

10 mm

Figura 2. Leachia dislocata recolectados en el Golfo de Tehuantepec: A) hembra, 120 mm LM, organismo diafanizado, tincion azul de alcian, digestion KOH y transpa-
rentado con glicerina (modificada de Potthoff, 1984). B. tiras cartilaginosas ventrales; C. Tubérculo; D. Masa tentacular izquierda; E. Ventosa mas grande de la masa

tentacular; F. Ojo ventral; G. Pico; H. Ventosa Brazo llI.
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Figura 3. Leachia dislocata recolectados en el Golfo de Tehuantepec: A. Coloracion ejemplares fijados (formol 10%), 18 a 32 mm LM; C) Coloracion de ejemplares de

Laechia recién capturados, 18 a 60 mm LM.

Color: Al estar recién capturados presentan manto transparente, in-
cluyendo las aletas; todo el cuerpo cubierto de cromatéforos. Los ejem-
plares preservados en alcohol (70%) poseen coloracion blanco-amari-
llentas; en formol la coloracion se torna blanca traslucida (Fig. 3).

Los ejemplares de L. dislocata utilizados para este estudio se en-
cuentran en la Coleccion de Cefaldpodos del Pacifico Mexicano en la
Universidad del Mar (UMAR), Puerto Angel, Oaxaca, México (nimero de
referencia CEPHA 506-605) y recolectados bajo permiso de pesca de
fomento emitido por la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca PPF/
DGOPA- 004/22.

Estructura de tallas, Proporcion de sexos y Relacion peso-longitud
del manto. Las 82 hembras recolectadas presentaron un intervalo de
longitud de 42 a 161 mm de LM (Fig. 4A) y los 34 machos de 54 a 147
mm de LM (Fig. 4B). Ademas, se registraron 12 organismos indiferen-
ciados (9.4 %), con tallas de 18 a 38 mm LM. Por su parte, la proporcion
de sexos tuvo una clara predominancia de hembras (3H:1M, p < 0.05).

La relacion entre la LM y el peso para hembras fue P = 5E-06 LM
27184 (R2 = (0.8094, Fig. 5A) y en los machos P = 4E-06 LM 285 (R2 =
0.7848; Fig. 5B); con un crecimiento alométrico negativo y con pen-
diente diferente de 3.0 (p < 0.05).

DISCUSION

Los cefaldpodos presentan una diversidad de adaptaciones morfold-
gicas y funcionales para habituarse a la falta de luz y escasez de ali-
mentos (Boyle & Rodhouse, 2005). Leachia dislocata posee un cuerpo
gelatinoso con un elevado contenido de agua, un manto transparente
que beneficia al calamar camuflandolo y 15 fotdforos grandes y circu-
lares en cada ojo (Young, 1972).

Debido a su distribucion mayor a los 200 m de profundidad y habi-
tat oceanico, los especimenes adultos de L. dislocata son recolectados
en raras ocasiones (Evans & Bolstad, 2023), razén por la que el cono-
cimiento sobre aspectos de su biologia es muy limitado. Los resultados
de este trabajo, muestran como la red de media agua utilizada en las
prospecciones de pesca de D. gigas en el Golfo de Tehuantepec, per-
mitié registrar juveniles y adultos tanto de machos como de hembras
de L. dislocata. La accesibilidad de la red de media agua, puede estar
relacionada con las migraciones verticales diarias registradas como su-
cede con otras especies de calamares, lo que determina su distribucion
en las capas superiores de la columna de agua durante la noche, y
generalmente hasta el amanecer (Boyle & Rodhouse, 2005).

Hidrobiol6gica
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Figura 4. Distribucion de frecuencias de la longitud dorsal del manto para juveniles y adultos de Leachia dislocata capturados en el Golfo de Tehuantepec, abril 2022.

A) Hembras; B) Machos. Barras en negro, juveniles; barras en gris, adultos.

Por otro lado, el conocimiento del rol trofico que juegan los cran-
quidos en los ecosistemas marinos es muy limitado (Boyle & Rodhouse,
2005). Muchas especies experimentan un descenso ontogénico y ocu-
pan diferentes nichos ecoldgicos a lo largo de su crecimiento y desa-
rrollo (Roper & Jereb, 2010). Leachia dislocata se ha registrado en el
contenido gastrico del pez espada Xiphias gladius (Preti et al., 2022),
asi como en el delfin rayado Stenella coeruleoalba (Perrin et al., 2008) y
en el zifio de Cuvier Ziphius cavirostris (Macleod et al., 2011). Ademas,
observaciones directas en Isla Guadalupe (Baja California, México) so-
bre la alimentacion en aguas superficiales de una hembra de Z. cavi-
rostris, muestran una elevada concentracion de calamares L. dislocata
(Cardenas-Hinojosa et al., 2015).

Los escasos registros de L. dislocata en la parte norte de su distri-
bucién, la alta ocurrencia en aguas mas calidas y su presencia frente a
las costas de Hawai, indica que esta especie puede ser principalmente
un habitante de las aguas centrales del Pacifico Norte oriental (Evans &
Bolstad, 2023), idea que se apoya con los registros de L. dislocata en el
Golfo de Tehuantepec reportados en el presente estudio. Los calamares
adultos de Leachia, al igual que otros miembros de la familia Cranchi-
idae, viven en la zona mesopelagica y realizan migraciones verticales
diurnas (Roper & Jereb, 2010). Si bien, puede considerarse una relativa
pasividad de estos calamares respecto a las corrientes (Fernandez-Al-

Vol. 34 No. 1 « 2024

varez et al., 2023), no hay reportes sobre su migracion horizontal de las
regiones mas al norte donde se cuenta con registros.

Siguiendo a Sweeney et al. (1992), las paralarvas < 2 mm de lon-
gitud de manto corresponden a un evento de desove reciente. Asi, los
registros previos en el Golfo de Tehuantepec de paralarvas de Leachia
spp. < 2 mm LM durante mayo-junio (Aceves-Medina et al., 2017), y
paralarvas de L. dislocata de 36.8 mm LM en septiembre (Alejo-Plata et
al., 2013), junto con la presencia de juveniles y adultos aqui reportados,
proporciona evidencia que el Golfo de Tehuantepec es un area de repro-
duccion de esta especie no reportada en estudios previos.

En estudios previos para L. dislocata y otras especies del género
con distribucion en el Océano Pacifico, incluyen una descripcion deta-
llada de su morfologia desde la etapa de paralarva hasta adulto (Evans
& Bolstad, 2023), sin embargo, no incluyen informacion molecular. Si
bien, las especies del género Leachia no tienen importancia econdmica,
si presentan funciones ecoldgicas clave para la transferencia de ener-
gia desde la zona mesopelagica (Roper & Jereb, 2010), para futuros
trabajos sobre Leachia dislocata queda pendiente realizar un estudio
integral sobre la biologia de juveniles y adultos, incluyendo herramien-
tas moleculares, que incluyan secuencias de ADN mitocondrial y los loci
nucleares neutros.
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Figura 5. Relacion talla-peso. A) Hembras y B) Machos de Leachia dislocata capturados en el Golfo de Tehuantepec, abril 2022.
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RESUMEN

Antecedentes. El reservorio de Valle de Bravo forma parte del sistema Cutzamala que suministra agua potable
a la Ciudad de México; por esta razon es fundamental el garantizar su conservacion y la calidad de sus aguas.
Dehido al creciente incremento de contaminantes agroquimicos y la descarga de aguas residuales en el em-
balse, se ha acelerado la eutrofizacion de sus aguas, fendmeno que se asocia al desarrollo de florecimientos
cianobacteriales nocivos (FCN,s), que pueden afectar a las comunidades acuaticas. Objetivos. El propdsito de
este estudio fue evaluar la diversidad, riqueza especifica y abundancia de claddceros en el reservorio de Valle de
Bravo y determinar el impacto de este ambiente eutrdfico sobre estas poblaciones. Métodos. Se realizaron co-
lectas de zooplancton mediante arrastre vertical, en 6 estaciones de muestreo, mensualmente durante un ciclo
anual. Resultados. En total se registraron 12 especies de claddceros de las cuales ocho son nuevos registros
para Valle de Bravo. La mayor densidad de claddceros se presentd en los meses de marzo y junio, con una dis-
minucion notable de agosto a noviembre. Los sitios de muestreo S1, S2 y S4 tuvieron densidades de cladéceros
mayores a 60 ind. L. La especie que tuvo la densidad mas alta fue Bosmina longirostris y cinco especies se
registraron durante todo el afio. El indice de diversidad de Shannon mostré valores bajos (1.0 a 1.48), lo que se
asocia con un sistema acuatico eutrofizado. Gonclusiones. A pesar de que €l reservorio de Valle de Bravo tuvo
en todo momento florecimientos dominados por cianobacterias, la riqueza de especies fue alta comparada con
otros lugares en el pais, lo que refleja posiblemente que los esfuerzos de colecta previos no fueron lo suficien-
temente intensos para reflejar la diversidad y riqueza que registramos. Finalmente, no se pueden descartar los
efectos nocivos que los florecimientos cianobacteriales tienen sobre la biota acuatica.

Palabras clave: Daphnia, eutrofizacion, florecimientos cianobacteriales nocivos, lagos subtropicales, zooplancton

ABSTRACT

Background. The Valle de Bravo reservoir is part of the Cutzamala system that supplies drinking water to
Mexico City. For this reason, it is essential to guarantee its conservation and the quality of its waters. Due to
the increased discharge of agrochemical pollutants and domestic wastewater discharges into the reservoir,
the eutrophication of its waters has been accelerated. Eutrophication is associated with developing harmful
cyanobacterial blooms (HCBs), which can affect aquatic communities. Goals. This study aimed to evaluate the
diversity, species richness, and abundance of cladocerans in the Valle de Bravo reservoir and to determine the
impact of this eutrophic environment. Methods. Zooplankton samples were obtained at six sampling stations
through vertical throws, monthly during an annual cycle. Results. In total, 12 species of cladocerans were re-
corded, of which eight are new records for Valle de Bravo. The highest density of cladocerans occurred in March
and June, with a notable decrease from August to November. Sampling sites S1, S2, and S4 had cladoceran
densities higher than 60 ind. L. The species with the highest density was Bosmina longirostris, and five species
were recorded throughout the year. The Shannon diversity index showed low values (1.0 a 1.48) associated
with a eutrophic aquatic system. Conclusions. Even though the Valle de Bravo dam had blooms dominated by
cyanobacteria at all times, the species richness was high compared to other freshwater ecosystems in Mexico,
possibly reflecting that previous collection efforts were not intense enough to reflect the diversity and richness
we recorded. Finally, the harmful effects of cyanobacterial blooms on aquatic biota cannot be ruled out.

Keywords: Daphnia, eutrophication, harmful cyanobacterial blooms, subtropical lakes, zooplankton
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INTRODUCCION

La Megalopolis de la Ciudad de México tiene el reto de otorgar a sus
habitantes los recursos que satisfagan sus necesidades basicas, inclu-
yendo el suministro confiable y suficiente de agua potable (Pineda et
al., 2010; Alillo-Sanchez et al., 2014; Escolero et al., 2016). Garantizar
la cantidad y calidad de agua potable es de vital importancia para la
poblacion (Jiménez et al., 2010; Pineda et al., 2010). El embalse de
Valle de Bravo (VB) contribuye al suministro de agua a algunas de-
marcaciones en el Estado de México. Pese a su gran importancia, en
fechas recientes se ha incrementado el aporte de nutrientes dentro del
embalse (principalmente fsforo y nitrégeno), lo que ha ocasionado
un proceso de eutrofizacion en tan solo unas pocas décadas (Olvera,
1992). La eutrofizacion causa el crecimiento acelerado de organismos
autotrofos (algas y cianobacterias) que puede provocar florecimientos,
ocasionando altas tasas de respiracion que conducen a la disminucion
de la concentracion de oxigeno y al deterioro de la calidad del agua
(Khan & Mohammad, 2014).

El embalse de Valle de Bravo (VB) recibe aguas de los rios Amanal-
co, Molino, Santa Mdnica, Gonzalez y el Carrizal, asi como del rio Tizates
que arrastra aguas negras de asentamientos irregulares en los alre-
dedores del embalse. De estos rios, el Amanalco y Tizates son los que
contribuyen con la mayor cantidad de descargas contaminantes dentro
del reservorio (Olvera, 1998; Banderas & Gonzalez-Villela, 2019). De la
parte alta de la cuenca son arrastrados desechos organicos y nutrien-
tes provenientes de granjas acuicolas dedicadas a la produccion de
trucha, mientras que el rio Amanalco arrastra cantidades importantes
de fosfatos y nitratos como residuos de fertilizantes usados en campos
agricolas (IMTA, 2012).

Ramirez-Zierold et al., (2010) evaluaron el cambio en la concen-
tracion de nitrogeno y fosforo que es descargado en VB, determinando
que las cantidades que ingresaron durante el periodo de 2000 a 2005
fueron variables; no obstante, los aportes del rio Amanalco aumenta-
ron de 26.5y 161.8 T afio" a 66.5 y 342.2 T afio!, respectivamente
para fosforo y nitrégeno, por lo que este rio contribuye con 55% de
Py 58% de N descargado al embalse (Olvera, 1992; Ramirez-Zierold
et al., 2010). Aunque en 1980 la condicion tréfica del embalse VB era
oligotrofico, a partir de 1987 su estatus cambio a mesotréfico y en 1990
a eutrofico (Olvera, 1998). Algunas cianobacterias tienen la capacidad
de producir y liberar cianotoxinas que son perjudiciales para otros orga-
nismos acuaticos y para la salud humana, por lo que los florecimientos
con dominancia de dichas especies representan un riesgo ambiental
significativo. En VB se reportd en 1998 un florecimiento con dominancia
de Anabaena spiroides y la deteccién de anatoxina-a. En 2000-2001
se presentd el crecimiento de Snowella'y Microcystis spp. (Banderas
& Gonzalez-Villela, 2019). Afios después se registro el crecimiento de
Microcystis wesenbergii, Woronichiniay Lyngbia (Gaytan-Herrera et al.,
2011; Allillo-Sanchez et al., 2014; Valeriano-Riveros et al., 2014; Nan-
dini et al., 2019), y mas recientemente se reportd la presencia de flo-
recimientos cianobacteriales persistentes a lo largo de un ciclo anual,
con dominancia en biomasa de las especies M. smithii, M. aeruginosa,
M. viridis, M. flos-aquae, Aphanocapsa planctonica'y Dolichospermum
crassum, y concentraciones de cianotoxinas de hasta 71 pg L de ju-
lio a septiembre (Martinez-Jerénimo et al., 2022). Valeriano-Riveros et
al., (2014) determinaron que el mayor crecimiento de fitoplancton se
presenta durante el periodo de estratificacion (abril a octubre) que es
coincidente con lo reportado por Martinez-Jerénimo et al., (2022).

