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Resumen:

Recientemente Hebert et al. (2003), propuso que un fragmento de un gen estandarizado,
constituido por aproximadamente 640 pares de bases del DNA mitocondrial, y codifica para la
citocromo C oxidasa de la cadena respiratoria, es distinto y Unico en cada especie animal de nuestro
planeta (llamado COI o mas coloquialmente codigos de barras, barcodes en inglés), por lo que puede
utilizarse como un marcador universal para el reconocimiento de las especies.

A partir de esta propuesta se ensamblé el proyecto iBOL (International Barcode Of Life, por sus
siglas en inglés), el cual es una excelente oportunidad para apresurar el entendimiento de la
biodiversidad a nivel mundial. Considerando el acelerado deterioro de los ecosistemas y la cantidad de
especies que se encuentran en peligro de extincion, la necesidad de conocer a las especies y su
descripcion representa una tarea prioritaria, antes de que desaparezcan. Ademas, la posibilidad de
conocer estas especies facilita la labor de conservacion y puede permitir que se desarrollen
instrumentos valiosos de decision entre el publico en general, administradores de la gestion ambiental
y agencias gubernamentales, cuyas responsabilidades involucran el monitoreo de plagas, especies
invasivas, seguridad alimentaria y otros aspectos relacionados.

En el caso de México, surge MEXBOL, el cual a su vez se integra dentro de la iniciativa
internacional (iBOL) a la que se han amalgamado la Comunidad Europea, Estados Unidos, Canada,
China, Australia y muchos otros paises. La participacion de México es vital, debido a su
megabiodiversidad, su desarrollo en taxonomia y sistematica, y por la importancia de poder realizar
una caracterizacion mas especifica de la biodiversidad que en nuestro pais existe. Como parte de este
proyecto, ya se tiene en funcionamiento la campana para realizar los cddigos de barras de los peces
del mundo (FISH BOL, www.fishbol.org), en el cual Martha Valdez, Lourdes Vasquez ya se
encuentran involucradas. De hecho Martha Valdez es Vice-chair para Centroamérica de esta
campana.Los grupos participantes deberan de recibir la tercera parte del apoyo financiero (50 millones
USD en los 5 anos del proyecto) para actividades de colecta y curatoriales de los ejemplares de
respaldo, que se generaran en la ejecucion del proyecto.

Este proyecto es entonces para México una oportunidad de dar un paso importante en la
complementacion de sus inventarios bidticos, ademas de proporcionar un valor agregado a las
colecciones biologicas que actualmente se tienen, al generar los cédigos de barras de las especies
que en ellas se encuentran. Este proyecto identificara las colecciones cientificas mas importantes y
activas de México para reforzar su acervo y condiciones de mantenimiento.Afortunadamente, en el
caso de México, Manuel Elias Gutiérrez y Martha Valdez Moreno se integraron en el proyecto iBOL
desde su concepcion inicial en el ano 2005, y ya cuentan con avances, pues se han realizado las


mailto:melias@ecosur.mx

secuencias de unos 2000 ejemplares de peces (incluyendo etapas larvales y adultos) y 500 de
microinvertabrados, lo cual representa 170 especies de peces y 100 del zooplancton en diversos
sistemas acuaticos a lo largo y ancho del pais. De hecho, ya realizaron la primera descripcién de una
nueva especie de claddcero, con base a nuevos estandares que incluyen la secuencia del CO1 y una
descripcion morfolégica detallada (Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno 2008).

Este proyecto se enmarca en el contexto de la iniciativa mexicana para los cédigos de barras.

e * El presente documento no necesariamente contiene los principales resultados del proyecto correspondiente o la descripcion de
los mismos. Los proyectos apoyados por la CONABIO asi como informacion adicional sobre ellos, pueden consultarse en
www.conabio.gob.mx

e **E| usuario tiene la obligacién, de conformidad con el articulo 57 de la LFDA, de citar a los autores de obras individuales, asi
como a los compiladores. De manera que deberan citarse todos los responsables de los proyectos, que proveyeron datos, asi como
a la CONABIO como depositaria, compiladora y proveedora de la informacién. En su caso, el usuario debera obtener del
proveedor la informacion complementaria sobre la autoria especifica de los datos.
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Introduccion

Este proyecto se sometid con base a que es bien conocido que México es un pais megabiodiverso.
Aunque es el 14° en tamafio, es el 5° en biodiversidad a nivel mundial. Parte de su riqueza en

biodiversidad se debe al alto grado de endemismo que poseemos en muchos grupos biologicos.

Por ejemplo, en un area comparativamente pequefia como es nuestro pais, se presentan 2700
especies de peces marinos y de agua dulce versus 3000 que existen en los Estados Unidos y
Canada en conjunto. El dato se vuelve alin mas interesante si comparamos los litorales, pues

solamente Canada tiene aproximadamente 300.000 kms y México cuenta con 10.000 kms

Por estas razones, el analisis de la biodiversidad en esta region representa un enorme reto y el
descubrimiento de nuevas especies es notable. Solamente de peces, se han descrito en los ultimos
cinco afios 14 nuevas especies para la ciencia, incluida una familia de bagres que habitan en la
selva Lacandona, los Lacantunidae. Si nos enfocamos a los microinvertebrados de vida libre o
parasitos, el nimero se multiplica. Por ejemplo, sélo en el caso de cladoceros y copépodos
dulceacuicolas, que cuentan con menos de cinco especialistas dedicados a su estudio en México,
se han descrito 35 nuevas especies de la segunda mitad de la década de los 90’s a la actualidad,
incluidos varios géneros (Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno 2008; Elias-Gutiérrez et al. 2008b;
Quiroz-Vazquez & Elias-Gutierrez 2009). Este proyecto se constituyd en un avance notable en el
conocimiento del zooplancton de aguas dulces y peces de México, pues se realizd la secuencia de
un gen mitocondrial del ADN, conocido como cédigos de barras y se depositaron los ejemplares
en colecciones cientificas de referencia para constatar las identificaciones realizadas. Estos
cddigos de barras se han convertido en una referencia a nivel mundial para el reconocimiento de

las especies trabajadas.

Antecedentes

El punto de partida para la realizacion de este proyecto se puede ubicar con el trabajo de (Hebert
et al. 2003a), quien propuso que un fragmento de un gen estandarizado, constituido por
aproximadamente 640 pares de bases del DNA mitocondrial, y que codifica para la citocromo C
oxidasa de la cadena respiratoria, es distinto y Uinico en cada especie animal de nuestro planeta
(llamado COI o mas coloquialmente codigos de barras, barcodes en inglés), por lo que puede

utilizarse como un marcador universal para el reconocimiento de las especies.



A partir de esta propuesta se ensamblo el proyecto iBOL (International Barcode Of Life, por sus
siglas en Inglés), el cual ha sido una excelente oportunidad para apresurar el entendimiento de la
biodiversidad a nivel mundial. Considerando el acelerado deterioro de los ecosistemas y la
cantidad de especies que se encuentran en peligro de extincion, la necesidad de conocer a las
especies y su descripcion representa una tarea prioritaria, antes de que desaparezcan. Ademas, la
posibilidad de conocer estas especies facilita la labor de conservacion y puede permitir que se
desarrollen instrumentos valiosos de decision entre el publico en general, administradores de la
gestion ambiental y agencias gubernamentales, cuyas responsabilidades involucran el monitoreo

de plagas, especies invasivas, seguridad alimentaria y otros aspectos relacionados.

En el caso de México, surge MEXBOL, el cual a su vez se integra dentro de la iniciativa
internacional (iBOL) a la que se han amalgamado la Comunidad Europea, Estados Unidos,
Canada, China, Australia y muchos otros paises. La participacion de México es vital, debido a su
megabiodiversidad, su desarrollo en taxonomia y sistematica, y por la importancia de poder
realizar una caracterizacion mas especifica de la biodiversidad que en nuestro pais existe. Como
parte de este proyecto, ya se tiene en funcionamiento la campaia para realizar los codigos de
barras de los peces del mundo (FISH BOL, www.fishbol.org), en el cual Martha Valdez y
Lourdes Véasquez ya se encuentran involucrados. De hecho Martha Valdez es Vice-chair para
Centroamérica de esta campaia. Cabe sefalar que en Junio del 2012, Martha Valdez presento, en
el marco de la Expo Mundial, celebrado en la ciudad de Yeosu, Corea los avances que se han
dado en 7 afios de FishBol en México, y el resultado ha sorprendido a todos los participantes,
debido a lo limitado de los recursos que se han otorgado en este pais a la campafia de peces, en

comparacion con otros como Corea, Alemania, Brasil, etc.