Rodriguez-Estrada J. y F. Martinez-Jerénimo

En 2006 Borrayo (2007) evaluo la remocion de metabolitos pro-
ducidos por cianobacterias en la Planta de Potabilizacion “Los Berros”
que es a donde se conduce el agua de las diferentes presas del sistema
Cutzamala, incluyendo VB. En ese estudio detectaron la presencia de
geosmina y 2-metilisoborneol que le confieren olor y sabor desagrada-
ble al agua, ademas de la presencia de cilindrospermopsina (hepato-
toxina), y anatoxina-a (neurotoxina). Estos metabolitos son producidos
por cianobacterias registradas en VB, por lo que los organismos que
habitan en este reservorio pueden verse afectados.

Los claddceros son organismos filtradores que se alimentan princi-
palmente de microalgas, detritus, y bacterias. Esto los hace organismos
ideales para controlar el crecimiento del fitoplancton. Por esta razén
cuando los claddceros son desplazados de los sistemas acuaticos, los
productores primarios no tienen quien los consuma, incrementando su
abundancia.

Dependiendo de su habitat (litoral, pelagico o bentonico), los cla-
ddceros presentan diferencias en la manera de obtener su alimento. Al
respecto, Smirnov (2017) proporciona una descripcion detallada de la
manera en que los cladoceros se alimentan. Los claddceros litorales
como Pleuroxus pueden tomar su alimento raspando diferentes sus-
tratos, ayudandose de sus toracopodos. Otros como Chydorus pueden
alimentarse exitosamente solo con detritus, mientras que Daphnia y
Ceriodaphnia, que son pelagicos, toman su alimento filtrando particulas
directamente en la columna de agua (Smirnov, 2017).

El estatus taxonémico para la denominacion de cladocero que
seguimos en este estudio fue a nivel del Superorden Cladocera, que
incluye cuatro Ordenes: Ctenopoda, Anomopoda, Haplopoda y Ony-
chopoda (Btedzki & Ribak, 2016). Cabe mencionar que el estudio de
los claddceros en México atin es escaso, ya que solo se ha muestreado
exhaustivamente alrededor del 1 % de las cuencas hidrograficas del
pais (Elias-Gutiérrez et al., 2008), por lo que se estima que la riqueza
de especies de cladoceros podria ser mas del doble de las que hay
actualmente registrada (Forr6 et al., 2008).

Aunque se han realizado diferentes estudios sobre claddceros en
cuerpos de agua del Estado de México, aun es reducido el nimero de
especies reportado. En 1986 Chavez (cit. En Elias-Gutiérrez, 1995) hizo
un estudio del plancton en el embalse de Valle de Bravo y encontrd
cinco especies de claddceros. Posteriormente Elias- Gutiérrez (1995)
realizo colectas de 1980 a 1990 en 13 embalses del Estado de Mé-
Xico, identificando un total de 28 especies de claddceros; el nimero
de especies por embalse vario de 5 a 15, reportando el mayor nimero
para el embalse “La Herradura” cuando la colecta se hizo en la zona
limnética y litoral (Elias-Gutiérrez, 1995). Elias-Gutiérrez (1995) reportd
informacion de claddceros colectados en otros reservorios de agua del
pais (Lago de Patzcuaro, presa Abelardo Rodriguez, Lago de Catemaco,
etc.), indicando que el nimero de especies por cuerpo de agua fue
de 2 a 12; no obstante, menciona que la riqueza especifica por cuer-
po de agua nunca habia sido mayor a 10 especies hasta esa fecha.
Por otra parte, en otros estudios del zooplancton en Valle de Bravo,
Ramirez-Garcia et al., (2002) reportan seis especies de claddceros.,
Figueroa-Sanchez et al., (2014) identificaron cinco especies y Nandini
et al., (2008) siete especies de cladoceros.

En particular para VB, el cambio en su estatus tréfico pudo haber
producido efectos negativos en la diversidad zooplanctdnica, reducien-
do su diversidad y abundancia.

Hidrobiol6gica



Claddceros del embalse Valle de Bravo

El monitoreo de reservorios acuaticos permite conocer ademéas
de la calidad del agua, la biota asociada y su dinamica a lo largo del
tiempo propiciada por cambios en la estructura y funcién de las comu-
nidades y que podrian vincularse con el deterioro del ecosistema, lo
que permitiria tomar medidas preventivas o correctivas tendientes a
la conservacion de los ambientes acuaticos. Por lo antes expuesto, el
objetivo de este estudio fue determinar mensualmente la diversidad, ri-
queza especifica y abundancia de cladéceros durante un ciclo anual en
el reservorio eutrofizado de Valle de Bravo, y relacionar estas medidas
con algunos registros ambientales tanto de calidad del agua como con
la presencia de metabolitos secundarios, como las cianotoxinas, para
de esta manera contribuir al conocimiento de este importante grupo del
zooplancton en este cuerpo de agua.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio y muestreo

El embalse de Valle de Bravo se encuentra en el Estado de México,
localizado en las coordenadas 19°21°30” N, 100°11°00” O a una al-
titud de 1830 m s. n. m. y forma parte del Sistema Cutzamala, que
contribuye al suministro de agua a 13 alcaldias de la Ciudad de México
y 14 municipios del Estado de México (Banderas & Gonzalez-Villela,
2019). Este reservorio tiene una capacidad total de almacenamiento
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de 394.39 hm?® y puede surtir hasta 6 m® s de agua potable (CONA-
GUA, 2015; Escolero et al., 2016). Es un reservorio de tipo monomictico
calido con un periodo de estratificacion de febrero a octubre y uno de
mezcla de noviembre a enero (Merino-Ibarra et al., 2008).

Muestreo

Durante el afio 2019 se realiz6 la colecta de muestras de zooplancton
mensualmente en seis sitios de muestreo en el embalse de Valle de
Bravo, Estado de México (Fig. 1), mediante arrastre vertical con una red
para zooplancton de 245 pm de luz de malla; la red fue sumergida has-
ta una profundidad de 11 metros y desde ahi arrastrada hasta la super-
ficie a una velocidad aproximadamente constante a fin de poder filtrar
un volumen de agua equivalente en todos los puntos de muestreo. A
una profundidad de 11 m es posible encontrar cladoceros en este em-
balse (Nandini ef al., 2008; Jiménez-Contreras et al., 2009) y también
de esta forma son colectados los cladoceros que se encuentran en la
columna de agua a menor profundidad y hasta la superficie. El volumen
de agua filtrado correspondiente al arrastre vertical de 11 metros fue
de 124.4 litros.

Las muestras de plancton fueron concentradas en 100 mL de agua
y fijadas con formaldehido al 4% neutralizado con borato de sodio a
pH= 7.2 adicionado con azlcar a fin de preservar adecuadamente a los
claddceros (Haney & Hall, 1973).
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Figura 1. Mapa del reservorio de Valle de Bravo indicando la ubicacion de los sitios de muestreo y los principales rios tributarios.
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En cada sitio de muestreo se midi6 la temperatura del agua, pH,
conductividad y turbidez a 20 cm de profundidad mediante una sonda
multiparamétrica HANA. De igual manera, en cada sitio de muestreo fue
registrada la concentracion de clorofila a total y clorofila a cianobacte-
rial con el equipo AlgaeTorch®.

Identificacion de cladoceros

En laboratorio, las muestras fijadas fueron homogeneizadas perfecta-
mente de manera manual para resuspender a todos los organismos.
Después de esto, se separaron 2 mL de cada muestra para aislar,
identificar y contar a los diferentes cladoceros, con ayuda de un este-
reoscopio Olympus. Se hicieron disecciones para identificar hasta nivel
especifico en los casos en que fue posible; las estructuras morfologicas
diseccionadas fueron observadas en un microscopio Zeiss. La alicuota
de 2 mL permitid hacer recuentos de mas de 100 individuos para la
especie mas abundante. Para la identificacion taxondmica se utiliz6 la
literatura especializada disponible (Korovchinsky, 1992; Smirnov, 1996;
Orlova-Bienkowskaja, 2001; Benzie, 2005; Elias-Gutiérrez et al., 2008).

Analisis de datos

La densidad de claddceros y concentracion de clorofila a cianobacterial
por mes fueron analizadas con un ANOVA de una via y para determinar
diferencias significativas se aplico la prueba post hoc de Fisher LSD,
con una probabilidad p<0.05.

Los indices de diversidad ecoldgica de Shannon-Wiener, riqueza de
Margalef, dominancia de Simpson (1-D), y equidad de Pielou J fueron
determinados usando el software Past ver. 4.02. Estos indices se ana-
lizaron mediante ANOVA de una via y en caso de diferencias significati-
vas se aplicé la prueba post hoc de Tukey. Las curvas de acumulacion
de especies se hicieron con los estimadores de Cho 1 y ACE con el
programa Estimates ver. 9.1.0. Los estimadores no paramétricos de
Chao 1y ACE (Abundance-based Coverage Estimator) permiten estimar
la riqueza de especies (S) en una comunidad, a partir de una muestra.
El estimador de Chao1 se basa en especies poco frecuentes o raras en
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los muestreos, que estan representadas por un solo individuo (single-
tons) o por dos (doubletons). Por otra parte el estimador ACE se basa en
el concepto de cobertura de muestreo, que es la proporcion del nimero
total de individuos en un ensamble, que pertenecen a las especies re-
presentadas en la muestra (Chao & Chiu, 2016). La categorizacion de
las especies en dominantes, constantes, ocasionales y raras se hizo
con el diagrama de Olmstead-Tukey considerando el log (n +1) de la
densidad (ind. L") y frecuencia (%) (Steel & Torrie, 1985). Para deter-
minar diferencias entre los sitios de muestreo se aplicd un ANOVA de
una via y para determinar diferencias significativas entre los sitios de
muestreo se aplicd la prueba post hoc de Scheffe. La contribucion de
cada especie se calculd con una prueba de SIMPER usando el progra-
ma Past ver. 4.02.

RESULTADOS

En total se identificaron 12 especies de cladoceros pertenecientes a 4
familias, ocho de las cuales son nuevos registros para el reservorio de
Valle de Bravo: Daphnia mendotae, Daphnia parvula, Ceriodaphnia cf.
cornuta, Diaphanosoma birgei, Pleuroxus denticulatus, Sida crystallina
americana y Alona guttata, asi como una especie de Daphnia que no
coincide con ninguna descripcion reportada y que denominamos como
Daphnia sp., (Dsp), como se muestra en laTabla 1, en la que se incluyen
el nombre completo de cada especie y la clave asignada. Es posible que
Dsp sea un morfotipo de D. galeata, D. cucullata, o un hibrido con algu-
na de las otras especies del mismo género registradas en el reservorio,
aunque también pudiera tratarse de una nueva especie.

Densidad de claddceros en el reservorio de Valle de Bravo

En general se observd a lo largo del afio variacién en la cantidad de
claddceros, con dos picos de mayor densidad en marzo y junio (47.7
y 67.7 ind. L, respectivamente), aunque solo en el mes de junio la
densidad de claddceros fue significativamente mayor (Fig. 2). A partir
de agosto se registrd una marcada disminucion en la concentracion de
individuos, con un minimo de 2.8 ind. L™ en noviembre (Fig. 2).

Tabla 1. Claddceros identificados del reservorio de Valle de Bravo. Con asterisco se indican las especies que son nuevos registros para el embalse.

Orden Familia Especie Clave

Anomopoda Bosminidae Bosmina longirostris (0. F. Miiller, 1785) Bl
Daphniidae Ceriodaphnia cf. cornuta Sars, 1885* Cc

Ceriodaphnia lacustris Birge, 1893 Cl
Daphnia sp.* Dsp
Daphnia mendotae Birge, 1918* Dm

Daphnia parvula Fordyce, 1901* Dp

Simocephalus vetulus (0. F. Miiller, 1776) Sv

Chydoridae Chydorus sphaericus 0. F. Miiller, 1879 Cs

Pleuroxus denticulatus Birge, 1879* Pd

Alona guttata Sars, 1862* Ag

Sididae Diaphanosoma birgei Korinek, 1981* Db

Sida crystallina americana Korovchinsky, 1979* Sc

Hidrobiol6gica
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Figura 2. Valores promedio para las seis estaciones de muestreo + error estandar de la densidad de claddceros y clorofila a cianobacterial registrados mensualmente
en el reservorio de Valle de Bravo, Estado de México. Letras diferentes encima de las barras indican diferencias significativas (Prueba de Fisher LSD, p<0.05); mi-
ndsculas para las comparaciones post hoc pareadas de la densidad de cladéceros, y mayusculas para las comparaciones multiples de la clorofila a cianobacterial

entre los diferentes meses de muestreo.

En la Figura 3 se muestran los valores de la densidad de claddceros
mensual por sitio de muestreo, destacando el sitio S1 por el mayor
valor registrado, siguiendo los sitios S2 y S4. En S3 se registrd la me-
nor concentracion de individuos. En todas las estaciones de muestreo
se observo la misma tendencia, con dos picos de mayor cantidad de
claddceros en los meses de marzo y junio (Figura 3). Los resultados del
ANOVA mostraron diferencias altamente significativas (p<0.001) y con
la prueba de Scheffe se determind que el sitio 1 fue el que presentd
significativamente la mayor densidad de cladéceros y tuvo diferencias
significativas con los sitios S3, S5y S6.

En la Figura 4 se mencionan a seis de las especies de claddceros
que fueron mas abundantes. En la Figura 4 se observa que Bosmina
longirostris fue el cladocero con la mayor densidad en el embalse de
Valle de Bravo, alcanzando en S1 un valor de 104 ind. L', aunque en
los sitios S2, S4, S5y S6 la densidad de esta especie fue menor a 8
ind. L". Para Ceriodaphnia lacustris la mayor densidad se registr6 en
S1(25.7 ind. L") en el mes de diciembre, mientras que de S2 a S5 se
registraron valores menores a 8 ind L. Para Chydorus sphaericus la
maxima densidad se registrd en el sitio S1 con 32.5 ind. L' en el mes
de marzo, en tanto que en S2 y S4 los valores fueron 16.88 y 16.08
ind. L, respectivamente. Daphnia sp. tuvo los méaximos valores en S1,
S2 y S4 con densidades mayores a 20 ind. L, alcanzando su maxima
densidad en junio en el sitio S1 (38.59 ind. L"). Daphnia mendotae
tuvo su mayor concentracion en S1 con un valor de 44.61 ind. L' en
el mes de agosto y en S4 de 28.94 ind. L en junio. Diaphanosoma
birgei se registrd en general en densidades bajas, no mayores a 14
ind. L. El analisis SIMPER revel6 que las especies Bl, Cs, Dm, Cl, Dsp
y Db (ver tabla 1 para la clave asignada a cada especie) contribuyeron
con mas del 90% al grupo de claddceros registrados en el embalse,
siendo B. longirostris la especie con mayor porcentaje de contribucion,
con 19.71% (Tabla 2).
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Frecuencia y abundancia de claddceros. Diagrama
de Olmstead-Tukey

En la Tabla 3 se muestran los resultados de Olmstead-Tukey reporta-
dos por mes, y considerando en total todo el ciclo anual en la Figura
5. Las especies reconocidas como “Dominantes” variaron a lo largo
del afo; de esta manera, hubo especies que tuvieron dominancia en
unos meses y en otros fueron categorizadas como “Raras”. Hubo cinco
especies (BI, Cl, Dsp, Dm y Db) que se registraron en todos los meses
de muestreo.

En el andlisis anual las especies consideradas como dominantes
segun el diagrama de Olmstead-Tukey fueron: Bl, Cl, Cs, Db, Dmy Dsp,
mientras que las especies Sc, Sv y Ag se encontraron en baja frecuen-
cia y de acuerdo con el diagrama de Olmstead-Tukey tuvieron la de-
nominacion de raras (Figura 5). Por su parte Cc, que es una especie
limnética, es denominada como constante (C).

En la tabla 4 se muestran los valores registrados de parametros
fisicoquimicos y de la concentracion de clorofila a total y clorofila a cia-
nobacterial. En esta tabla se puede apreciar que en el sitio 1 en agosto
se presentd la mayor concentracion de clorofila a total y cianobacterial
con valores de 175y 168.1 pg L' respectivamente, que son medidas
indicativas de la cantidad de biomasa fitoplancténica. De la misma ma-
nera la turbidez fue mayor en agosto. El valor de pH para S1 fue mas
alto en mayo con un valor de 9.5, mientras que la conductividad en julio
con un valor de 300 pS cm™.

indices de diversidad

La diversidad de Shannon-Wiener oscil6 de 1.0 a 1.48 bits ind"' tenien-
do el valor mas bajo en el mes de agosto. El indice de riqueza especifica
de Margalef aumentd en los meses de enero a mayo y alcanz6 su valor
significativamente mas alto (1.84) en el mes de octubre; este fue el
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tnico indice de diversidad que mostrd diferencias significativas (ANO-
VA, P<0.05, prueba de Tukey) (Fig. 6). El indice de Simpson 1-D mostro
una tendencia semejante al indice de diversidad de Shannon-Wiener,
teniendo su menor valor (0.54) en el mes de agosto. La equidad de

Pielou J varié de 0.75 a 0.93 teniendo su valor mas alto en el mes de
noviembre (Fig. 6).

Curvas de acumulacion de especies

Las curvas de acumulacion de especies usando los estimadores de ACE
y Chao1 mostraron porcentajes de 90.4 y 100% por lo que se puede
aseverar que la eficiencia de muestreo fue adecuada (Fig. 7).

Rodriguez-Estrada J. y F. Martinez-Jerénimo

DISCUSION

La diferencia en la cantidad de claddceros en los sitios S1, S2 y S4, que
tuvieron la mayor densidad, y el sitio S3, que tuvo la menor concentra-
cion, estuvo probablemente determinada por la localizacion y la influen-
cia del entorno en los puntos de colecta. El sitio S3 se ubica en la zona
mas somera del embalse de VB (Merino-Ibarra et al., 2008), y en este sitio
el arrastre vertical se tuvo que hacer a una profundidad maxima de 2 a 3
m, no obstante el volumen filtrado de agua fue similar al del arrastre ver-
tical; este sitio ademas coincide con el ingreso de agua del rio Amanalco,
que es el que vierte mas contaminantes agroquimicos dentro del em-
balse. Por otra parte, las bajas densidades de claddceros en el sitio 6 se
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Figura 3. Densidad de claddceros por sitio de muestreo del embalse de Valle de Bravo durante un ciclo anual.
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pueden explicar por el efecto de las corrientes de los rios Molino y Santa
Monica, que probablemente desplazan a los organismos hacia el centro
del embalse y hacia la cortina de la presa (S1). También el viento influye
indirectamente en la distribucion de los claddceros, ya que de acuerdo
con Alillo-Sanchez et al., (2014) la mayor acumulacion de fitoplancton se
registra en la cortina del embalse debido a que durante la noche el viento
sopla en esa direccion y esto puede ocasionar que los cladéceros del em-
balse también sean desplazados hacia la cortina (S1) donde se acumula
potencialmente la mayor concentracion de alimento, aunque también la
mayor cantidad de biomasa cianobacteriana.

Las densidades de cladoceros reportadas en este estudio fueron
mas altas a las registradas en Ramirez-Garcia et al., (2002) y también
se registra una mayor riqueza que en Figueroa-Sanchez et al., (2014).
Sin embargo, en el estudio de Figueroa-Sanchez et al., (2014) se repor-
tan las densidades mas altas de claddceros para el embalse de Valle
de Bravo con picos mayores a 800 ind. L™ de Bosmina longirostris y
Chydorus cf. sphaericus, por su parte Nandini et al., 2008 reportaron
densidades de 60 a 150 ind L para Bosmina longirostris, y picos de 50
a 150 ind L' para Chydorus sphaericus, que son también densidades
mas altas a las encontradas en este estudio.

De las 12 especies de cladoceros que fueron registradas en el re-
servorio de Valle de Bravo en este estudio, ocho son nuevos registros.
Sin embargo, algunas de estas especies ya llevan establecidas en el
embalse de VB de tiempo atras, pues por lo menos Daphnia mendotae
se registrd en un muestreo realizado en 2010 por el grupo de trabajo
del Laboratorio de Hidrobiologia Experimental, IPN (datos no publica-
dos), sin que hubiera sido reportada con posterioridad en otros estu-
dios. Es importante mencionar que el claddcero del género Daphnia sp.
aqui reportado podria ser una especie con nuevo registro para Valle de
Bravo y tal vez para el pais, aunque se precisa el analisis por métodos
moleculares para confirmar la identidad especifica y si efectivamente
es una especie que no ha sido registrada con anterioridad, o bien si se
trata de un hibrido entre especies del mismo género presentes en este
sitio. Los individuos de esta especie de Daphnia sp. presentan carac-
teristicas morfoldgicas cercanas a Daphnia cucullata, aunque también
presenta similitud con Daphnia dubiay Daphnia galeata.

Por su parte Sida crystallina fue registrado por primera vez en Mé-
xico en el afio 1995 en el estado de Nuevo Ledn, México (Rodriguez-Al-
maraz & Leija-Tristan 1995), y posteriormente no habia sido registrada
nuevamente hasta nuestro estudio. De las especies registradas en Ro-
driguez-Almaraz y Leija-Tristan (1995) cuatro especies (B, Dp, Db, y Sc)
coinciden con las que identificamos en VB.

En el estudio realizado por Saunders et al., (1999) en el lago Ogle-
thorpe, Georgia, USA, que es de tipo monomictico, moderadamente
eutrofico y con temperaturas en el epilimnion que oscilan de 22 a 32
°C, y que tiene similitudes con las caracteristicas de VB, se reportan los
claddceros B. longirostris, C. lacustris, Daphnia parvula, D. ambigua y
Diaphanosoma brachyurum, que son especies que coinciden con las
encontradas en el embalse de VB. El ensamble de especies de VB pa-
rece ser comun en diferentes sistemas acuaticos en el pais y en otras
partes del mundo. Esto se puede deber a que las especies mencio-
nadas son tolerantes a diferentes condiciones de estrés, por ejemplo,
en el reservorio de Valle de Bravo a la presencia de cianobacterias y
muy probablemente de cianotoxinas. También se puede suponer que no
compiten por el mismo recurso alimenticio, que tienen diferentes tasas
de reproduccion y que el efecto de los depredadores es diferencial.
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Tabla 2. Resultados del andlisis SIMPER indicando la contribucion de
cada taxon por sitio de muestreo. Las primeras seis especies contribu-
yen con mas del 90%.

Taxon P“.’me‘.’."’ de Contribucion (%)  Acumulado
disimilitud

BI 14.67 19.71 19.71
Cs 13.97 18.76 38.47
Dm 10.31 13.84 52.32
cl 10.06 13.51 65.83
Dsp 9.97 13.4 79.23
Db 9.48 12.75 91.97
Dp 3.99 5.36 97.34
Cc 1.31 1.76 99.11
Sc 0.37 0.50 99.61
Sv 0.14 0.19 99.8
Pd 0.09 0.12 99.93
Ag 0.05 0.06 100

Semenchenko et al., (2007) evaluaron la competencia de cinco es-
pecies de claddceros (D. magna, D. longispina, S. vetulus, S. crystallina
y D. brachyurum) en condiciones oligotroficas y eutroficas, y en presen-
cia 0 ausencia de un depredador (peces o larvas de Chaoborus); ellos
encontraron que en eutrofia y con depredadores, la especie desplazada
fue S. crystallina, mientras que en una condicion oligotréfica y sin de-
predadores D. brachyurum es desplazada por S. crystallina. Esto indica
que las dindmicas poblacionales y la persistencia de algunas especies
de claddceros dependera no solo de la productividad primaria sino tam-
hién del efecto de la depredacion diferencial. Al respecto cabe mencio-
nar que en las muestras de zooplancton colectadas también hubo otros
grupos de organismos como copépodos, ostracodos, rotiferos y larvas
de Chaoborus sp., que son depredadoras de claddceros. Los copépodos
fueron los organismos con la mayor abundancia en todos los mues-
treos, predominando sobre los claddceros. En estudios previos en el
embalse de VB sefalan que los cladoceros nunca han sido dominantes
debido principalmente a la depredacion intensiva por parte de peces
zooplanctofagos (Nandini et al., 2008).

Sin embargo, la diversidad, abundancia y distribucion de los cladé-
ceros en el embalse de Valle de Bravo también puede estar influenciada
por las condiciones fisicoquimicas del agua y los florecimientos ciano-
bacteriales, de tal manera que cuando la concentracion de clorofila a
total y clorofila a cianobacterial fueron las mas altas en los meses de
mayo y agosto, la densidad de claddceros fue menor (Figura 2); en
estos meses los valores de pH aumentaron a mas de 9 (Tabla 4). La
turbidez también fue mas alta en el mes de agosto justo cuando se
alcanzo la mayor cantidad de clorofila a total y cianobacterial.

Por otra parte, los valores de conductividad menores a 150 pS cm'
favorecieron el crecimiento de los claddceros, ya que cuando los valores
de conductividad se incrementaron en los meses de julio a septiembre, la
densidad de claddceros disminuy6 (Tabla 4). El incremento en la conduc-
tividad, que esta relacionado con un incremento en la dureza, salinidad y
con la cantidad de solidos disueltos totales, pudo influir en la densidad de
los claddceros en el embalse de Valle de Bravo al modificarse las condi-
ciones adecuadas de concentracion de solutos en el ambiente.
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Figura 4. Densidad de las especies de cladoceros mas abundantes durante un ciclo anual en el embalse de Valle de Bravo.
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A pesar de que con anterioridad se han realizado muestreos de
zooplancton en el reservorio de Valle de Bravo (Ramirez-Garcia et al.,
2002; Nandini et al., 2008; Figueroa-Sanchez et al., 2014), ninguno de
ellos fue con la intensidad y frecuencia del realizado por nosostros y por
tanto esto ayudaria a explicar el por qué no se tenian documentadas
todas las especies de claddceros aqui reportadas. En los estudios ante-
riores solo se reportan como maximo 7 especies de claddceros; Figue-
roa-Sanchez et al. (2014) reportan cinco, Ramirez-Garcia et al. (2002)
encontraron seis, y Nandini et al. (2008) siete, de las cuales Bosmina
longirostris, Ceriodaphnia lacustris, Simocephalus vetulus'y Chydorus
sphaericus son coincidentes con las identificadas en este estudio. Adi-
cionalmente, esta diferencia en la riqueza especifica se puede explicar
por la manera en que realizamos el muestreo (arrastre vertical y no
superficial), asi como por la intensidad de este (en total 72 muestras).