El proyecto iBOL también destaca la importancia de las colecciones cientificas que se generaran
o secuenciaran durante la ejecucion del proyecto. Este proyecto es entonces para México una
oportunidad de dar un paso importante en la complementacion de sus inventarios bidticos,
ademas de proporcionar un valor agregado a las colecciones biologicas que actualmente se
tienen, al generar los codigos de barras de las especies que en ellas se encuentran. Este proyecto
identificara las colecciones cientificas mas importantes y activas de México para reforzar su

acervo y condiciones de mantenimiento.



Antes del inicio de este proyecto, los avances  existentes se rem ontan al afio 2005-2006. De
entonces hasta antes de que inic iara este proyecto se tenian secuencias de unos 2000 ejem plares
de peces (incluyendo etapas larval es y adultos), con los cuales se realizo la primera publicacion
para los peces de aguas dulces tr opicales y subtropicales del continente americano y se demostrd
su utilidad para mas de un 90% de las especies trabajadas asi como las limitaciones que existen
para las familias con rapidos procesos de especiacion como son Aterinidae y Characidae (Valdez-
Moreno et al. 2007). A part ir de este trabajo pionero, se  han realizado un gran nim ero de
publicaciones a nivel mundial, pues el tema ha sido de gran interés a nivel global, y han ido desde
demostrar la utilidad de codigos de barras (Perei ra et al. 2010), descripc 16n de especies (Victor
2007) hasta la confirmacion de registros en peces exoticos (Vasquez-Yeomans et al. 2011). Cabe
sefalar que los ejemplos presentados en este momento se limitan a regiones relacionadas con las
areas propuestas en este proyecto, pero la literatura sobre cddigos de barras y peces es
sumamente vasta en la actualidad, p ues ya se ha secuenciado aproximadamente una cuarta parte

de las especies conocidas (Becker et al. 2010).

En el caso de los 500 m icroinvertabrados que se tenian hasta ese momento, también se demostro
por primera vez a nivel mundial, la utilidad de los codigos de barr as para la determinacion de 61
especies de cladoceray 21 de copepoda, de estos ultimos principalm ente del grupo de

calanoideos (Elias-Gutiérrez et al. 2008a). En esta tltima publicacion, se demostrd primeramente
que la mayoria de las especies De hecho, ya realizaron las prim eras dos descripci de una nueva
especie de dos claddceros, con base a nuevos estandares que incluyen la secuencia del CO1 y una

descripcion morfologica detallada (Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno 2008).

En México se ha despertado gran interés en trabajar con este marcador, lo cual se refleja en las
contribuciones recientes, entre las que destacan un volumen especial en Mitochondrial DNA y
una serie de estudios recientes con diferentes grupos de organismos, entre los que se pueden
sefalar pardsitos y sanguijuelas, donde incluso han ayudado en el registro de nuevas especies
(Leon-Regagnon 2010; Oceguera-Figueroa et al. 2010; Martinez-Salazar & Leon-Regagnon
2010; Garcia-Varela et al. 2011), en revisiones de poliquetos, donde han formado parte de la
evidencia para la descripcion de nuevas especies (Carrera-Parra & Salazar-Vallejo 2011; Tovar-

Hernandez & Carrera-Parra 2011), insectos, donde se han encontrado ampliaciones de &mbito y



también posible evidencia de nuevas especies, ademas por primera vez se logrd establecer a nivel
de especie etapas larvales de mariposas (Zaldivar-Riveron et al. 2010; Escalante et al. 2010;
Prado et al. 2011), mamiferos donde permitieron distinguir dos especies muy similares de
zarigiieyas (Cervantes et al. 2010). En el caso de plantas se han presentado resultados dispares,
donde algunos grupos como las cicadas no son separados con efectividad (Nicolalde-Morejon et
al. 2011), mientras en los aguacates aparentemente funcionan bien (Engstrand et al. 2010). Esta
lista no es de ninguna manera exhaustiva y solo sirve para sefialar la importancia que han ido

cobrando los cédigos de barras en el reconocimiento de la biodiversidad de nuestro pais.

En cuanto al interés que a nivel mundial existe sobre este tema, se refleja no solamente en el
megaproyecto iBOL, sino también a través de numerosas contribuciones individuales, de tal
forma que una simple buisqueda en el Web of Knowledgee, incluyendo las palabras barcod* and
DNA arroja 2242 hits (consultado el 5 de julio del 2012) y si se agrupan por afios, se observa un
incremento de 450 en el 2010 a 537, mientras en 2012 van 263 publicaciones. Existen revistas
que han abierto secciones especiales para los codigos de barras, como Molecular Ecology
Resources o Mitochondrial DNA, por lo que podemos sefalar que este tema es de actualidad y las

aportaciones realizadas han sido sumamente significativas como se vera mas adelante.



Objetivos

Al ser México el 5° pais con mayor biodiversidad a nivel mundial, es una cuestion de seguridad
nacional y soberania el obtener un reconocimiento sistematico y preciso de ésta, por lo que el
presente trabajo tuvo por objetivo generar una base con los codigos de barras de al menos 4000
especimenes (aproximadamente 400 especies) de peces marinos y dulceacuicolas, que incluyan
aquellas de valor econdmico, y en lo posible sus etapas larvales, asi como 1500 especimenes de
microinvertebrados dulceacuicolas (150 especies de cladoceros y copépodos principalmente),
siguiendo los estandares propuestos por iBOL y que actualmente se encuentran disponibles en el

sitio Barcode of Life Database (BOLD, www.bolsystems.org)

Objetivos particulares

1.- Realizar la recolecta de material fresco, tanto de peces como invertebrados, necesarios para

obtener sus secuencias.

2.- Realizar la labor curatorial y el alojamiento de los ejemplares en las colecciones respectivas

de El Colegio de la Frontera Sur.

3.- Obtener el DNA genomico de los ejemplares, y realizar el alojamiento del mismo en El

Colegio de la Frontera Sur de manera permanente.

4.- Realizar el PCR (Polymerase Chain Reaction) con el DNA genomico obtenido, con la

finalidad de secuenciar el gen mitocondrial CO1

5.- Realizar el llenado de la base de datos, asi como la toma de fotografias, de acuerdo a los

lineamientos de BOLD.

6.- En el caso de nuevas especies, o problemas taxondmicos, priorizar e iniciar el proceso de

descripcion de los mismos.


http://www.bolsystems.org/

Metodologia

Este proyecto se ubico como parte del marco de MEXBOL, el cual fue apoyado por el
CONACYT para su financiamiento, y a su vez existir un compromiso institucional por parte de
ECOSUR, no se solicitd apoyo econdmico para realizar recolectas de material y fue muy limitado
lo que se solicitd para reactivos, a pesar de que se tuvieron que realizar miles de ensayos, como

se vera mas adelante.

Al tratarse de un proyecto de inventario generalizado para todas las especies, el ambito
geografico incluy6 todo el pais y parte de Centro América, pero se enfoco con mas énfasis al
sureste y noreste, incluyendo las regiones hidroldgicas marinas y dulceacuicolas prioritarias y
fuera de las mismas, pues permitira identificar o corroborar los vacios y omisiones propuestos

(CONABIO et al. 2007) y no propuestos o en elaboracion.

En el caso de los peces, se recolectaron con métodos no invasivos como chinchorros, atarrayas,
redes agalleras, etc. Debido al enorme interés que ha suscitado el proyecto Fish BOL en el caso
de especies sometidas a explotacién comercial, se realizaron muestreos de especies comerciales
en los puertos de arribo pesquero de la peninsula de Yucatan (Ciudad del Carmen, Campeche,
Progreso e Isla Mujeres). También se tomaron muestras del centro de acopio mas grande del pais,
el mercado de La Viga, localizado en el Distrito Federal. Para el caso de larvas, se cuenta con un
cofinanciamiento de la NOAA, en colaboracion con Lourdes Vasquez Yeomans. Los muestreos
se realizaron ya en la porcion del Caribe Mexicano y se cuenta con apoyo economico para la
separacion del material. Las muestras procesadas se incluirdn en este proyecto y se plantea
emparejar las etapas larvales e inmaduras con las adultas, lo cual dara una panoradmica mas
completa de la biologia de especies comerciales y no comerciales. También se aprovecho la base
de datos generada y la metdologia sefialada para reconocer las larvas y juveniles de las
principales especies depredadas por el pez ledn, un exético invasor, que se ha vuelto un problema
de gran magnitud en el Arrecife Mesoamericano. Finalmente también se tomaron muestras de las
especies utilizadas en pesca deportiva, en torneos de Isla Mujeres, Cozumel y Mahahual para lo
cual se establecio contacto con los organizadores de los principales Torneos de Pesca de la
peninsula de Yucatan. Cabe sefialar la gran cooperacion que siempre tuvieron para la obtencion
de este material. En el caso de material de importancia econdmica y especies deportivas, no se

almacenaron vouchers en la coleccion, debido a las limitaciones impuestas por el tamafo y peso



de los ejemplares, lo que imposibilita su almacenamiento, pero se realizo un proceso fotografico

detallado para fines de documentacion.

Finalmente, en el caso del zooplancton, se realizaron muestreos en los mismos cuerpos de agua
que para los peces, ademas de sistemas temporales, con una cobertura geografica similar a la
indicada (ver sistematizacién geografica). Cabe sefialar que debido a la creciente inseguridad en
el norte del pais se tuvieron que suspender los muestreos en estas regiones de nuestro pais. Sin
embargo se realiz un muestreo extensivo en el centro y sureste del pais, por lo que el material

que se obtuvo se incluy6 en este informe.

Los muestreos se realizaron por medio de arrastres verticales, horizontales y litorales en cada
cuerpo de agua. Existieron variantes en la metodologia en algunos detalles de la fijacion y
procesamiento de las muestras que no se incluiran en este informe, debido a que la comunicacion
cientifica con las mismas se encuentra en elaboracion. En términos generales, el material fue
fijado en etanol sin desnaturalizar al 95% para la extraccion del DNA gendmico, el cual se realizo

de la siguiente manera:

La metodologia utilizada ha sido ampliamente descrita en diversas fuentes (Hajibabaei et al.
2006; Ivanova et al. 2006) y los protocolos detallados se encuentran disponibles en el sitio web
http://www.ccdb.ca/pa/ge/research/protocols. A continuacion se da un resumen de los principales
protocolos a estandarizar para obtener la secuenciacion del gen mitocondrial CO1, objeto de este

megaproyecto.

Se obtuvieron pequeiias piezas de tejido (1-3 mm®) del espécimen, el cual previamente fue
identificado con los métodos tradicionales. En el caso de vertebrados, como los peces, fue tejido
muscular, o en microcrustaceos y rotiferos se emple6 todo el organismo en aquellos especimenes
menores a 0.5 mm. En el caso de hembras con huevos o especimenes mayores (<0.5 mm) se
tomaron uno o varios huevos y/o un pedazo de tejido muscular por debajo de la cuticula,
conservando los apéndices toracicos y el abdomen como vouchers, que son los que presentan los
caracteres taxonomicos. La pieza de tejido, en el caso de los peces se almacend en cajas Matrix®

con etanol al 95-100% en un ultracongelador a -70 °C como minimo.



Para evitar contaminacion cada vez que se utilizaron los instrumentos se esterilizaron con una
flama de un mechero. Posteriormente se tomd una submuestra del tejido, no mayor a 1 mm® y se
deposito en cajas Eppendorf® de 96 celdas. El resto del espécimen se almacend en la coleccion

bioldgica como referencia.

En el caso de los microcurstaceos y rotiferos la variante fue que se colocaron en tubos de
microcentrifuga de 0.2 ml y se trituraron. El proceso de extraccion se realizo, en términos
generales (los detalles del protocolo también se encuentran en proceso de publicacion) de acuerdo
a la metodologia propuesta y conocida popularmente como Hotshot (Montero-Pau et al. 2008).
Este protocolo difiere totalmente del inicialmente propuesto en placas de fibra de vidrio y que es
el que se utilizd para peces, como se describird mas adelante. En el caso de que se haya tenido
que destruir el organismo completo, se conservaron integrantes de la misma poblacién como
referencia en las colecciones bioldgicas. Siempre que fue posible se incluyeron en el proceso

cinco especimenes de cada especie.

Antes de pasar al proceso de extraccion del DNA y amplificacion, se subieron a la base de datos
del Barcode of Life Data System (Ratnasingham & Hebert 2007) los datos correspondientes del
espécimen, entre los que se destacan el nimero de acceso en la coleccion, taxonomia y localidad

de colecta georreferenciada, asi como una fotografia de alta resolucion.

En términos generales, para los vertebrados, el proceso para extraer el DNA se inici6 agregando
buffer de lisis para vertebrados con proteinasa K, dejandolo digerir durante una noche a 56°C.
Posteriormente el DNA gendmico se extrajo por el método de membranas de fibra de vidrio
(Ivanova et al. 2006), utilizando un robot para el manejo de microfluidos Biomek NX*,
utilizando placas de filtros AcroPrep 91 de 1 ml con medio de fibra de vidrio PALL de 1.0 pm
(vertebrados) o 3.0 um (invertebrados).

Para la amplificacion del DNA se utilizara la técnica del PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), para cada muestra se mezclaran 6.25 ul de estabilizador, 2 pl de agua pura, 1.25 pl
de 10X PCR buffer, 0.625 ul de MgCl2, 0.0625 ul de dNTPs, 0.0625 ul de polimerasa taq y

0.125 pl de los primer seleccionados.
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Los primers que se utilizaron para peces fueron los desarrollados para este proyecto en general y
que han dado un porcentaje de éxito cercano al 90% (Ivanova et al. 2007). En el caso de los
rotiferos se utlizaron los generales para invertebrados (Folmer et al. 1994) y en el caso de los
microcrustaceos se utilizaron unos especificamente disefiados y denominados ZplankF1-tl y
ZplankR1 tl. Las secuencias detalladas de éstos tlltimos se encuentran en proceso de

publicacion, por lo que no pueden ser incluidas en este informe.

A esta mezcla se le adicionaron 2 pul de DNA de cada muestra. Se centrifug6 por 10 seg a 1000
revoluciones y se coloco en un Termociclador Mastercycler Eppendorf. El régimen termal
general consistid en un primer paso de 2 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 0.5 min a 94°C, 0.5
min a 54°C y 1 min a 72°C seguido de un ciclo de 10 min a 72°C y finalmente se mantuvo la

placa a 4°C, pero existieron algunas variantes, de acuerdo al grupo trabajado (Ivanova, com.

pers.)

Los productos del PCR fueron revelados en geles de agarosa directamente, en el caso de los
ensayos, sobre todo con microcrustaceos y rotiferos y una vez estandarizadas las técnicas se
utilizaron placas preparadas (E-gel 96 System de Invitrogen, Carlsbad), aplicando una corriente

por 6 minutos y los productos que mas intensos fueron secuenciados bidireccionalmente.

Este ultimo paso se realizé en Guelph. El proceso implico lo siguiente: para cada muestra se
utilizo la siguiente mezcla de sustancias: 1.875 pl de SXSEQ buffer, 0.25 ul de Big Dye, 0.875 pl
de agua ultrapurificada, 5 pl de estabilizador al 10%, 1 pul de la pareja de primers dptima, para

llevar a cabo una lectura bidireccional, y finalmente de 1.5 a 2 ul de DNA amplificado.

Antes de someter el producto obtenido para la secuenciacion, se realizé una limpieza por medio
de un protocolo de precipitacion en etanol y cama magnética, utilizando un robot de

microfluidos Biomek FXP®.

Para leer las secuencias se utilizd un secuenciador ABI 3730 Analyzer (Applied Biosystems), el
cual las realiz6 en forma bidireccional. El que la secuencia se analice bidireccionalmente did la
ventaja de producir un cddigo de barras por consenso de las lecturas realizadas a través de un

software especializado, lo cual permiti6 aumentar la calidad del codigo obtenido y asegurd que en
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la mayoria de los casos se cumpliera con un minimo de 550 pares de bases, para ganar la

designacion de codigo de barras (Hajibabaei et al. 2005).

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas, editadas y ensambladas mediante el programa

SeqScape v. 2.1 (Applied Biosystem, Foster City) y/o Codon Code v. 4.0.

Los interferogramas originales (archivos traza, generados por el secuenciador), asi como las
secuencias alineadas se encuentran en cada proyecto correspondiente en la base de datos de

BOLD (Ratnasingham et al. 2007), completando de esta forma el proceso para cada espécimen.

En el caso de especies de peces valor comercial y que ya estaban procesadas en filete o posta, se
realizo la secuencia. Posteriormente se cruzo la secuencia obtenida con la base de datos existente
para validar la especie a la que pertenece. Esto permitio realizar una evaluacion de la identidad

especifica de los pescados procesados en mercados o centros de arribo de pescadores.

Finalmente, se utilizaron las herramientas provistas por BOLD para la validacion de las

identificaciones y se compararon con el material provisto por el resto del mundo.