La presencia de las especies Pleuroxus denticulatus y Alona gutta-
taen los sitios de colecta S1y S3 correspondid a que en estos sitios se
registrd crecimiento de lirio acuatico, por lo que no es extrafio encontrar
a estas especies que son de litoral, aunque su abundancia y frecuencia
fue baja. Por su parte el claddcero Simocephalus vetulus, también una
especie de la zona de litoral que generalmente se desarrolla asociada
a la rizosfera de macrdfitas, se colectd en los sitios S2 y S5 en el mes
de enero; al parecer esta especie puede moverse desde la zona litoral
a la pelagica corroborando lo sefialado por Brito et al. (2020) quienes
mencionan que la riqueza de las especies puede ser mayor si son ana-
lizadas las especies pelagicas en conjunto con las especies de litoral,
ya que algunas podrian movilizarse en ambas zonas.
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El cladocero Sida crystallina americana fue la especie de mayor
tamafio que se registré en el embalse (las hembras alcanzan un tama-
fio de hasta 4 mm, Korovshinski, 1992), aunque es raro colectarla en
la zona pelagica (52), pues esta especie es comun que se desarrolle
asociada a macrdfitas (Choi et al., 2016). La presencia de S. crystalli-
na americana fuera de su habitat, se puede atribuir también al efecto
del viento en el embalse, pues se ha reportado que puede alcanzar
una velocidad promedio de 7.4 m s, con rachas de hasta 16.5 m s™
(Merino-Ibarra et al., 2008). El movimiento del aire ocasiona que las
plantas acuaticas que crecen en el embalse (predominantemente lirio
acuatico) sean movilizadas y con ellas las especies de claddceros que
se encuentran asociadas a sus raices.

Aunque la riqueza de claddceros en este estudio fue de 12 espe-
cies, es mayor a la reportada en otros trabajos realizados en el reser-
vorio de Valle de Bravo (Nandini et al., 2008; Figueroa-Sanchez et al.,
2014), y cabe la posibilidad de que en estudios aiin mas exhaustivos,
que intensifiquen el muestreo en la zona de litoral, el nimero de espe-
cies aumente.

Por otra parte, en un estudio realizado por Fernandez et al., (2020)
en diferentes lagos del sur de México mencionan que la riqueza de
zooplancton es mayor en los lagos eutrofizados que en oligotréficos,
pues ellos registraron un total de 13 especies de cladéceros en 18 la-
gos, con un maximo de 6 especies para el Lago eutréfico Bosque Azul;
en los otros lagos el nimero de especies vario de 1 a 5, riqueza que
sigue siendo menor a la reportada en el presente estudio para un solo
cuerpo de agua.

Tabla 3. Resultados del diagrama de Olmstead-Tukey para la dominancia de las diferentes especies de claddceros colectadas en el embalse de
Valle de bravo mensualmente y para el total durante el afio 2019. Para esta categorizacion la nomenclatura empleada es: D, dominante. C, cons-

tante. 0, ocasional y R, rara.
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El indice de diversidad de Shannon registrado fue bajo (1.48 hits
ind") y es correspondiente a un sistema acuatico eutrofizado (Ganie
et al., 2015; Fernandez et al., 2020; Wang et al., 2021a). Nandini et
al., (2008) reportan para el zooplancton en Valle de Bravo valores del
indice de Shannon de 1 a 4.09, mientras que Jiménez-Contreras (2009)
reporta un valor de indice de Shannon de 1.8. Por otro lado para el em-
balse Iturbide localizado en el Estado de México se obtuvieron valores
de Shannon de alrededor de 3, indicando que valores mayores a 5 son
raros (Sarma et al., 2011). Ganie et al., (2015) evaluaron la estructura
y diversidad de claddceros en dos lagos con diferente estatus trofico,
y encontraron 22 y 15 especies, con valores de diversidad de Shannon
de 2.44y 2.21, relacionando el valor més bajo a una condicion mas alta
de nutrientes y mas contaminada.

Pese a que el reservorio de Valle de Bravo se encuentra eutrofiza-
do y con florecimientos cianobacteriales permanentes, la riqueza de
cladéceros puede ser considerada alta, ya que en otros estudios reali-
zados en el pais en cuerpos lénticos con diferentes estados troficos, la
riqueza reportada es menor (Elias-Gutiérrez, 1995). Esto podria indicar
el insuficiente conocimiento que se tiene atn de los cladéceros en Mé-
xico y por tanto la importancia de realizar muestreos mas intensificados
en diferentes cuerpos de agua, que ademas incluyan la zona litoral y el
bentos con la finalidad de determinar con mayor precision el nimero de
especies distribuidas en esta region.

En un sistema eutrofico la concentracion de nutrientes es alta lo
que favorece el crecimiento masivo del fitoplancton, pero también de
bacterias y la formacion de detritus, y esta condicion podria benefi-
ciar el crecimiento de especies de claddceros de tamafio pequefio que
pueden subsistir en estas condiciones; tal es el caso de B. longirostris,
C. sphaericus y C. cf. cornuta (Umi et al., 2020). No obstante, en el
embalse hay especies de mayor tamafio (Sida crystallina americana,
D. mendotae'y D. parvula) que coexisten con estas especies pequefas
y que también alcanzan densidades similares a Chydorus sphaericus.

Rodriguez-Estrada J. y F. Martinez-Jerénimo

Por otro lado, la presencia de cianobacterias filamentosas parece
favorecer a algunas especies de claddceros que propiamente son de la
zona de litoral. Tal es el caso de Chydorus sphaericusy Bosmina longiros-
tris las cuales pueden moverse entre los filamentos sin quedar retenidas
y alimentarse entre estos filamentos de las cianobacterias Dolichosper-
mum, Limnoraphisy Planktothrix (obs. pers. en muestras no fijadas).

A pesar de que el embalse de Valle de Bravo presenta florecimientos
cianobacteriales permanentes y que la liberacion de metabolitos secun-
darios con actividad biologica podria dafiar a los cladoceros (Ferrao-Filho,
et al., 2000; Martinez-Jerénimo et al., 2022), al ser un cuerpo de agua
extenso y profundo es posible que los claddceros pueden ubicarse en mi-
crohabitats con menor afectacion y asi no quedar expuestos a los efec-
tos negativos producidos por la dominante biomasa cianobacterial. No
obstante, la baja densidad espacial y estacional de claddceros registrada
esta relacionada con la gran cantidad de biomasa de cianobacterias en el
embalse. Martinez-Jeronimo et al., (2022) reportan que, de acuerdo con
su biovolumen, las cianobacterias tuvieron la mayor abundancia en la co-
munidad fitoplanctdnica en este embalse. Las cianobacterias Microcystis
smithii, M. aeruginosa'y M. wesenbergii fueron las que tuvieron altos bio-
volimenes durante la mayor parte del afio, de acuerdo con ese estudio.
La presencia de estas cianobacterias influy6 en la densidad de cladoceros
en el embalse, ya que cuando hubo mas cianobacterias la abundancia de
cladéceros fue menor. Adicionalmente, la deteriorada calidad del agua y
la liberacion de cianotoxinas también pueden afectar la distribucion y di-
versidad de claddceros. En Martinez-Jerénimo et al., (2022) en su estudio
realizado durante el 2019 en Valle de Bravo, se menciona que la calidad
del agua fluctud de pobre a muy pobre durante la mayor parte del afio, de
acuerdo con el indice de Comunidad Fitoplanctdnica (PhyCOl, en inglés),
y las concentraciones de microcistinas fueron mas altas en los meses de
verano, con valores de 20 a 35 pg L, registrando el valor mas alto en el
mes de agosto con 71 pg L. La liberacion de microcistinas en el medio
acuatico pudo afectar negativamente la reproduccion, sobrevivencia y
crecimiento de claddceros (Ferrdo-Filho, et al., 2000; Wang et al., 2021h).
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Figura 5. Diagrama de Olmstead-Tukey representando el total anual para las especies de claddceros colectadas en el embalse de Valle de Bravo. Categorizacion: D,

dominante. C, constante. O, ocasional y R. rara.
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Tabla 4. Parametros fisicoquimicos, concentracion de clorofila a total y clorofila a cianobacterial por sitio de muestreo y por mes, registradas en
el embalse de Valle de Bravo.

Temperatura (°C)

Mes

E F M A M J J A S 0 N D Pro
S1 18.8  19.1 22 213 224 238 247 247 229 228 219 212 211
S2 195 195 224 212 222 237 235 24.3 24 22.7 22 212 222
S3 196 194 229 212 23 237 236 24.6 249 228 212 216 224
S4 195 188 215 209 217 236 233 229 237 227 217 21. 21.8
S5 194 194 217 214 221 236 233 231 237 228 221 211 22
S6 193 191 213 211 219 235 233 238 237 227 215 21 21.8

pH
S1 7.7 8.5 9.2 9.2 9.5 9.1 9.2 9.4 9.2 9 6.8 7.7 8.7
S2 8.1 8.6 9.1 8.2 94 9 9.2 9.3 9.3 9 6.8 7.6 8.7
S3 8 8.4 9.1 9 9.5 8.8 8.6 94 8.3 9.1 6.7 7.7 8.6
S4 7.7 8.4 9 9.2 94 9 9 9.2 9.3 8.9 6.7 7.5 8.6
S5 7.5 8.5 8.9 9.1 9.5 9 9.1 9.1 9.1 8.9 6.6 74 8.6
S6 74 7.5 6.8 8.8 9.3 8.6 7.8 8.9 8.3 8.8 6.7 6.6 8
Conductividad (uS cm-)
S1 123 131 140 133 138 144 300 291 270 141 136 133 1733
S2 124 131 142 134 138 144 299 293 276 124 136 134 1729
S3 130 135 140 134 136 148 314 289 284 144 138 137 1774
S4 125 128 136 131 136 143 290 281 271 139 136 132 170.7
S5 125 130 138 135 137 143 290 280 269 138 136 132 171.1
S6 124 128 131 130 136 141 259 274 267 136 132 131 165.8
Turbidez (FNU)
S1 3.2 35 6.1 265 292 234 47 142 339 167 106 5.2 28.9
S2 59 15.4 101 3.7 15.5 13.2 30.7 46.3 40.7 164 143 115 18.6
S3 3.1 42 127 548 25 155 508 739 411 202 145 10.1 27.2
S4 7.2 5 6.5 106 203 139 164 435 413 133 88 101 16.4
S5 1.9 11.2 3.8 7 28.3 131 30 299 306 124 121 107 159
S6 0.7 29 6.4 4.4 173 211 192 344 253 147 125 108 135
Clorofila a total (ug L")
S1 36.4 20 309 685 437 598 175 694 373 372 64 53.1
S2 302 225 234 627 301 686 675 765 275 334 119 43
S3 204 161 226 64 23. 502 141 545 261 36.2 147 311
S4 228 131 196 471 203 258 399 449 209 28 8.2 26.4
S5 29.7 17.8 224 55.9 23.8 46.8 54.7 58.1 24 319 132 344
S6 273 222 242 642 268 43 70 72.7 39 305 135 394
Clorofila a cianobacterial (ug L)

S1 1.7 165 186 779 328 456 1681 496 199 244 2 425
S2 105 144 136 626 18 46.1 59 558 198 306 3.3 30.3
S3 6.3 23 118 446 179 359 47 40.2 18.2 20 4.8 24.5
S4 10.8 8.9 14.6 41.1 18.3 23.8 37 41 17.9 24.8 4 22
S5 153 99 143 451 207 423 475 505 197 246 5.1 26.8
S6 124 114 15 492 206 375 566 616 268 221 4.7 28.9
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Figura 6. Resultados de los indices de diversidad Shannon H’, Simpson 1-D, Margalef y equidad de Pielou J’ en el reservorio de Valle de Bravo. Valores promedio =
error estandar, letras diferentes encima de las barras indican diferencias significativas prueba de Tukey.
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Figura 7. Curvas de acumulacion de especies de claddceros de Valle de Bravo de acuerdo con el esfuerzo (intensidad) de muestreo, usando los estimadores de riqueza

especifica de Chao1 y ACE. “S” es el numero de especies observado en la muestra.

El embalse de Valle de Bravo es un reservorio importante en el
abastecimiento de agua potable para la Ciudad de México, ademas de
proporcionar otros servicios ecosistémicos. La diversidad y abundan-
cia de claddceros mostrd variacion a lo largo del ciclo anual. El indice
de diversidad de Shannon mostrd valores bajos que en este caso co-
rrespondieron a un ambiente eutrofizado pero la riqueza especifica fue
mayor a la reportada en otros estudios en México (ver Elias-Gutiérrez,
1995), evidenciado que el conocimiento de los claddceros en nuestro
pais es aun escaso.
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RESUMEN

Antecedentes. La contaminacion por mercurio (Hg) producto del beneficio minero aurifero es un problema
de indole ambiental, dada su capacidad de afectar los ecosistemas y la salud humana. Por lo cual, es funda-
mental proponer alternativas enfocadas en disminuir la contaminacion producida principalmente al recurso
hidrico, debido a la persistencia y permanencia de este metal pesado en el ambiente Objetivo. Evaluar la
remocion de Hg y la carga organica del agua residual proveniente de un entable minero mediante un sistema
de humedales de flujo subsuperficial horizontal. Métodos. Se realizo la caracterizacion fisicoquimica del
agua residual minera, ademas, se disefid y oper6 un sistema de tres humedales a los cuales se les vario
el Tiempo de Retencion Hidraulica (TRH) y la presencia o ausencia de Heliconia psittacorum, se evaluaron
parametros como pH, 0D, turbidez, DBO,, DQO y Mercurio. Se aplicd una prueba estadistica ANOVA con sig-
nificancia del 95%. Resultados. EI efluente minero arrojo concentraciones para DQO y Hg de 197 mg 0,/L
y 0,0021 mg/L, respectivamente, valores superiores a los permisibles por la normativa colombiana y de la
EPA. Los humedales evaluados mostraron eficiencias de remocion para turbiedad, DBO,, DQO y Hg superiores
al 98,44%, 93,10%, 71,52% y 91,03%, respectivamente. Las pruebas estadisticas sugieren que no existe
diferencia significativa con respecto a la variacion del TRH, pues los porcentajes de eficiencia de remocion
del Hg para 2 y 4 dias son relativamente similares Conclusiones. Los humedales de flujo subsuperficial
horizontal y Heliconia psittacorum, son altamente eficientes en la remocion de Hg de aguas residuales de
mineria aurifera, consolidandose como una tecnologia prometedora para la biorremediacion ambiental.

Palabras clave: biorremediacion, Heliconia psittacorum, humedales construidos, mercurio, mineria aurifera.