Resultados

El total de especimenes secuenciados llegd a 5147, lo cual cubre un 93% del total de secuencias
comprometidas en el proyecto. En total se procesaron 9608 ejemplares. El que se haya llegado a
este numero se debe a que raramente se obtienen secuencias del total de ejemplares sometidos al
proceso. Este fenomeno tiene diversas causas y razones: Primeramente existe el factor de
contaminacion humana o de los equipos, sobre todo en el caso del uso de robots de microfluidos,
pues el proceso involucra una limpieza absoluta del material, sin embargo el pcr es altamente
volatil y puede contaminar cualquier elemento del proceso, incluso una rafaga del acondicionador
de aire puede provocar este problema. En segundo lugar, pese a que los reactivos tienen un
proceso muy delicado en cuanto a su certificacion, en ocasiones pueden estar contaminados. En
algunos casos encontramos secuencias de cerdo, en vez de las que esperabamos y esto se debe a
una contaminacion, principalmente de los dntp’s que se utilizan en el pcr. Finalmente también

hay problemas al momento de fijar las muestras, pues inmediatamente después de la muerte del
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organismo, unas enzimas, las exonucleasas empiezan a desnaturalizar el ADN. Es necesario
detener este proceso antes de la destruccion total del ADN, y el problema en organismos con
cuticula gruesa, como los microcrustaceos, se magnifica, por lo que se trabajé en protocolos para

solucionarlo, y actualmente los detalles se encuentran en proceso de publicacion.

En el caso de los rotiferos, el principal problema fue su tamafio pequefio y la fijacion, como se
menciond en al parrafo anterior, sin embargo todos estos problemas se solucionaron y
actualmente tenemos un éxito que oscila del 80 al 90% de los especimenes procesados. La base
de datos que se entrega en este momento es la primera que se logra a nivel mundial para varios de

los grupos aqui trabajados, entre los que destacan los rotiferos y copépodos ciclopoideos.

A continuacion se detallan todos los proyectos en BOLD que emanaron de este apoyo, con el
namero de ejemplares totales y el nimero de los que se logrd secuenciar. Cabe senalar que los
ejemplares que no dieron secuencia ya no se trabajaran y seran removidos a los proyectos
sefialados como Fail, antes de que los proyectos originales se hagan ptblicos. A fines de
evaluacion del presente informe se dejaran de manera temporal todos los fallos, para que se
pueda apreciar la magnitud del esfuerzo que involucro el desarrollo de las secuencias

comprometidas inicialmente. Esto se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1.- Lista de proyectos que forman parte de este informe

Proyecto Marcador Ejemplares (% Especies (% completo)
completo)

Fish larvae of Mexico| | COI-5P 341 / 3341 (100%) 65 / 65 (100%)

Fish larvae of Mexico Il | COI-5P 440 / 440 (100%) 117 /117 (100%)

Fish larvae of Mexico COI-5P 516 /516 (100%) 137 /137 (100%)

[

Marine Fish of Mexico | COI-5P 426 / 426 (100%) 92 /92 (100%)

I

Marine Fish of Mexico | COI-5P 182 / 182 (100%) 38 /38 (100%)

1]

Marine Fish of Mexico | COI-5P 250/ 250 (100%) 77 / 77 (100%)

[

Marine Fish of Mexico | COI-5P 261 /261 (100%) 96 / 96 (100%)

v

Marine Fish of Mexico | COI-5P 404 / 404 (100%) 144 / 144 (100%)

Vv

Freshwater Fish of COI-5P 84 / 84 (100%) 8 /8 (100%)

Mexico Il

Freshwater Fish of COI-5P 273/ 273 (100%) 37 /37 (100%)
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Mexico Il

Freshwater Fish of COI-5P 303 /303 (100%) 87 /87 (100%)
Mexico IV2010

MXLionfish COI-5P 168 / 168 (100%) 41/ 41 (100%)
Adult Lionfish COI-5P 30/ 30 (100%) 1/1(100%)
Total peces 3678

Zooplankton Il COI-5P 426 /426 (100%) 70/ 70(100%)
Zooplankton Ill COI-5P 239 /239 (100%) 41 /41 (100%)
Zooplankton IV COI-5P 308 /308 (100%) 59 /59 (100%)
Zooplankton V COI-5P 5/5(100%) 3/3(100%)
Freshwater Rotifera of | COI-5P 429 /429 (100%) 89 /89 (100%)
North America

Ostracoda | COI-5P 62 / 62 (100%) 10/ 10 (100%)
Totales 5147 1212

Los especimenes contaminados se ubicaron en los proyectos detallados en la Tabla 2. Estos
deben mostrarse por separado, pues estos proyectos se excluyen de todos los procesos

matematicos que se realizan en BOLD.

Tabla 2.- Proyectos contenedores de muestras que definitivamente no salieron o tuvieron

contaminacion
Nombre del Cadigo del Total
Proyecto Proyecto
Mexican Fish | MFMII 1644
Fail
Zooplankton | FAMX 2821
II-V FAIL
Total 4465

Publicaciones generadas a partir de los materiales procesadas en este proyecto

Garcia-Morales, A. E.& M. Elias-Gutierrez (en prensa). DNA Barcoding freshwater Rotifera of
Mexico: evidence of cryptic speciation in common rotifers, Molecular Ecology Resources

Valdez-Moreno, M., C. Quintal-Lizama, R. Gomez-Lozano & M. C. Garcia-Rivas, 2012. An
alien invasion: the lionfish and their prey in the coral reef of the Mexican Caribbean through
DNA barcoding, Plos One In review.

Valdez-Moreno, M., L. Vazquez-Yeomans, M. Elias-Gutiérrez, N. V. Ivanova & P. D. N.
Hebert, 2010. Using DNA barcodes to connect adults and early life stages of marine fishes from

the Yucatan Peninsula, Mexico: potential in fisheries management., Marine and Freshwater
Research 61: 665-671.
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Prosser, S., Martinez-Arce, A. & Elias-Gutiérrez, M.(en prensa). A new set of primers for COI
amplification from freshwater microcrustaceans

Publicaciones en proceso de elaboracion

Gutiérrez-Aguirre M.A., Cervantes-Martinez A. & Elias-Gutiérrez M. An example how the
barcodes can aid to speed up the discovering species. The case of the calanoid copepod
Mastigodiaptomus albuquerquensis (Herrick)

Vasquez-Yeomans, L., Acevedo-Reyes, D., Morales-Gutiérrez, S., Valdez-Moreno. M. &

Martinez-Arce,A. (en elaboracion). Using the barcodes to identify immature stages of
Elapomorpha (Pisces: Asctinopterigii) from the Mesoamerican reef.

En el anexo 1 se incluye una copia de los articulos publicados o manuscritos de los articulos
generados por material que se trabajo con este proyecto.

Premios

La publicacion

Valdez-Moreno, M., L. Vazquez-Yeomans, M. Elias-Gutiérrez, N. V. Ivanova & P. D. N. Hebert,
2010. Using DNA barcodes to connect adults and early life stages of marine fishes from the
Yucatan Peninsula, Mexico: potential in fisheries management., Marine and Freshwater Research
61: 665-671.

Obtuvo el premio al mejor trabajo de Investigacion 2010 por parte del Consejo Quintanarroense

de Ciencia y Tecnologia (COQCyT)

Tesis elaboradas con material de este proyecto

Las siguientes tesis fueron elaboradas con material de este proyecto:

Maestria:

Cohuo Duran Sergio 2012. Revision taxonomica (morfologica y molecular) de los ostracodos
dulceacuicolas del centro-sureste de México. Maestria. Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia. Finalizada

Garcia-Morales Alma Estrella. 2012. Diversidad genética y filogeografia comparada de algunas

especies de rotiferos monogonontos del sureste mexicano, utilizando ADN mitocondrial.
Doctorado. El Colegio de la Frontera Sur, Unidad Chetumal. Finalizada
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Premios a tesis

La presentacion de la tesis de Sergio Cohuo Duran, obtuvo el primer lugar como presentacion de
tesis de maestria en la XVII Reunion Nacional y X Reunion Internacional de la Sociedad

Mexicana de Planctologia.
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Probleméticas encontradas durante los muestreos y desarrollo del trabajo

Creemos necesario sefialar que el proyecto llegd a buen fin, a pesar de una serie de

inconvenientes que se presentaron para desarrollar los muestreos, sobre todo en el norte.

Aparte de los problemas de inseguridad, durante el afio 2010 no se pudo muestrear
adecuadamente debido a los problemas de inundaciones que se sefialaron con detalle en el
informe parcial y que incluyeron lo siguiente: todos los rios de Coahuila, Nuevo Leén y
Tamaulipas estaban sobrepasados de agua, se desbordaron, solo por citar unos ejemplos, el San
Juan corria con mas de 2000 m3 por segundo. El Rio Santa Catarina, que normalmente es de 6 m
de ancho y 1 de profundidad, llegé a 200 m de ancho y 6 m de profundidad. El Rio Salado, que
estaba seco en partes entre la Presa Don Martin y Anahuac, lleg6 a un desagiie de 2500 m3 por
segundo, las 24 compuertas estaban abiertas en ambas presas. Lo mismo pasé con el Rio San
Carlos, Sabinas, San Juan (en Coahuila) y el Rio Bravo. La Presa de la amistad, estuvo igual, con
mas del 100 % de almacenamiento. La mayor parte de las ciudades fronterizas estaban
incomunicadas porque se cayeron los puentes, y los caminos secundarios y de terraceria estaban
intransitables, lo que dificulto la llegada a las cabeceras, que es donde estan las mejores
comunidades de peces.s como El Pilon, Cabezones estaban con el 400 % de agua que dan al San
Juan y Rio Pablillo, Purificacion con el 600 % de agua que dan a la Presa Cerro Prieto, estuvieron
incolectables, no habia remansos o lugares con aguas tranquilas y poca profundidad. En Nuevo
Leon, todas las cabeceras de los rios que se forman en la sierra madre oriental estaban
incomunicadas. Se hicieron brechas colaterales para re-abrir el camino, mientras se construyen de
nuevo los accesos de puentes y deslaves en carretera. En Tamaulipas la situacion fue similar,
hubo carreteras cerradas y todos los rios con crecientes de agua. La presa del Azucar se desbordo,

con mas de 1800 m3 de aforo.

Por otra parte, la introduccion del uso de robots de microfluidos permitio incrementar el volumen
de muestras manejadas, pues un solo robot de la marca Biomek puede procesar hasta 20 placas,
cada una con 95 ejemplares a la vez. El problema es que cualquier error en un buffer o reactivo
magnifica el resultado negativo. En el caso de micro-organismos como los crustaceos, la
introduccion de los robots redujo el éxito de un 30-40% (Elias-Gutiérrez et al., 2008) a cero, es
decir placas enteras no produjeron una sola secuencia. La razon de este fallo es que la

concentracion de ADN era tan baja después del proceso de extraccion, que incluso resultaba
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indetectable para los dispositivos de lectura como el Nanodrop o incluso no se obtenia nada en

los geles de bromuro de etidio.
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Analisis General de los Resultados

Peces

El nimero de especies de peces llegd a 465, lo cual rebasa el numero de especies
comprometidas, que fue de 400, con un total de 3678 ejemplares secuenciados, 322 por debajo
del total comprometido, sin embargo se procesaron mas de 5000 especimenes, lo cual se aprecia
en los proyectos con éxito y el FishFail, donde se pasaron los registros con contaminacion o
fallados. El éxito en total fue de un 90% y los fallos se encontraron principalmente en la
secuenciacion. Hemos notado que el uso de robots de microfluidos disminuye la eficiencia de
secuencias obtenidas, pero debido a que procesan un enorme volumen de muestras se compensan

los fallos. En la seccion correspondiente se discutirdn los detalles de los resultados obtenidos.

Zooplancton

En el caso del zooplancton se presentan 1469 secuencias, 31 por debajo del total prometido, con
un porcentaje de éxito de 40% sobre el total procesado. Sin embargo es importante seialar que de
este total solamente 1401 especimenes son de México y los restantes incluyen otros paises,
incluso algunos de Corea. La razén de lo anterior es que se utilizo parte de este material como
comparacion y para iniciar la comprobacién de la hipétesis de que ninguna especie del
zooplancton dulceacuicola tiene distribucion intercontinental. En este caso definitivamente no se
pueden usar robots para la extraccion, pues el éxito decayo a cero, como ya se menciond y hubo
que esperar a que la facilidad de Chetumal fuera inaugurada en 2011 para empezar a obtener
resultados. De hecho la tesista Alma Estrella Garcia Morales realizé una estancia de cinco meses
en la facilidad de Guelph (Canadd) para procesar sus rotiferos y el éxito fue de 32 secuencias de
344 especimenes que procesd durante ese tiempo. Después realizd una estancia de 3 meses en la
UNAM, en la ciudad de México, donde ¢l resultado fue cero secuencias. Finalmente, los
primeros pcr positivos se lograron a finales de septiembre del 2010, para procesar el resto del
material durante 2011. El éxito llegd a ser del 80-90%, sin embargo es uno de los grupos mas

dificiles de trabajar debido a su tamafio pequenio.
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En general, se aplicaron tres protocolos de extraccion diferentes: EL CCBD, que es el estandar,
desarrollado por el Instituto de Biodiversidad de Ontario (BIO), se puede consultar en

http://www.ccdb.ca/pa/ge/research/protocols/extraction .

El segundo protocolo ensayado fue la extraccion en un medio con sal (NACL-Cloroformo). La

metodologia completa se detalla en el Anexo 4.

Finalmente se aplicé el método denominado HotShot (Montero-Pau et al. 2008), que fue el que se

estandarizo, debido a los resultados positvos, como se muestra a continuacion:

En la siguiente pagina se muestran los geles, una banda significa que el resultado fue positivo y

obtuvimos un producto amplificado del gen que se requiere.
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Geles generados en la unidad Chetumal con productos pcr. Los geles estan precedidos por la

fecha en que se realizaron, con la valoracion de los productos inmediatameente abajo. Cada

banda indica un producto del pcr. El nimero corresponde a la celda correspondiente y el simbolo

“+” en el gel significa un control positivo. el simbolo

debe haber banda.

06 09 2010 COI

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 +

Numeracion
81
82
83
84
85
86
87
88
89

90

Especie Localidad

Thermocyclops

inversus

Mastigodiaptomus cf

mesus

Mastigodiaptomus alburquerquensis
Mastigodiaptomus alburquerquensis
Termocyclops inversus

Pontellopsis Gulf of
occidentalis California
Pontellopsis Gulf of
occidentalis California
Calanus pacificus Gulf of
California
Calanus pacificus Gulf of
California
Euchaeta longicornis Gulf of
California

1313

Fecha de
colecta

24/03/2010

24/03/2010

24/03/2010

24/03/2010

24/03/2010

Protocolo
extraccion
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD

CCBD

significa un control negativo, ahi no

COI

J’_ 1

+

++

++

++
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09 09 2010 COI

Numeracion

1

2

1 23+ + -

Especie
Mastigodiaptomus
cf nesus
Mastigodiaptomus
cf nesus
Mastigodiaptomus
cf nesus

Localidad

Minicenote

Minicenote

Minicenote

Fecha de
colecta

01/08/2010

01/08/2010

01/08/2010

Protocolo
extraccion
NaCl-
cloroformo
NaCl-
cloroformo
NaCl-
cloroformo

COI
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14 09 2010 COI

10 A2 A3 11 A5 A6 A7TA8 A9A10 8 9 +

Numera-
cion
10
A2
A3
11
A5
A6
A7
A8
A9
Al10
8

9

Especie

Mastigodiaptomus cf

nesus
Lecane ludwiigi
Mytilina ventralis
Thermocyclops
inversus

Dipleuchlanis propatula
Brachionus falcatus

Brachionus
havanaensis
Lecane papuana

Lecane curvicornis
Brachionus plicatilis

group

Mastigodiaptomus cf

nesus

Mastigodiaptomus cf

nesus

Localidad

Minicenote
Capulteol, Ver
Capulteol, Ver

Minicenote
Capulteol, Ver
Cerca Kohunlich

Cerca Kohunlich

Charco Usumacinta
Kohunlich

Hacienda Mondaca Il Isla
Mujeres

Minicenote

Minicenote

Fecha de
colecta

01/08/2010

28/08/2010
28/08/2010

01/08/2010

28/08/2010
05/11/2008

05/11/2008

17/06/2009
05/10/2009

24/05/2009

01/08/2010

01/08/2010

Protocolo
extraccion

NacCl-cloroformo
NacCl-cloroformo
NacCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo

NaCl-cloroformo

(6{0)
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2109 201016S

10 A2 A311 A5 AGA7A8 A9aw0 8 9 + + +

Numeracién
10
A2
A3
11
A5
A6
A7
A8
A9

Al10
8
9

Especie

Mastigodiaptomus cf nesus

Lecane ludwiigi
Mytilina ventralis

Thermocyclops inversus
Dipleuchlanis propatula
Brachionus falcatus
Brachionus havanaensis