ABSTRACT

Background. Mercury (Hg) contamination resulting from gold mining is an environmental problem caused
by its ability to affect ecosystems and human health. Therefore, it is essential to propose alternatives focused
on reducing the pollution produced mainly to water resources, due to the persistence and permanence of
this heavy metal in the environment. Goals. This study evaluated the removal of Hg and the organic load of
wastewater from a mining plant through a horizontal subsurface wetland flow system. Methods. The physi-
cochemical characterization of the mining sewage was carried out, in addition, a system of three wetlands
was designed and operated in which the Hydraulic Retention Time (HRT) and the plantation of Heliconia
psittacorum were varied, then, parameters such as pH, 0D, turbidity, BOD,, COD and Mercury were studied.
An ANOVA statistical test with significance of 95% was applied. Results. The mining effluent showed COD
and Hg concentrations of 197 mg 0,/L and 0.0021 mg/L, respectively, values which are higher than those
permitted by Colombian and EPA regulations. The wetlands evaluated showed removal efficiencies for turbi-
dity, BOD,, COD and Hg higher than 98.44%, 93.10%, 71.52% and 91.03%, respectively. The statistical tests
suggest that there is no significant difference in the TRH (p=0.361), therefore it is possible to operate the
wetland system with 2 days of treatment. In addition, significant differences were found between the planted
wetlands and those composed only by the support bed (p=0.039). Gonclusions. Horizontal subsurface flow
wetlands and Heliconia psittacorum are highly efficient in the removal of Hg from gold mining wastewater,
consolidating as a promising technology for environmental bioremediation.

Keywords: bioremediation, Heliconia psittacorum, constructed wetlands, mercury, gold mining.
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INTRODUCCION

La mineria aurifera artesanal y de pequefia escala (MAPE) es una acti-
vidad econdmica que ha tomado relevancia en los Gltimos afios, no solo
porque se ejercen por comunidades de escasos recursos, sino porque
se han asentado en zonas apartadas de centros urbanos, lugares don-
de no hay desarrollo tecnoldgico (Ospina-Correa et al., 2021). De los
procesos de extraccion usados en la MAPE, la amalgamacion es el mas
utilizado, a pesar de su bajo porcentaje de recuperacion de oro (30%),
debido a la facil manipulacion del mercurio (Hg) y a su bajo costo (Ro-
cha-Roman et al., 2018).

La falta de tratamiento de las aguas residuales generadas en el proceso
resulta en una contaminacion predominante del Hg en diversos cuerpos
de agua. Este metal es uno de los elementos mas toxicos, cuya ingesta
puede generar deterioro neuroldgico y renal causado por la inactiva-
cion celular debida a la inhibicion de los grupos sulfhidrilos (SH) de
proteinas y enzimas (Kosai et al., 2023). Cuando se libera Hg al medio
ambiente, este es transformado por bacterias a metil-Hg, un compues-
to altamente toxico. Este compuesto organico (metil-Hg) es absorbido
por los organismos acuaticos y puede biomagnificarse a lo largo de la
cadena alimenticia por medio de la bioacumulacion (Cruz-Acevedo et
al., 2019).

En la préctica, no se tiene en consideracion el impacto negativo que
genera al ecosistema la MAPE, por esto se ve la necesidad de incre-
mentar y desarrollar diferentes métodos y tecnologias enfocados en
la remocion del Hg presente en las aguas residuales. Para la remo-
cion de Hg se han utilizado diferentes métodos que presentan elevada
efectividad, facil operacion y bajo costo ( Ramos-Espinosa et al., 2017
Chang et al., 2022). Entre éstas, sobresale la fitorremediacion, median-
te la implementacion en humedales artificiales, como una alternativa
sostenible para la remocion de metales utilizando diferentes especies
vegetales (Zhang et al., 2013; Marrugo-Negrete et al., 2017)) La funcion
que cumplen los humedales es importante debido a que permiten no
solo el tratamiento de metales, sino también la eliminacion de materia
organica por la adsorcion del sustrato y la absorcion de las plantas me-
diante procesos quimicos, fisicos y bioldgicos ( Wu et al., 2018; Huang
et al., 2022;). En este estudio se disefid un humedal de flujo subsuper-
ficial horizontal para evaluar la remocion de Hg y la carga organica de
un agua residual proveniente de un entable MAPE utilizando Heliconia
psittacorum, especie vegetal nativa y proveniente de América tropical,
conocida por poseer gran resistencia a los cambios climaticos agresi-
vos, enfermedades y el ataque de plagas (Madera-Parra et al., 2015).

MATERIALES Y METODOS

Determinacion de mercurio y parametros fisicoquimicos. La deter-
minacion del mercurio (Hg) total se realizo seglin el método APHA SM
3112B (American Public Health Association et al., 2017), utilizando un
espectrometro de absorcion atémica de vapor en frio (SHIMADZU AA-
7000). Este proceso involucra la adicion de un agente reductor (SnCl,
98% 0,1 mg/L) a una matriz previamente digerida (HNO, 65%, H,S0,
98%, 0,05 mg/L KMnO, >99,0% a 90 °C durante 2 h) y decolorada
(solucion al 24% m/v de (NH,0H) Cl 99%). El anterior procedimiento se
realizd tanto a las muestras y a los patrones de la curva de calibracion.

La curva de calibracion empleada para la cuantificacion de Hg se
llevé a cabo a partir de la medicién de soluciones patrén de diferente

Sierra-Gaviria E. et al.

concentracion, abarcando un rango entre 0,5 — 3,0 mg/L (r> = 0,9986,
limite de deteccion = 0,1284 pg/L y limite de cuantificacion = 0,428
ug/L). Estas soluciones fueron preparadas mediante dilucion de dife-
rentes volumenes de una solucion estandar de 1000 mg/L Hg (obtenida
a partir de un material estandar de referencia NIST Hg (NO,), 2 M en
HNO,). Todos los reactivos utilizados para la determinacion de Hg fueron
de grado analitico.

Los parametros fisicoquimicos in situ fueron pH, temperatura y
oxigeno disuelto (OD), los cuales se midieron usando un equipo mul-
tiparamétrico YSI Pro-Plus, y la turbiedad con un turbidimetro portatil
HACH 2100Q. Posteriormente la medicion de la Demanda Bioquimica
de Oxigeno (DBO,) se midi6 segun el método APHA SM 5210B mediante
un electrodo de membrana (APHA 4500-0.G) y la Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO) se bas6 en APHA SM 5220D, medido por el método
colorimétrico de flujo cerrado. (American Public Health Association et
al., 2017; Chang et al., 2022).

Caracterizacion del agua residual. Se realiz6 la caracterizacion del
agua residual proveniente de un entable de MAPE del municipio de
Suarez, Cauca, Colombia. Para identificar las condiciones del afluente a
tratar, se analizaron los parametros fisicoquimicos Hg, pH, Temperatura,
0D, DBO, y DQO, previo al disefio de los humedales artificiales de flujo
subsuperficial plantados con Heliconia psittacorum. Se muestrearon
dos puntos denominados S1y S2, ubicados en la conduccién a los tan-
ques de sedimentacion y en el vertimiento al cuerpo de agua natural,
respectivamente.

Acondicionamiento de macrdfitas. La especie utilizada fue la Heli-
conia psittacorum que, debido a su amplio espectro de tolerancia a
cambios ambientales drasticos, es capaz de sobrevivir a temperaturas
que oscilan entre 18°C y 34°C. Esto posibilita la adaptacion al medio
en ecosistemas del tropico, condiciones propias del lugar de estudio
(Decezaro et al., 2018; Orejuela et al., 2018; Samuel et al., 2022). Las
plantas fueron obtenidas en un vivero de la zona de estudio, su acon-
dicionamiento se realizd sobre el lecho del humedal durante 20 dias,
partiendo con una mezcla entre agua cruda y agua residual proveniente
del entable minero en proporciones 1:1 por 5 dias. Finalmente, las plan-
tas se mantuvieron por 15 dias con agua residual del entable minero
para estabilizar el sistema y evitar estrés hidrico (Bedoya et al., 2014;
Marrugo-Negrete et al., 2017).

Disefio experimental del humedal construido. Se construy6 un hu-
medal de flujo subsuperficial horizontal con el propésito de evaluar la
eficiencia de remocion de contaminantes presentes en las aguas resi-
duales de origen minero aurifero y el cumplimiento con la normativa
vigente colombiana sobre vertimientos, siguiendo los lineamientos de
la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) (EPA, 1993). Para el estudio
se utilizaron aguas residuales provenientes del beneficio de oro con
concentracion promedio ~0,2 mg/L de Hg.

El sistema estaba conformado por tres humedales construidos en
fibra de vidrio con dimensiones de 0,9 x 0,3 x 0,4 m, una proporcion
3:1 (largo: ancho) (Fig. 1). Se utiliz6 tuberia PVC (12 mm de diametro)
para la distribucion y recoleccion del agua con perforaciones espacia-
das cada 0,1 m y un tanque de alimentacion a los humedales con ca-
pacidad de 80 L(Marrugo-Negrete et al., 2017; Prasetya et al., 2020; S.
Singh & Chakraborty, 2020).

La altura del lecho de soporte estad compuesta por una capa de gra-
va gruesa 25 cm (diametro >10 mm) y arena 5 cm (diametro <10mm)
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(Marrugo-Negrete et al., 2017;Faisal et al., 2023;). Se plantaron 6 es-
pecimenes de Heliconia psittacorum en los humedales 1y 2, mientras
que el humedal 3 solo contenia el lecho de soporte. El humedal 3 fue
utilizado como blanco para comparar la capacidad de las plantas en la
remocion de Hg (Decezaro et al., 2018). Adicionalmente, se realizd una
variacion en los Tiempos de Retencion Hidraulica (TRH) para evaluar su
influencia en el proceso de remocion de Hg (Marrugo-Negrete et al.,
2017). Los TRH fueron de 2 dias para el humedal 1, y de 4 dias para los
humedales 2 y 3 (Mozaffari et al., 2021;Minakshi et al., 2022).

Monitoreo de calidad del agua. La operacion del sistema del humedal
construido de flujo subsuperficial horizontal a escala piloto se imple-
ment6 en un entable de MAPE de Suarez, Cauca. Se determinaron cua-
tro (4) puntos de muestreo, uno a la entrada del efluente al sistema (P1),
y los restantes H1, H2 y H3 en la descarga del agua tratada de cada una
de las peceras del sistema de humedales (Fig. 1).

La toma de muestras se realiz con una periodicidad minima de
4 dias de acuerdo al TRH tedrico determinado mediante la ecuacion
planteada por la EPA (EPA, 1993). Cada muestra fue almacenada en
botellas plasticas estériles de 1000 mL y posteriormente, enviadas al
laboratorio, atendiendo los lineamientos establecidos por el Instituto de
Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) en el instructi-
vo para la toma de muestras de aguas residuales (IDEAM, 2007).

Remocion de mercurio. Se realizd operacion y seguimiento al sistema
de humedales de flujo subsuperficial horizontal durante un periodo de
52 dias (20 dias de acondicionamiento y 32 de muestreo). El muestreo
de la calidad del agua se desarroll6 cada 4 dias, considerando el TRH
maximo. La eficiencia de remocion de Hg (%R) de los humedales fue
calculada con la EC. (1) (Ma et al., 2017; Ventura et al., 2021).

———>x 100 Ec.1

psittacorur™

Heliconid

Figura 1. Sistema de humedales de flujo subsuperficial horizontal.
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Donde G, y G, son concentraciones (mg/L) de mercurio a la entrada (P1)
y salida del sistema (H1, H2 y H3) respectivamente.

Analisis estadistico. Los resultados obtenidos fueron presentados
como valores promedios de los triplicados. Los datos fueron procesa-
dos estadisticamente con el Software R a través de analisis de varianza
ANOVA de un factor. Previamente, se realizaron las pruebas de norma-
lidad de Shapiro-Wilk y de homogeneidad de varianzas de LeveneKs,
a un nivel de significancia del 95% (p < 0.05) (Chen et al., 2021; Moz-
zaffari et al., 2021).

RESULTADOS

Caracterizacion del agua residual. Los resultados obtenidos de los
parametros fisicoquimicos del efluente minero se pueden observar en
la tabla 1. Los datos de desviacion estandar para S1y S2 indican que
los valores reportados para cada parametro no varian significativamen-
te con respecto a la media. Es posible que esto se deba a que las acti-
vidades de beneficio minero en el entable son constantes, lo cual evita
fluctuaciones en las concentraciones de contaminantes en el efluente.

Para el Hg se encontrd que los valores de concentracion son ma-
yores en S1 en comparacion a S2 (Tabla 1) esto indica que, durante
el proceso de sedimentacion, el Hg presente podria amalgamarse con
metales presente en los sedimentos, lo que generaria la disminucion
de su concentracion en S2. Por otro lado, la turbiedad en el punto S2 se
mantuvo por encima de los 1000 NTU, que probablemente se debe a
la suspension de particulas o al exceso de sedimentos presentes en el
agua. Ademas, se observo un aumento en los niveles de la DBO, y DQO,
lo cual podria estar relacionado con la configuracion del canal por el
que fluyen las aguas hacia el vertedero, el cual se encontraba expuesto
a material biologico externo. Por otro lado, se registrd una disminucion
del OD en el agua residual, posiblemente debido a la degradacion de la
carga contaminante presente en ella (Horan, 2003).

MEDIDAS

0.9m X 0.3m X 0.4m
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Monitoreo de la calidad del agua. Los parametros fisicoquimicos fue-
ron analizados con temporalidad de 4 dias. En la Figura 2A, se evidencia
el comportamiento del pH en la entrada y salida del sistema durante los
32 dias de muestreo. Los resultados del andlisis del blanco permiten
identificar un valor maximo de pH de 9,8 en el ingreso del sistema de
tratamiento, posiblemente debido al proceso de alcalinizacion utilizado
en el beneficio del oro. Ademas, se observa un comportamiento similar
entre H1 y H2, ya que son humedales que comparten caracteristicas
similares en cuanto a las macrdfitas utilizadas. Por otro lado, aunque H3
presenta picos de variacién de pH en los dias 20 y 24, al igual que los
otros dos humedales, tienen la capacidad de neutralizar las sustancias
que generan alcalinidad en el agua (Faisal et al., 2023; Mozzaffari et al.,
2021). Esto podria estar relacionado con la adsorcion de compuestos
carbonaceos en el lecho de soporte y la actividad bioldgica de las ma-
crofitas (Faisal et al., 2023).

En la Figura 2B se muestra el comportamiento del OD para H1, H2,
H3, asi como para el uso del blanco, que tiene un valor promedio de
5,99 mg 0,/L. Se puede observar que H1y H2 presentan valores simi-
lares y menores en comparacion con H3, esto puede obedecer a que el
sistema se encuentra saturado de carga contaminante en el afluente, lo
que incrementa la demanda de oxigeno necesaria para la biodegrada-
cion de los compuestos por la actividad de la Heliconia psittacorum. Por
otro lado, H3 presenta concentraciones mas altas de 0D, posiblemente
debido a que no tiene plantacion en su estructura, lo que disminuye los
requerimientos de oxigeno en la degradacion de contaminantes. En el
dia 16 de operacion se redujo la concentracion de 0D, es posible que
se hayan producido reacciones de degradacion de contaminantes que
disminuyen el oxigeno disponible en el afluente y crearon condiciones
anoxicas para los humedales durante este dia de operacion, pues el dia
16 no se llevaron a cabo actividades en el entable minero, por lo tanto,
el agua residual que ingreso al sistema estaba almacenada en los tan-
ques de sedimentacion (Gu et al., 2019). Posteriormente los siguientes
dias se retoman actividades en el entable y se observé un aumento en
la concentracion similar a dias anteriores.

En la Figura 2C, se muestra la eficiencia de remocion de la turbie-
dad en el sistema de humedales. Se observa que H1'y H2 presentaron
un comportamiento similar, con porcentajes de remocion de 98,44%
y 98,98%, respectivamente, alcanzados después del dia 16. Al igual

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua residual minera.
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que el 0D, se observo que en el dia 16 se registro el valor mas bajo
de remocion, debido a la suspension de actividades del entable mi-
nero. Sin embargo, en los dias siguientes, se observaron porcentajes
de remocion superiores al 99% para ambos humedales (H1 y H2). La
similitud en el comportamiento entre ambos humedales podria estar
relacionado con la presencia de la especie vegetal que desempefa un
papel fundamental en la remocion de turbiedad. Ademas, se evidencid
que el TRH no es indispensable en el tratamiento de la turbiedad, ya que
no se encontraron diferencia significativa entre H1 y H2. Por lo tanto, es
posible reducir los tiempos de retencion en el tratamiento de las aguas
residuales utilizando el sistema de humedales. Por otro lado, H3 mostrd
varias fluctuaciones en su comportamiento, presentando el menor por-
centaje de remocion de turbiedad durante el estudio (< 92,65%), pues-
to que, se encuentra compuesto nicamente por el lecho de soporte a
diferencia de los primeros dos humedales que cuentan con la presencia
de especie vegetal Heliconia psittacorum.

La Figura 2D, muestra la remocion de DBO, en los humedales cons-
truidos, donde H1y H2 alcanzaron una eficiencia maxima del 93,75% y
93,10%, respectivamente. Estos resultados podrian atribuirse a la ac-
tividad bioldgica que desempefian las macrofitas en la degradacion de
compuestos organicos ( Altonar-Gomez et al., 2021). Por otro lado, H3
no mostré una variabilidad significativa en el porcentaje de remocion
de DBO, durante el estudio, obteniendo el porcentaje mas bajo con un
78,95%.

La Figura 2E, muestra el comportamiento del sistema de humeda-
des en la remocion de la DQO. Al igual que en los parametros anterio-
res, se observé un comportamiento similar en H1 y H2, alcanzando re-
mociones maximas del 71,52% y 75,0%, respectivamente. Ademas, la
concentracion mas baja de DQO en el estudio se presentd en el dia 16,
debido a las condiciones de produccion de la MAPE. Esto permite inferir
que, aunque ambos humedales se encuentran plantados con Heliconia
psittacorum, la variacion del TRH influye en la eficiencia de remocion.
Por otra parte, H3 mostro un crecimiento paulatino en el porcentaje de
remocion durante los primeros 20 dias, con una eficiencia maxima del
83,33%. Sin embargo, en los 12 dias siguientes la tendencia es decre-
ciente, lo cual podria deberse a que los contaminantes se adhieran a la
superficie del lecho de soporte, causando un detrimento en la eficiencia
de remocion a partir del pico de saturacion (Sharma & Malaviya, 2022).

Pardmetro Punto Valores limites
S1 S2 Resolucion 0631/2015 2 EPA:
Hg (mg/L) 0,0037 +0,0001 0,0021 +0,0001 0,002 0,0002
pH 8,04+0,2 7,68+0,2 6,0-9,0 N/A!
°T (°C) 22,2+0,5 22,2+0,5 N/A N/A
Turbiedad NTU >1000 >1000 N/A N/A
0D (mg/L) 12,5+0,8 7,0 +0,3 N/A N/A
DBO, (mg 0,/1) 9,7 +0,9 31,9+0,9 50,0 N/A
DQO (mg O,/L) 161 2 197 2 150,0 N/A

" N/A — No aplica para la norma (Resolucion 0631, 2015)
2 Norma colombiana de vertimientos (Resolucién 0631, 2015)

%40 CFR Part 440 Subpart D

Hidrobiol6gica



Remocion de mercurio usando humedales construidos

55

—P1
10 A —Hl1
—H2
—H3
8
=
=
6
4
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (Dias)
100
S 08
<
g
g
= 96
3
= 94 |
=
=
= i ——H1 ||
= —H2
——H3
(] | |
9 0 5 10 15 20 25 30
Ticmpo {Dias)
100
E
‘g 80
2
o
e
5 60 |-
S
<
3
40
0 5 10

12
B —P1
— H1
= 10
=
=
£ 8
8
R
z 0
s
=
g 4
N
i
C 2
0 p
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (Dias)
100 T T T
= 90
2
<
E
g =0
.
= o7l |
g
—H1
Q ek i
60 e
—H3
50 1 1 T -
0 5 10 15 20 25 30 35
Ticmpo {Dias)
T T T
! ! 1
15 20 25 30 35
Tiempo (Dias)

Figura 2. Resultados del sistema de humedales construidos con relacion al A) comportamiento del pH, B) comportamiento del 0D, C) remocion de turbiedad, D)
remocion de la DBO, y E) remocion de la DQO. P1 indica el punto de muestreo a la entrada del efluente al sistema, mientras que H1 (Heliconia psittacorum-TRH 2
dias), H2 (Heliconia psittacorum-TRH 4 dias), y H3 (lecho de soporte-TRH 4 dias) son los puntos de muestreo en la descarga del agua tratada de cada una de las

peceras del sistema de humedales.

Remocion de Hg. Se realizaron estudios de eficiencia de remocion
de Hg en el sistema de humedales, variando el TRH, 2 y 4 dias, para H1
y H2, respectivamente (Fig. 3). Se realizaron estudios de eficiencia de
remocion de Hg soluble en agua en el sistema de humedales, variando
el TRH, 2 y 4 dias, para H1 y H2, respectivamente (Fig. 3). Se observo
un aumento en la eficiencia de remocion de Hg durante los primeros
12 dias de tratamiento (posterior al tiempo de adaptacion del sistema),
con un porcentaje del 99%. Sin embargo, al final del periodo de estudio,
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aunque la eficiencia es relativamente alta (> 96%), se encuentran dife-
rencias de aproximadamente ~ 2% entre los humedales. Esto sugiere
que es posible reducir el TRH tedrico en el tratamiento de las aguas
residuales de mineria aurifera en estos sistemas.

El papel de la Heliconia psittacorum se estudio en plantaciones en
los humedales H1 y H2, mientras que H3 solo se compuso del lecho
de soporte. Aunque todos los humedales mostraron picos maximos de
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remocion superiores al 99%, hubo una discrepancia ya que aquellos
que contenian las macrofitas mantuvieron una eficiencia por encima
del 96%, mientras que el humedal sin macrofitas mostré disminucion
hasta el 91,03% (Fig. 3). Esto sugiere que la funcion biologica de Heli-
conia psittacorum desempefia un papel fundamental en la remocion de
Hg de las aguas residuales de la MAPE.

DISCUSION

Caracterizacion del agua residual. Los resultados de la caracteri-
zacion de las aguas residuales del entable de MAPE, revelaron con-
centraciones maximas para DQO y Hg de 197 mg 0,/L y 0,0037 mg/L,
respectivamente, superando los limites permisibles establecidos por la
normativa colombiana y la EPA para vertimientos de aguas residuales
(40 CFR Part 440 Subpart D; Resolucion 0631, 2015). Esto evidencia
claramente el impacto negativo de actividad minera en el recurso hi-
drico. Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por (
Madera-Parra et al., 2015; Brousett-Minaya et al., 2021), en los cuales
se encontraron concentraciones elevadas de Hg y DQO, lo que eviden-
cia la magnitud de la contaminacion a nivel de trazas de contaminantes
que son liberados en el medio ambiente. Especialmente el Hg que es
un metal pesado de preocupacion mundial debido a su capacidad de
persistir, bioacumularse y biomagnificarse, lo que puede tener efectos
negativos en la salud ecosistémica y del medio ambiente en general
(La Colla et al., 2019).

Monitoreo de la calidad del agua. Durante el periodo de operacion
del sistema, los valores de pH estuvieron entre 5 y 5.9, dichos valo-
res concuerdan con los datos reportados por (Allen et al., 2023). Estos

Sierra-Gaviria E. et al.

resultados evidencian una disminucion significativa del pH, debido a
las diversas reacciones quimicas que ocurren en el proceso de de-
gradacion de contaminantes en el sistema de humedales, incluyendo
procesos de oxidacion y generacion de acidez (Balciunas et al., 2020;
Guzman et al., 2022; Sharma & Malaviya, 2022).

El comportamiento de la concentracion de OD en los humedales
plantados con Heliconia psittacorum concuerdan con los hallazgos de
la investigacion realizada por (Altonar-Gomez et al., 2021; Guzman
et al., 2022), seglin los autores, los procesos de degradacion de MO
tienen una mayor demanda de OD ya que el sistema radicular de las
macrofitas tiende a reducir el oxigeno disponible durante su actividad
bioldgica, consumiendo el oxigeno disponible en el afluente (Faisal et
al., 2023). Por otro lado, aunque el afluente del humedal sin plantacion
presentd mayor concentracion de OD en comparacion con los humeda-
les plantados, también present6 una reduccion en comparacion con el
agua residual de entrada al sistema, debido a los procesos metabolicos
que demandan consumo de oxigeno en los espacios porosos del lecho
de soporte, sin embargo, esta reduccion es menor respecto a los hume-
dales plantados con Heliconia psittacorum (Sharma & Malaviya, 2022).

Se obtuvieron porcentajes de remocion de la turbiedad superiores
al 90%. Sin embargo, para el humedal sin plantacion, la eficiencia fue
menor con respecto a los otros dos humedales, debido a la saturacion
del lecho de soporte, evitandose asi la retencion de particulas de menor
tamanio. En contraste de los sistemas que usan especies vegetales en
el tratamiento de las aguas residuales, sus complejos radiculares faci-
litan la adsorcion de particulas coloidales y de menor tamafio, lo que
potencia la eliminacion de compuestos que contribuyen con el aumento
de la turbidez del agua (Torres et al., 2018).
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Figura 3. Remocion de Hg en el sistema de humedales en funcion de la variacion del TRH, y de macrdfitas y lechos de soporte.
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La alta eficiencia de remocion de DBO, en los humedales planta-
dos, en comparacion con el que solo posee el lecho de soporte, puede
deberse a la entrada continua del agua residual y al cultivo de Heliconia
psittacorum en los humedales, lo cual mejora la actividad biol6gica de
los microorganismos presentes. Ademas, las comunidades bacterianas
que se encuentran adheridas al medio de soporte y a las raices de las
plantas son capaces de degradar la materia organica contenida en el
afluente de ingreso al sistema (Ramirez et al., 2020). Estos resultados
que concuerdan con estudios previos que reportan una alta degrada-
cion de compuestos organicos, como lo mencionado por (Kasak et al.,
2018), que resaltan el papel del lecho de soporte en relacion en la re-
tencion de metales pesados presentes en las aguas residuales.

En el caso de la DQO, se observo una disminucion en el humedal
sin lecho de soporte, lo cual fue atribuido a la rapida saturacion de los
espacios porosos, como fue previamente reportado (Sharma & Malavi-
ya, 2022). Sin embargo, en los humedales plantados con Helicona psit-
tacorum, al finalizar el periodo de estudio se observd una estabilizacion
gradual, resultados similares a los estudios de (Huang et al., 2022) y
(Chang et al., 2022) quienes encontraron eficiencias de remocion de
DQO superiores al 80%. Puesto que una vez que el sistema es norma-
lizado, las plantas absorben nutrientes disueltos en el cuerpo de agua
con mayor facilidad y logran retener el material particulado y compues-
tos, promoviendo la eliminacion de contaminantes del agua residual.

Remocion de Hg. La eficiencia de remocion para los TRH estudiados
fue superior al 90%, con una diferencia promedio de 0,6% entre ellos.
Los resultados de las pruebas estadisticas de supuestos sugieren una
distribucion normal de los datos (p=0,060) y homogeneidad en las va-
rianzas (p=0,895). Ademas segtn el ANOVA no se encontraron diferen-
cias significativas en los dos TRH estudiados (p=0,361; intervalos de
confianza -0,745 - 1,910). Esto indica que es posible operar un sistema
de humedales con un TRH de 2 dias, aprovechando las condiciones
ecosistémicas y ambientales del tropico, lo cual reduce los costos de
operacion y funcionamiento, sin comprometer la eficiencia en el trata-
miento del agua residual (Prasetya et al., 2020).