Lecane papuana

Lecane curvicornis
Brachionus plicatilis group Hacienda Mondaca Il Isla Mujeres

Localidad
Minicenote
Capulteol, Ver
Capulteol, Ver
Minicenote
Capulteol, Ver
Cerca Kohunlich
Cerca Kohunlich

Charco Usumacinta

Kohunlich

Mastigodiaptomus cf nesus Minicenote
Mastigodiaptomus cf nesus Minicenote

Fecha de colecta Protocolo extraccion

01/08/2010
28/08/2010
28/08/2010
01/08/2010
28/08/2010
05/11/2008
05/11/2008
17/06/2009
05/10/2009
24/05/2009
01/08/2010
01/08/2010

NacCl-cloroformo
NacCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
NaCl-cloroformo
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20 08_2010 COI

089
089
089
089
089
089

089 089 089 089 089 089 +

Leptodiaptomus
Leptodiaptomus
Leptodiaptomus
Leptodiaptomus
Leptodiaptomus
Leptodiaptomus

Lake Erie
Lake Erie
Lake Erie
Lake Erie
Lake Erie
Lake Erie

02/07/2010
02/07/2010
02/07/2010
02/07/2010
02/07/2010
02/07/2010

CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD

+ + + + + +
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26 08 2010 COI

W

1

32

45 46

W
W
(OS]
A
W
(W)

47 48 49 50

Numeracion Especie

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.
Mastigodiaptomus cf.

51 5

reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae
reidae

Arctodiaptomus cf. dorsalis
Arctodiaptomus cf. dorsalis
Arctodiaptomus cf. dorsalis
Arctodiaptomus cf. dorsalis

2

53 + -

Localidad
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich 1
Kohunlich 1
Kohunlich 1
Kohunlich 1
Kohunlich A
Kohunlich A
Lachua
Lachua
Lachua
Lachua

40

Fecha de colecta Protocolo extraccion

31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
05/03/2006
05/03/2006
05/03/2006
05/03/2006

41

CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD

L S T e
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27 08_2010 16S

31

Numeracién
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

-
J

2

33 34 3

(9]
(O8]
(@)

Especie

Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Mastigodiaptomus cf. reidae
Arctodiaptomus cf. dorsalis
Arctodiaptomus cf. dorsalis
Arctodiaptomus cf. dorsalis
Arctodiaptomus cf. dorsalis

40 41 42

Localidad
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich A
Kohunlich 1
Kohunlich 1
Kohunlich 1
Kohunlich 1
Kohunlich A
Kohunlich A
Lachua
Lachua
Lachua
Lachua

43 44 45

Fecha de colecta

31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
31/06/2005
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
01/04/2009
05/03/2006
05/03/2006
05/03/2006
05/03/2006

46

47

48

Protocolo extraccion

CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD
CCBD

27



28 09 2010 COI

A20 A22 A23 A25 + - 4+

Numeraciéon Especie

A20

A22

A23

A25

Platyas quadricornis
Lecane bulla
Lecane bulla

Lecane leontina

Localidad

Canal Frente a
Bachilleres 2, Chetumal
Canal Frente a
Bachilleres 2, Chetumal
Canal Frente a
Bachilleres 2, Chetumal
Canal Frente a
Bachilleres 2, Chetumal

Fecha de colecta Protocolo

19/09/2010

19/09/2010

19/09/2010

19/09/2010

extraccion
Hot shot

Hot shot

Hot shot

Hot shot

COl

28



29 09 2010 COI

- A21A24 A26 + + + +

22232425 A19+ +

Numeraciéon Especie Localidad Fecha de colecta Protocolo extraccion COI
22 Mastigodiaptomus San Pablo Xuchitl 06/04/2007 CCBD +
albuquerquensis
23 Mastigodiaptomus San Pablo Xuchitl 06/04/2007 CCBD +
albuquerquensis
24 Mastigodiaptomus San Pablo Xuchitl 06/04/2007 CCBD +
albuquerquensis
25 Mastigodiaptomus San Pablo Xuchitl 06/04/2007 CCBD +
albuquerquensis
Al19 Platyas quadricornis Canal Frente a 19/09/2010 CCBD -
Bachilleres 2,
Chetumal

De los resultados obtenidos se pudo concluir que la mejor técnica para extraer ADN de
copépodos aparentemente fue la del CCBD, mientras que para rotiferos fue la del Hot Shot. Estos
productos se pudieron secuenciar finalmente. Como se mencion6 anteriormente, para el trabajo
de alto volumen y debido a su bajo costo se estandarizo la técnica de Hotshot para todo el
zooplancton (NOTA: CCBD hace referencia a protocolos del sitio WEB
http://www.ccdb.ca/pa/ge/research/protocols)

Esto permitié un porcentaje de éxito cercano al 90%, tal como se muestra en el siguiente Egel,

con 95 especimenes de rotiferos procesado en la Unidad Chetumal
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En esta fotografia se muestra el primer Gel procesado en la Unidad Chetumal del ECOSUR con
rotiferos donde se aprecian 81 bandas fuertes (85%) y 7 bandas débiles (7%). esta ultimas pueden
dar resultados positivos al secuenciar también. El total positivo en esta placa es un 92%, un

resultado que ningun laboratorio habia logrado hasta este momento.

Con la fijacion mejorada, este protocolo modificado y estandarizado y los oligos tradicionales el
resultado en microcrustaceos mejord en un promedio de 30-40% a mas del 65%, como se aprecia
en la siguiente fotografia de un Egel, donde es posible observar 60 bandas fuertes y 7 bandas

débiles, dando un total de 67 (70% de éxito).
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Utilizando las técnicas anteriores y los nuevos oligos denominados ZplankF1-tl y ZplankR1 t1

se mejoro el resultado hasta obtener 85 (89.5%) bandas fuertes y 6 (7%) bandas débiles, dando un
total de 95% de éxito. Solo en 4 pozos no se aprecia un producto. Este tipo de resultados nunca
habia sido obtenido con microcrustaceos anteriormente, pero esto se logro hasta finales del afio
2011 y principios del 2012. El resultado se aprecia en la fotografia del Egel de la pagina

siguiente, marcado como KA3.

Cabe sefialar que como estos resultados apenas se han logrado y posiciona nuestro laboratorio
como uno de los mas avanzados a nivel mundial, junto con el de Guelph en Canada, no podemos
incluir todos los detalles en este informe. En el momento en que sean publicados se hara del

conocimiento de la CONABIO la publicacion final con todos los detalles incluidos.
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Analisis de los resultados del zooplancton

El arbol de secuencias del zooplancton se encuentra en los Anexos 4 a 7 y las hojas de Excel que
acompaian este informe. En esta seccion se discutiran algunos de los resultados sobresalientes,

aunque no se trabajard al nivel del detalle de los articulos publicados.

En general, los resultados obtenidos incluyen aproximadamente 161 especies determinadas. Sin
embargo hay que hacer notar que varios de los nombres a especie son interinos, debido a que los
codigos de barras aparentemente permiten el descubrimiento de especies cripticas. Esto
aparentemente ha ocurrido con un nivel mas generalizado en el zooplancton, donde el fendmeno
ha sido descrito en detalle (Elias-Gutiérrez et al. 2008a) y a partir de esta primera hipdtesis se ha
demostrado al menos en tres casos (de veinte sefialados), que efectivamente se trata de especies

cripticas y ademads son las primeras descripciones que incluyen como uno de los caracteres
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importantes a los cddigos de barras, en combinacion con otros, apuntando hacia un nuevo tipo de
taxonomia denominado taxonomia integrativa (Dayrat 2005; Will et al. 2005). Es asi que en
Meéxico es el primer pais a nivel mundial donde especies del zooplancton se han descrito: Leberis
chihuahuensis Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2008; Scapholeberis duranguensis Quiroz-
Viazquez & Elias-Gutiérrez, 2009 (Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno 2008; Quiroz-Vazquez &
Elias-Gutierrez 2009). Asi mismo se pudo hacer valido a Leptodiaptomus garciai (Osorio-Tafall,
1942), un microendémico del lago Alchichica en Puebla (Montiel-Martinez et al. 2008),

sinonimizado con Leptodiaptomus novamexicanus desde la década de los 50’s.

De la lectura de los articulos sefialados con las nuevas descripciones, es posible apreciar que
existen nuevos microcaracteres que permiten distinguir a las especies, y estas tres apenas marcan
el inicio de un nuevo conocimiento sobre una diversidad desconocida hasta el momento, pero
parece indicar que las especies de agua dulce tienen una distribucion mucho mas limitada de lo
que se pensaba, por ejemplo solamente 5 especies de cladoceros se han registrado desde México
al norte de Canada (Jeffery et al. 2011). Aunado al uso de microcaracteres, también se empiezan
a utilizar caracteres eco-fisioldgicos y experimentos de hibridacion (Montiel-Martinez et al.
2008), lo que hace atin mas ardua la descripcion de las especies. Por esta razon hasta el momento
solamente se han descrito 3 especies de las 20 posibles senaladas en el trabajo pionero de Elias-

Gutiérrez et al. (2008).

A continuacion se revisara con mas detalle la informacion generada para cada grupo mayor del

zooplancton:

Rotiferos

Este grupo siempre ha representado un reto para su estudio, debido a su tamafio pequeio y la
enorme plasticidad fenotipica que presentan en respuesta a cambios en el medio ambiente y la
presencia de depredadores, tal como lo sefalaron Garcia-Morales & Elias-Gutiérrez (en prensa).
Los diferentes morfotipos se han designado como especies diferentes, subespecies o formas, una
practica habitual con este grupo, sin embargo hasta muy recientemente se ha sefialado la

presencia de endemismos en estos organismos (Segers & De Smet 2008).
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En esta seccion se comentaran los resultados de manera general. Un anélisis mas detallado se
puede revisar en la publicacion generada por Garcia-Morales & Elias-Gutiérrez, a partir de este
proyecto y aceptada en este mes para ser publicada en Molecular Ecology Resources, pero es

importante destacar lo siguiente:

Este es el primer estudio a nivel mundial, que abarca un nimero amplio de este grupo pues otros
trabajos se han centrado en una sola especie (o complejo de especies), como Brachionus
plicatilis, uno de los mas estudiados (Campillo et al. 2005; Suatoni et al. 2006; Gomez et al.
2007; Alcantara-Rodriguez et al. 2012). Otro ejemplo es el caso de Lecane bulla, que también es

un complejo bien conocido (Walsh et al. 2009a).

La evidencia obetnida hasta el momento, indica que el COI es un buen marcador para distinguir
las especies de rotiferos monogonontos. En este estudio, de un total de 417 especimenes revisado,
se distinguieron 63 morfoespecies, siendo los géneros mas especiosos Brachionus y Lecane con
13 y 19 taxa, respectivamente. Sin embargo, se observo que existe una posible especiacion
criptica en 14 taxa, que ademas presentan una consistencia en cuanto a su distribucién geogréfica,
aunque existen algunas que se detectaron en simpatria, como es el caso de Lecane bulla en
Quintana Roo. En el arbol del Anexo 5 y en la base de datos BOLD, todas las especies cripticas
recibieron nombres interinos y para poder asignarles un nombre definitivo se requiere que sean
descritas formalmente, sin embargo la tarea que sigue es sumamente ardua, pues involucra
analizar en el microscopio electronico de barrido la morfologia externa de cada haplotipo
diferente, extraer al mastax y analizarlo con la misma técnica, todo esto con la finalidad de
encontrar microcaracteres especificos. Ademas, se ha visto la necesidad de cultivar cada
haplotipo diferente, con el objeto de inducir los machos de manera artificial (Stelzer & Snell
2003) revisar sus microcaracteres y realizar experimentos de hibridacion para establecer si existe
aislamiento reproductivo en los haplotipos detectados, lo cual solamente se ha hecho
recientemente en rotiferos del género Ephipanes, que es considerado un complejo (Schroder &
Walsh 2010) y cuenta con pocos antecedentes en otros grupos del zooplancton. Esto ha permitido
establecer limites entre algunas especies que son indistinguibles a partir de las hembras
partenogenéticas, pues en el caso de los machos si existen caracteres mejor definidos para
establecer los limites de las especies. También existen trabajos experimentales, que muestran

diferencias significativas en especies muy emparentadas (Ciros-Perez et al. 2001a; Ma et al.
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2010). Todo lo anterior permitira una mejor descripcion de cada especie, dentro del marco que se

ha mencionado constituye la taxonomia integrativa.

Es importante mencionar que en términos generales se ha asignado un nuevo nombre interino,
cuando el sistema de BOLD asigna un Barcode Identification Number (BIN, por sus siglas en
inglés) diferente a los haplotipos encontrados. Esto generalmente se presenta cuando existe un
umbral de divergencia del 2% o mas entre dos haplotipos. Cabe sefialar que cuando se presenta
un BIN diferente no necesariamente se trata de especies distintas, sino de una hipotesis a
comprobar. Lo mismo ocurre de manera inversa, cuando especies recientes o en proceso de
diferenciacion, no son distinguidas por los codigos de barras, tal como fue demostrado en peces
de agua dulce del altiplano mexicano y la familia Characidae (Valdez-Moreno et al. 2007). Sin
embargo, no se ha detectado este tltimo caso en el zooplancton de aguas dulces. Todo el trabajo
sefalado en el parrafo que antecede a este, seria para comprobar estas hipotesis y requiere, como

se ha sefalado, una investigacion exhaustiva de cada caso.

Por otro lado, la divergencia intraespecifica en todos los casos fue menor a 1% y la divergencia
interespecifica tuvo valores promedio del 20.8%, sin embargo oscilé desde un minimo de 6.5%
(entre Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis y B. quadridentatus f. cluniorbicularisAEG1)
hasta un méximo de 30.8% (entre Trichocerca longiseta y T. stylata). No existid sobrelapamiento

entre las divergencias intraespecificas e interespecificas, tal como lo muestra la siguiente grafica:

100
80 &

G0 5

Frequency (%)

5 10 15 =
Divergence (%)

Grafica 1.- Muestra las divergencias intraespecificas (en rojo) vs las divergencias
ineterespecificas (en verde).

Estos niveles de divergencia son similares a los encontrados por otros estudios que han abarcado

solo un género o complejo de especies (Gomez et al. 2002; Gilbert & Walsh 2005; Schroder &
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Walsh 2007; Walsh et al. 2009b; Xiang et al. 2010), sin embargo podriamos sefialar que todavia

falta mucho para conocer la variabilidad genética de los rotiferos.

Del analisis del arbol presentado en el Anexo 5, se desprende que fueron pocas las especies que
mostraron una distribucion muy amplia, entre estas cabe destacar a Brachionus havanaensis, que

ademas mostr6 gran plasticidad fenotipica y Keratella americana.

Mencion aparte merece Brachionus plicatilis, que representa un complejo de al menos 14
especies cripticas, de las cuales solo se han descrito formalmente tres (Segers 1995; Ciros-Perez
et al. 2001b). En este estudio encontramos tres poblaciones dentro de este complejo de especies.
Los sistemas donde se detectaron se consideran salinos, aunque geograficamente estan muy
alejados y son de origen diferente: la laguna de Sontecomapan (Veracruz), una laguna interna en
Isla Mujeres y la Laguna de Cuitzeo (Michoacéan). Las tres poblaciones formaron un solo grupo
con una divergencia relativamente baja (1.5%). Al comparar estas secuencias con otras
depositadas en el GenBank, resulté que estos organismos se corresponden con una variedad
conocida como “Almenara” descrita en Espafia y detectada en algunas partes de los Estados
Unidos. Es muy posible que esta variedad haya sido introducida a causa de las actividades
humanas, pues la baja divergencia genética entre regiones tan alejadas permite inferir una
colonizacién muy rapida y reciente. Estos casos han sido demostrados con otros rotiferos (Segers

2001).

Por otro lado, también es significativo que, de acuerdo con los codigos de barras, el género
Plationus, propuesto desde 1993 (Segers & Murugan 1993) es valido y no un sinébnimo de
Brachionus y que diferentes autores se han negado a reconocer (Sarma et al. 2009), aunque ha

sido corroborado también por otros medios (Reyna-Fabian et al. 2010).

Diversidad criptica

Como ya se menciond, se considera a varias especies de rotiferos como grupos de especies. Entre
éstas destaca Lecane bulla, del cual en este estudio analizamos 18 poblaciones, en las cuales

pudimos detectar 8 grupos genéticamente divergentes (en promedio 14.7% de divergencia). Otros
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autores han encontrado algo similar en el norte de nuestro pais (Walsh, et al., 2009), sin embargo

hasta el momento no se ha descrito formalmente ninguna especie de este complejo.

Otras especies de este género que representan complejos de dos o tres especies son L. cornuta, L.
curvicornis, L. crepida, L. lunaris y L. hastata. Todas estas especies se han considerado
cosmopolitas, sin embargo, a la luz de los resultados presentados, tal vez se trate de complejos de

especies con distribuciones mas restringidas.