Por otro lado, se observo que la presencia/ausencia de Heliconia
psittacorum en los humedales presentd un efecto significativo en la
remocion de contaminantes. En el caso de los humedales que conta-
ban con la especie vegetal mostraron una remocion maxima del 99%,
mientras que aquel que no la tenia disminuyo al 91%. Los analisis es-
tadisticos de las pruebas de supuestos indicaron que los datos seguian
una distribucion normal y que tenian homogeneidad en las varianzas,
con valores p de 0,605 y 0,059, respectivamente. Ademas, el ANOVA
evidencio que existen diferencias significativas en el tratamiento de las
aguas residuales entre H1, H2 (Humedales con plantacion) y H3 (Hu-
medal con lecho de soporte) (p=0,039; intervalos de confianza 0,300
- 5,023), lo cual indico la importancia del papel de las macrdfitas en el
tratamiento de aguas residuales de mineria. Segun lo indica (Prasetya
etal., 2020), el sistema radicular de algunas especies vegetales reduce
la concentracion de Hg en la rizosfera y podrian tener la capacidad de
estabilizar el Hg. Por otro lado, (Chang et al., 2022) reporta que la remo-
cion de los humedales constituidos Gnicamente con lechos de soporte
es limitada y podria disminuir, debido a su baja capacidad de adsorcion
y reaccion a los contaminantes como el Hg, lo que ocasiona satura-
cion del sistema. Por lo tanto, el estudio combinado del sistema, tanto
fitorremediador, como el lecho de soporte, es importante para obtener
sistemas estabilizados y con alta remocion de contaminantes.
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Las plantas que estan expuestas al Hg pueden experimentar una
serie de efectos negativos en su salud y desarrollo, entre estos se en-
cuentra la alteracion de la estructura de las proteinas, la inhibicion de la
fotosintesis. El Hg interfiere con este proceso dafiando las estructuras
celulares encargadas de la captacion de la luz solar, lo que provoca la
reduccion de la sintesis de azlicares generando un crecimiento len-
to en la planta. Asimismo, produce la permeabilidad de la membrana
celular, cambios en la morfologia, hojas amarillentas y deformes, y en
su fisiologia, la disminucion de la transpiracion y de la capacidad de
almacenamiento de nutrientes (Singh et al., 2023).

La disposicion final del material vegetal o de la biomasa contami-
nada con metales pesados, debe realizarse de manera controlada, ya
que podrian convertirse en una fuente secundaria de contaminacion.
Varias investigaciones se han enfocado en el tratamiento de este tipo
de biorresiduos, entre los cuales se tienen los térmicos, de extraccion,
microbiano, de compresion y sintesis de nanomateriales (Liu & Tran,
2021). En el caso del Hg, que es un elemento de bajo punto de ebulli-
cion, los tratamientos adecuados para la eliminacién de biorresiduos se
han enfocado en la extraccion y sintesis de nanomateriales, debido al
bajo riesgo de contaminacion secundaria (Liu & Tran, 2021).

Los resultados de este estudio indican que los humedales de flu-
jo subsuperficial horizontal cultivados con la especie heliconia psitta-
corum son altamente efectivos en la eliminacion de mercurio (Hg) en
aguas residuales generadas en pequefios entables de mineria aurifera,
logrando una remocion superior al 96%. Ademas, este sistema de hu-
medales también logra mejorar los diferentes parametros fisicoquimi-
cos analizados, cumpliendo con los estandares de vertimiento estable-
cidos por la normativa colombiana (Resolucion 0631, 2015).

En conclusion, los resultados obtenidos sugieren que los hume-
dales construidos utilizando esta tecnologia tienen un gran potencial
como una herramienta efectiva en la biorremediacion ambiental, par-
ticularmente en la remocion de mercurio y la mejora de la calidad del
agua en entornos afectados por la mineria aurifera. Esto representa un
avance significativo en la mitigacion de los impactos ambientales de
esta actividad y en la proteccion de los ecosistemas acuaticos.
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RESUMEN

Antecedentes: La importancia del puerto Dos Bocas, Tabasco, para la actividad petrolera del sur del Golfo
de México, contrasta con la escasa informacion sobre la comunidad zooplanctoénica de su entorno. Objeti-
vos: Generar informacion de linea base sobre la distribucion espacial de la riqueza, abundancia y relacion
holoplancton/meroplancton (H/M) de los grupos del zooplancton (GZ) en el gradiente de salinidad. Métodos:
En octubre de 2016 se realizd un muestreo en 17 estaciones en la zona costera adyacente al puerto Dos
Bocas y la laguna Mecoacan. La colecta bioldgica se realizé con una red conica de 300 pm, registrando la
salinidad y la temperatura del agua. Resultados: La riqueza, la abundancia y la relacion H/M decrecieron con
la salinidad. La zona costera se caracterizd como un ambiente euhalino, en la que se registraron 26 GZ, con
abundancia media de 3,880 ind 100 m- y relacion H/M = 11.3, siendo los copépodos el grupo dominante,
lo que es indicativo de la productividad secundaria asociada al ambiente costero. En la laguna Mecoacan
predomind un ambiente meso-polihalino, en el que se registraron 17 GZ, con abundancia media de 409 ind
100 m y relacion H/M = 1.8, siendo los huevos de peces el grupo dominante, lo que es indicativo de la
importancia de la laguna Mecoacan para especies con importancia comercial o ecoldgica, antes de su fase
adulta. Conclusiones: Los cambios en la riqueza y abundancia de los taxa del zooplancton a través del
gradiente de salinidad aporta informacion de linea base sobre el uso diferencial de la laguna Mecoacan y la
costa adyacente por GZ con ciclos de vida distintos, representando la primera contribucién al conocimiento
del zooplancton en el area de estudio.

Palabras clave: Abundancia, Golfo de México, Gradiente de salinidad, Holoplancton, Meroplancton

ABSTRACT

Background: The importance of the port of Dos Bocas, Tabasco, for the oil industry in the southern Gulf of
Mexico, contrasts with the scarce information on the zooplankton community in its surroundings. Objectives:
Generate baseline information on the spatial distribution of richness, abundance and holoplankton/mero-
plankton (H/M) ratio of zooplankton groups (ZG) along the salinity gradient. Methods: In October 2016, one
sampling was conducted at 17 sites in the coastal area adjacent to the Dos Bocas port and the Mecoacan
Lagoon. The biological samples were obtained using a plankton net with a 300 um filtering mesh, recording
water salinity and temperature. Results: The richness, abundance, and H/M ratio decreased with salinity.
The coastal zone was characterized as a euhaline environment, where 26 ZG were recorded, with a mean
abundance of 3,880 ind 100 m* and H/M ratio = 11.3, with copepods being the dominant group, which is
indicative of the secondary productivity associated with the coastal environment. In the Mecoacan Lagoon, a
meso-polyhaline environment predominated, where 17 ZG were recorded, with a mean abundance of 409 ind
100 m™ and H/M ratio = 1.8, with fish eggs being the dominant group, which is indicative of the importance
of the Mecoacan Lagoon for species with commercial or ecological importance, before their adult stage.
Conclusions: The changes in the richness and abundance of zooplankton taxa along the salinity gradient
provide baseline information on the differential use of the Mecoacan Lagoon and the adjacent coast by ZG
with distinct life cycles, representing the first contribution to the knowledge of zooplankton in the study area.

Keywords: Abundance, Gulf of Mexico, Holoplankton, Meroplankton, Salinity gradient
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INTRODUCCION

Un componente fundamental en la red trofica de los ecosistemas coste-
ros es el zooplancton, el cual constituye el eslabon entre el fitoplancton
y los consumidores secundarios (Escribano & Castro, 2004). El analisis
de los cambios en los atributos de la comunidad zooplanctonica a tra-
vés del gradiente de salinidad ha permitido definir ambientes en los
que habitan taxa del zooplancton con distintos rasgos funcionales y
estrategias de ciclos de vida e.g., holoplancton y meroplancton (Roura
et al., 2013; Sanvicente-Afiorve et al., 2022). El holoplancton incluye
organismos que desarrollan todo su ciclo de vida como parte del planc-
ton, entre los cuales se destacan los copépodos que llegan a conformar
entre el 70 y el 90% de la composicion total del zooplancton, indicando
con su dominancia ambientes con alta productividad secundaria (Es-
cribano & Castro, 2004). Otros grupos forman parte del zooplancton
solo durante ciertas etapas de su ciclo de vida (meroplancton), como
lo es durante la fase larvaria de crustaceos y peces, indicando con su
dominancia areas de crianza para especies de importancia comercial o
ecologica antes de alcanzar la fase adulta (Gasca & Castellanos, 1993;
Ocafia-Luna & Sanchez-Ramirez, 2016).

Espinoza-Tenorio et al. (2015) indican que la mayoria de los es-
tudios realizados en Tabasco se concentran en la laguna Mecoacan,
abordando principalmente aspectos poblacionales de especies sujetas
a explotacion comercial. Al respecto, en la laguna Mecoacan, la diversi-
dad de especies reportadas incluye crustaceos (19 especies), moluscos
(29 especies) y peces (27-49 especies) de importancia tanto comer-
cial como ecolégica (Dominguez et al., 2003; De Jesus-Carrillo et al.,
2020; Hernandez-0jendi et al., 2020; Torres et al., 2020). Estos autores
han observado que la heterogeneidad espacial y temporal de la laguna
Mecoacan esta principalmente relacionada con la salinidad, siendo la
variable mas importante en determinar la distribucion de las especies
en el gradiente lagunar.

Un aspecto distintivo de la laguna Mecoacan es su cercania con
la terminal maritima del puerto Dos Bocas de PEMEX que opera desde
1979. La intensa actividad y movimiento de hidrocarburos en esta area,
que se incrementara con la entrada en operacion de la refineria Olmeca
en 2024, ha representado una presion cronica para este ecosistema, en
el que se ha registrado la presencia de hidrocarburos aromaticos polici-
clicos (HAPs) y metales pesados en la columna de agua (Diaz-Gonzalez
et al., 1994; Del Angel et al., 2009).

A pesar de los numerosos trabajos realizados en la laguna Mecoa-
can (Espinoza-Tenorio et al., 2015), la informacion disponible sobre la
comunidad zooplancténica que habita tanto en su interior como en la
zona costera adyacente, es practicamente nula. Al respecto, en el sur
del Golfo de México, los estudios sobre el zooplancton marino se han
realizado principalmente en Quintana Roo y Yucatéan (Suérez-Morales et
al., 2013). En Tabasco, los estudios sobre zooplancton se limitan a los
realizados por Carrillo-Laguna et al. (1995) que reportaron para la zona
neritica y oceanica caracteristicas de la comunidad zooplanctonica, in-
dicando la presencia de 33 grupos del zooplancton (GZ) en verano y 46
GZ en primavera. Zavala-Garcia et al. (2016) indicaron que la desem-
bocadura del sistema Grijalva-Usumacinta (a profundidades <33.5 m)
es altamente productiva, con una estrecha relacion entre la biomasa
del zooplancton y el volumen de descarga de las aguas continentales.
Cruz-Rosado et al. (2020) reportaron en la zona costera (<10 m de pro-
fundidad) influenciada por el rio Gonzélez, 16 GZ siendo los copépodos
el grupo dominante. En particular, para la laguna Mecoacan, el tnico
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antecedente es el de Sarma et al. (2000) sobre diversidad de rotiferos y
claddceros, resaltando nuevos registros para cinco especies de rotife-
ros (Platyias leloupi, Ploesoma hudsoni, Synchaeta bicornis, Synchaeta
hyperborea y Trichocerca marina) y un cladécero (Moina minuta). Lo
anterior resalta la necesidad de estudios sobre la comunidad zooplanc-
tonica en la region. En este sentido, el objetivo del presente estudio es
generar informacion de linea base sobre la distribucion espacial de la
riqueza, abundancia y relacion holoplancton/meroplancton de los gru-
pos del zooplancton en el gradiente de salinidad entre la zona costera
adyacente al puerto Dos Bocas y la laguna Mecoacan.

MATERIALES Y METODOS

La laguna Mecoacan se localiza en el municipio de Paraiso, Tabasco,
entre las coordenadas 18°16’ y 18°26’'N y 93°04’ y 93°14°0, tiene
un area aproximada de 62 km?, longitud de 12 km, anchura méaxima
de 6 km y profundidad de 0.9 a 1.2 m. Se comunica con el Golfo de
México a través de una boca natural de aproximadamente 300 m de
anchura denominada Barra Dos Bocas. El aporte de agua dulce a la
laguna se produce a través de los rios Seco, Cuxcuchapa y Escarbado
(Galaviz-Solis et al., 1987). La laguna Mecoacan presenta un gradiente
decreciente de salinidad, con condiciones polihalinas en las cercanias
de la desembocadura con el mar, meso-polihalinas en la parte media y
oligo-mesohalinas en la parte mas interna influenciada por la descarga
de los rios (Dominguez et al., 2003).

En la costa adyacente al puerto Dos Bocas y la laguna Mecoacan
se distribuyeron 17 estaciones de muestreo (Fig. 1). En cada estacion
se realiz6 una colecta diurna de zooplancton (08:00-17:00 h) mediante
arrastres superficiales (<1 m de profundidad) con duracion de 5 min
mediante una red conica de 30 cm de diametro y luz de malla de 300
pm. En la boca de la red se colocd un flujometro General Oceanics
® para calcular el volumen de agua filtrada durante cada arrastre.
Se requirid de dos dias de trabajé (11'y 12 de octubre de 2016) para
completar la colecta de muestras en todas las estaciones. El material
colectado fue colocado en frascos de plastico de 500 ml y preservado
con alcohol al 90%. Se registrd la salinidad (ups) y la temperatura (°C)
superficial del agua con un multimetro de campo YSI Modelo 85.

En el laboratorio, las muestras se aforaron a un volumen de 100
ml, del cual se extrajeron alicuotas de 20 ml con una pipeta para el
conteo e identificacion de organismos mediante una rueda para conteo
de zooplancton (Bioweb). La identificacion de los GZ se realizé utilizan-
do las guias de identificacion de Boltovskoy (1999) y Conway (2012)
y se clasificaron en holoplancton (H) y meroplancton (M). Los valores
de abundancia numérica se estandarizaron a ind 100 m, Se utiliz6 la
relacion H/M para caracterizar la proporcion de la abundancia del ho-
loplancton/meroplancton a través del gradiente de salinidad (Roura et
al., 2013). Se utilizd la prueba no paramétrica de Mann-Whitney (M-W)
para determinar la existencia de diferencias estadisticas en la mediana
de la salinidad y la temperatura y la riqueza, abundancia y relacion H/M
de GZ, entre la zona costera y la laguna Mecoacan.

RESULTADOS

Los resultados indicaron que la salinidad presentd un gradiente de-
creciente de la zona costera hacia el interior de la laguna Mecoacan,
lo que permitié agrupar las estaciones en dos ambientes segun la cla-
sificacion para aguas salobres estuarinas (sistema Venice: Whitfield et

Hidrobiol6gica
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Figura 1. Area de estudio y ubicacion de las estaciones de muestreo en la zona costera adyacente al puerto Dos Bocas y la laguna Mecoacén, Tabasco.

al., 2012) y lo reportado por Dominguez et al. (2003) para la laguna
Mecoacan: ambiente euhalino (zona costera: estaciones 11 a 17) y am-
biente meso-polihalino (laguna Mecoacan: estaciones 1 a 10). En el
ambiente euhalino se registrd una salinidad media + E.E. de 31.6 +
0.1 ups (minimo = 31.2 ups, maximo = 32 ups) y temperatura media
de 29.9 = 0.2°C (minimo = 29.2°C, maximo = 30.4°C). En el ambien-
te meso-polihalino se registrd una salinidad media de 16.2 = 1.2 ups
(minimo = 9.1 ups, maximo = 19.5 ups) y temperatura media de 29.7
+ 0.2°C (minimo = 28.5°C, maximo = 30.4°C). La salinidad presentd
diferencias significativas entre ambientes (M-W =70, P < 0.0001) con
el valor méas alto en el ambiente euhalino, mientras que la temperatura
fue estadisticamente similar entre ambientes (M-W = 43, P = 0.463).

La abundancia total fue de 31,248.9 ind 100 m (media = 1,838
+ 664 ind 100 m™), representado por 28 GZ (12 del holoplancton y 16
del meroplancton) distribuidos en 9 phyla, 1 subphylum, 9 clases, 1
subclase, 4 ordenes, 1 suborden, 1 infraorden y 2 familias (Tabla 1). En
el ambiente euhalino la riqueza fue de 26 GZ (media = 11.7 + 1.2 G2),
de los cuales 12 fueron del holoplancton y 14 del meroplancton, estan-
do ausentes las larvas megalopa y la Clase Insecta. La abundancia de
individuos en el ambiente euhalino (= 27,160.9 ind 100 m, media =
3,880.1 £ 1,276.6 ind 100 m) representd el 86.9% de la captura total,
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de la cual el 90.9% correspondio al holoplancton y 9.1% al meroplanc-
ton. De acuerdo con el orden de abundancia, los copépodos fueron el
grupo dominante del holoplancton en el ambiente euhalino, representa-
do el 80.5%, seguido por los claddceros con el 8.4% (Tabla 1).

En el ambiente meso-polihalino la riqueza fue de 17 GZ (media =
6.1 + 0.7 G2), de los cuales 13 fueron del meroplancton y cuatro del
holoplancton, estando ausentes ocho grupos del holoplancton (Appen-
dicularia, Chaetognatha, larvas de Sergestidae, Foraminifera, Ostraco-
da, Pteropoda, Siphonophorae y Thaliacea) y tres del meroplancton (Br-
y0zoa, larvas nauplio y Echinodermata). La abundancia en el ambiente
meso-polihalino (= 4,088.1 ind 100 m?, media = 408.8 = 144.2 ind
100 m®) represento el 13.1% de la captura total, de la cual el 61.1%
correspondid al meroplancton y 38.9% al holoplancton. De acuerdo con
el orden de abundancia, los huevos de peces constituyeron el grupo
dominante en el ambiente meso-polihalino, representando el 49%, se-
guido por las larvas zoea con el 6.8% (Tabla 1).

La riqueza de GZ y la abundancia decrecieron con la salinidad (Fig.
2). En el ambiente euhalino la riqueza minima (7 GZ) se observo en la
estacion E12 y la maxima (18 GZ) en la E11, con la abundancia minima
(375.6 ind 100 m™) en la E16 y la méxima (10,087.2 ind 100 m=) en
la E13. En el ambiente meso-polihalino, la riqueza minima (3 GZ) se
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observé en la E4 y la maxima (9 GZ) en la E5, con la abundancia minima
(8.1ind 100 m?) en la E1 y la maxima (1367.7 ind 100 m?) en la E8.
Se detectaron diferencias significativas en la riqueza (M-W = 66, P =
0.003) y la abundancia (M-W = 64, P = 0.005) entre ambientes, con los
valores mas altos en el ambiente euhalino.

La variacion espacial en la abundancia relativa fue principalmente
por efecto de los grupos dominantes del holoplancton y meroplancton,
con la relacién H/M tendiendo a disminuir hacia el interior de la laguna
(Fig. 3). En el ambiente euhalino se colectaron 12 GZ holoplanctoni-
cos (90.9% de la abundancia) y 14 GZ meroplanctonicos (9.1% de la
abundancia), con los copépodos como grupo dominante y presentando
una distribucion homogénea en la abundancia relativa, contribuyendo
del 65.5% en la E17 al 88.8% en la E13. La relacion H/M registro una
media de 11.3 = 3.2, con un valor minimo de 2.9 en la E17 y maximo
de 26.1 en la E14 (Fig. 3).

En el ambiente meso-polihalino se colectaron 4 GZ holoplancto-
nicos (38.9% de la abundancia) y 13 GZ meroplanctonicos (61.1% de
la abundancia). La distribucion de la abundancia relativa de los GZ fue
heterogénea. Los copépodos fueron dominantes en las estaciones lo-
calizadas al norte de la laguna en las cercanias del canal de comuni-
cacion con el mar (E6 a E8), donde contribuyeron con el 75 al 83% de
la colecta. Los huevos de peces fueron dominantes en las estaciones
localizadas hacia el rio Seco (E9 y E10) y en el centro y sur de la la-
guna (E2 a E5), donde contribuyeron del 41.2% (E2) al 98.3% (E4) de
la colecta. En las estaciones 1y 2, que registraron las salinidades y
abundancias minimas de toda el area de estudio (aunque los huevos
de peces también representaron una proporcion relativamente alta de
la colecta, del 25 al 41%), se observo una distribucion mas equitativa
de la abundancia relativa. En el ambiente meso-polihalino la relacion
H/M registr una media de 1.8 + 0.9, con un valor minimo de 0.01 en
la E3 y maximo de 8.5 en la E8. La relacion H/M presento diferencias
significativas entre ambientes (M-W = 63, P = 0.007), con el valor mas
alto en el ambiente euhalino.
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DISCUSION

El presente estudio, a pesar de tener la limitante temporal de haberse
basado en datos de un solo muestreo, representa la primera caracte-
rizacion de los taxa del zooplancton de la zona costera adyacente al
puerto Dos Bocas y la laguna Mecoacan. La riqueza, la abundancia y
la relacion H/M observadas tendieron a decrecer de la zona costera
(ambiente euhalino) hacia el interior de la laguna Mecoacén (ambiente
meso-polihalino). Sobre el plano espacial, no se observaron diferencias
significativas en la temperatura, sugiriendo que su escasa variacion
entre estaciones no ejerce una gran influencia en la distribucion de los
GZ. Por el contrario, la influencia del gradiente de salinidad en determi-
nar la distribucion espacial de los GZ fue mayor, como también ha sido
observado para otros grupos faunisticos que habitan la laguna como
crustaceos (Dominguez et al., 2003; Torres et al., 2020), moluscos (De
Jesus-Carrillo et al., 2020) y peces (Hernandez-0jendi et al., 2020).

Al comparar nuestros resultados con los de otros estudios reali-
zados en el Golfo de México y Mar Caribe, observamos que la riqueza
del presente trabajo (28 GZ) es similar a la registrada en estaciones
ubicadas frente a las desembocaduras de los rios Grijalva-Usumacinta
y San Pedro-San Pablo, del sistema lagunar Carmen-Machona (23-29
GZ: Carrillo-Laguna et al., 1995) y de la bahia de Chetumal (23 GZ: Gas-
ca & Castellanos, 1993), mayor que en la zona costera influenciada por
el rio Gonzalez (16 GZ: Cruz-Rosado et al., 2020), y menor a la reportada
en ecosistemas costeros de Quintana Roo, adyacentes a los arrecifes
de coral que se caracterizan por una riqueza planctonica alta (37-41
GZ: Alvarez-Cadena et al., 2007; Alvarez-Cadena et al., 2009).

Aunque lariqueza de GZ fue mayor que la registrada en la zona cos-
tera influenciada por el rio Gonzalez (Cruz-Rosado et al., 2020), nuestra
abundancia media en la zona costera (3,880 ind 100 m) fue 15 a 33
veces menor que la media anual reportada en ese estudio. De mane-
ra similar, nuestra abundancia media fue de 5 a 52 veces menor con
respecto a los ambientes costeros con diversidad alta de Quintana Roo
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(Alvarez-Cadena et al., 2007; Alvarez-Cadena et al., 2009). La abundan-
cia maxima registrada en la E13 de la zona costera (10,087.2 ind 100
m-%) también es considerablemente menor a la reportada en estaciones
ubicadas frente a las desembocaduras de los rios Grijalva-Usuma-
cinta y San Pedro-San Pablo y del sistema lagunar Carmen-Machona
(35,600-265,000 ind 100 m; Carrillo-Laguna et al., 1995).

Las abundancias bajas de zooplancton observadas en el presente
estudio son dificiles de atribuir a la variacion temporal ya que nuestro
muestreo se realizd a mediados de octubre cuando la descarga de los
rios tiende a aumentar por lo que se esperaria un incremento en la
abundancia y biomasa del zooplancton en la zona costera (Zavala-Gar-
cia et al., 2016; Cruz-Rosado et al., 2020). Es probable que las bajas
abundancias observadas pudieran estar relacionadas con el horario
diurno (08:00-17:00 h) de la colecta superficial, ya que la presencia del
zooplancton en la superficie del agua es generalmente minima durante
el dia y maxima durante la noche (Cohen & Forward, 2009). También
es necesario considerar el efecto negativo de la contaminacion cronica
que ha soportado esta region durante mas de 40 afios, derivado de la
actividad petrolera del puerto Dos Bocas, que probablemente ha causa-
do una disminucion del zooplancton y que, debido a la ausencia de es-
tudios a largo plazo, no ha podido ser demostrada. Por ejemplo, las con-
centraciones de HAPs registradas en 1993 en la columna de agua de la
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laguna Mecoacan (4.3-4.7 pg/L: Diaz-Gonzalez et al., 1994), son hasta
19 veces mayores que el nivel conocido por causar efectos letales y su-
bletales en el plancton (0.5 pg/L: Deepwater Horizon Natural Resource
Damage Assessment Trustees, 2016). ES necesario realizar estudios a
mayor escala temporal para una mejor comprension de las fluctua-
ciones naturales que presenta el zooplancton como consecuencia, por
ejemplo, de la variabilidad de mesoescala de la circulacion marina, la
distribucion horizontal en agregaciones inducidas por ondas internas y
las variaciones de influencias continentales (Prairie et al., 2012), lo que
contribuiria a diferenciar entre efectos ambientales y antrdpicos.

En la zona costera la relacion H/M fue seis veces mayor que en
la laguna Mecoacan debido a que la abundancia del holoplancton au-
mentd mientras que la abundancia del meroplancton se redujo. Esta
distribucion espacial es similar a la reportada en otros ambientes cos-
teros en los que el holoplancton, principalmente copépodos, tiende a
dominar, siendo de gran importancia en las cadenas tréficas pelagi-
cas (Cruz-Rosado et al., 2020; Mecalco-Hernandez & Castillo-Rivera,
2020). La abundancia del meroplancton (e.g., huevos y larvas de peces
y decapodos) al interior de los sistemas costeros se ha relacionado
con su funcién como areas de crianza para especies que ingresan o
se reproducen al interior del sistema (Gasca & Castellanos, 1993; Oca-
fia-Luna & Sanchez-Ramirez, 2016).
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En la laguna Mecoacan, aunque no se registraron condiciones oli-
gohalinas durante el muestreo, las abundancias mas bajas de huevos
de peces y larvas de decépodos se registraron en las estaciones mas
internas (E1-E2) con salinidad promedio de 9 ups, lo que sugiere una
presencia limitada de especies dulceacuicolas (Ocafia-Luna & San-
chez-Ramirez, 2016). Por el contrario, la abundancia se incremento6 a
salinidades >15 ups, sugiriendo condiciones favorables para estadios
larvarios de especies estuarino-dependientes, que representan las de
mayor importancia econdmica. Al respecto, en la laguna Mecoacan se
ha reportado la presencia de camarones peneidos Farfantepenaeus
aztecus, Farfantepenaeus duorarum y Litopenaeus setiferus, jaibas
Callinectes spp.; lisas Mugil spp.; robalos Centropomus spp. y pargos
Lutjanus spp. (Dominguez et al., 2003; Hernandez-Ojendi et al., 2020;
Torres et al., 2020) que pudieran utilizar la laguna como area de crianza
durante su etapa meroplanctonica, favoreciendo la produccion pesque-
ra local.

La heterogeneidad espacial de los taxa del zooplancton en la lagu-
na Mecoacan y zona costera adyacente permite entender la funcion del
area de estudio como habitat para diversas especies que desarrollen
parte o completamente en ella su ciclo de vida. Esta informacion de
linea base es (til como marco de referencia en futuros estudios, ya
que, con el inicio de operaciones de la refineria Olmeca, es probable
un incremento en el deterioro ambiental que disminuya el valor de los
servicios ambientales que proporciona este importante ecosistema
costero-lagunar del sur del Golfo de México.
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