Otras especies que mostraron diferentes haplotipos fueron Keratella cochlearis, Brachionus
calcyflorus, B. quadridentatus, Mytilina ventralis, Ascomorpha ovalis, Platyas quadricornis y

Testudinella patina.

Como ya se menciond, el establecer formalmente si se trata de especies cripticas realmente
requerird un analisis detallado que tomara varios afos, pues la mayoria de los taxa registrados se
consideran cosmopolitas. Esto vuelve atin mas dificil discriminar la especie original, ya que es
necesario secuenciar especimenes de o cerca de la localidad tipo original, ademas del analisis
morfoldgico detallado. Todo parece indicar que efectivamente se trata de especies diferentes, por
lo cual es urgente que se lleven a cabo medidas de proteccion y uso sustentable en la mayor parte
de los sistemas dulceacuicolas naturales de nuestro pais, pues aparte de proveer un recurso
indispensable para la vida, consituyen un acervo en cuanto a biodiversidad aun mayor de lo que
actualmente se conoce y que es consistente con las diferentes regiones geograficas de nuestro
pais, desde las selvas tropicales en el sureste hasta las regiones semidesérticas del norte. Es asi
que la fauna de rotiferos muestra un gradiente latitudinal y altitudinal consistente y especifico
para cada region. Solamente unas cuantas especies se distribuyen ampliamente en toda la
geografia de México, tal como se sefiald anteriormente con el ejemplo de Brachionus

havanaensis y Keratella americana.

Cabe senalar que los resultados obtenidos fueron generados por Alma Estrella Garcia Morales,
quien los utiliz6 para realizar su tesis doctoral titulada “Codigos de barras y andlisis

filogeografico de rotiferos (Monogononta, Ploima) del sureste mexicano”.

Cladocera
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Al igual que los rotiferos, este es un grupo que actualmente ha tenido muchos cambios, debido a
la deteccion de nuevos géneros (Van Damme et al. 2010; Van Damme & Sinev 2011; Sinev &
Atroschenko 2011) y especies (Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno 2008; Quiroz-Vazquez &
Elias-Gutierrez 2009; Kotov & Taylor 2010; Kotov & Alonso 2010; Korovchinsky & Sheveleva
2011; Korovchinsky & Timms 2011) en todo el mundo, incluyendo nuestro pais. Ademas existen
nuevas inferencias filogenéticas (Forro et al. 2008a; Kotov & Elias-Gutierrez 2009), que han
permitido especular sobre una diversidad mucho mayor de la conocida (Korovchinsky 1996;
Adamowicz & Purvis 2005; Forro et al. 2008b), por lo que cada vez se requieren analisis mas
detallados que incluyan a los machos (Kotov 2008; Kotov et al. 2009), los cuales no se
encuentran facilmente en la naturaleza, por lo que requieren que hembras partenogéneticas sean
cultivadas en el laboratorio y se lleve a cabo la induccion artificial de los machos (Kim et al.
2006). Esta labor representa un enorme reto, como ya se vid con los rotiferos y requiere de un
trabajo a largo plazo. A pesar de lo anterior, la base de datos que se presenta es la mas completa
que existe a nivel mundial sobre este grupo. El arbol con las especies identificadas se presenta en

el Anexo 6.

Por las razones sefialadas anteriormente, también se han presentado una serie de nombres
interinos en varios casos, que a continuacion se analizaran. En otros como Ceriodaphnia dubia se
ha utilizado el nombre asignado por especialistas desde hace varios afios (Berner 1986), pero es
posible que cambie en un futuro, debido a que, por ejemplo, esta especie fue originalmente
descrita en Sumatra (Richard 1894) y hasta el momento no ha sido posible comparar con

topotipos todo el material procedente de Norteamérica.

A continuacion se realizard una revision de los principales resultados obtenidos por género en el
grupo de claddceros. Esta revision se realizard con un poco mas de detalle que en rotiferos, ya
que no se ha elaborado hasta este momento una publicacion de los resultados obtenidos. Es
importante sefialar que existen casos de los denominados “singletones” o “dobletones”, que son
grupos formados por uno o dos ejemplares en el arbol. Estos no seran discutidos, debido a que
solo estan representados por uno o dos ejemplares. Se requiere atencion especifica para cada uno
de esos casos y es necesario secuenciar mas material procedente de la misma poblacion para

verificar si efectivamente se trata de haplotipos y por lo tanto especies diferentes.
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La distancia intraespecifica promedio fue de 0.518 con una interespecifica de 19.002, por lo que
se considera que este marcador es excelente para identificar las especies de cladoceros. No hubo

un sobrelapamiento entre ambos valores como se aprecia en la Gréfica 2.
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Grafica 2.- Muestra los valores de divergencia intraespecifica (rosa) e interespecifica (verde).
Como se aprecia las barras verdes no se traslapan con las rosas, lo que indica una correcta
separacion de las especies. El valor minimo en la secuencia interespecifica alrededor de 5.0 se
debe al complejo que representa Moina micrura.

Orden Ctenopoda
Familia Sididae

Diaphanosoma

Se detectaron 8 especies de Diaphanosoma con los codigos de barras. En México se reconocen 5
especies registradas (Elias-Gutiérrez et al. 2008b), por lo que las otras tres posiblemente sean
nuevas para la ciencia, por eso se designaron como “sp”. Aparentemente se encontraron al menos
dos especies mas dentro de lo que se ha designado como el complejo birgei por Elias-Gutiérrez et

al. (2008) y otra mas que aparentemente es una nueva especie en el norte del pais (Diaphanosoma

spl).

Diaphanosoma spinulosum se registr6 por primera vez en México y es una especie cuya

distribucion original se limitaba a Sudamérica (Korovchinsky 1992).

Latonopsis

Korovchinsky (1992) reconoce dos especies de este género, pero en uno de ellos es un complejo

reconocido (L. australis). Recientemente se describié una nueva especie de este género, pero es
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necesaria una revision exhaustiva, pues en el caso de México se encontraron dos especies

pertenecientes al complejo australis en el sureste.

Sarsilatona

De este género se encontr6 solamente una especie, Sarsilatona serricauda, previamente

registrada por (Korovchinsky & Elias-Gutiérrez 2000) en el sureste.

Anomopoda
Familia Daphnidae

Esta familia incluye varios géneros sumamente complejos para su estudio, como Daphnia. Por
ejemplo Daphnia pulex es una de las especies mas estudiada desde diversos puntos de vista que
van desde ecolodgicos, toxicoldgicos, genéticos, etc (Steiner 2004; Matthes 2004; Nandini et al.
2005; Mergeay et al. 2005; Gelinas et al. 2007; Sarma et al. 2007; Pena-Aguado et al. 2008). A
pesar de lo anterior, no se ha establecido claramente la identidad de esta especie. Una busqueda
sencilla en BOLD, o en GenBank arroja al menos 5 o 6 haplotipos diferentes, todos denominados
Daphnia pulex. Jeffery et al. (2011) reconocen a esta especie como un complejo, todavia sin

definir.

En el caso de México, se encontrd una de las pocas especies distribuidas desde aqui hasta Canada
y que fue denominada Daphnia cf. pulex sp.2 por Jeffery et al. (2011). Otra especie dentro del
mismo complejo descrita por (Hebert & Finston 1996) son Daphnia cheraphila, distribuida del
centro al norte del pais y muy probablemente hasta el sur de Canada y Daphnia schodleri, un taxa
sumamente enigmatico y posiblemente también compuesto por un complejo de especies cripticas.
Otras especies del género son Daphnia laevis, que posiblemente represente dos especies, una de
ellas descrita como subespecie, procedente del Lago de Patzcuaro (Kraus 1986), y Daphnia
ambigua, la cual forma un grupo consistente y similar al ya descrito para Norteamérica (Hebert

et al. 2003b).

Ceriodaphnia

Este género representa un verdadero reto para su analisis. Existen numerosos complejos de

especies y algunas indescritas, reconocidas previamente por Elias-Gutiérrez et al. (2008). Al
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inicio de esta seccion ya se hablo un poco de Ceriodaphnia dubia, que ademas es una de las
especies con mas amplia distribucion en nuestro pais. Probablemente se trata de un taxa no
descrito hasta el momento. Otro complejo es el que representa el grupo cornuta-rigaudi, que
hasta el momento no se ha estudiado con detenimiento. Dentro de este complejo solo registramos
C. cf. rigaudi2 desde el Estado de México a Campeche, pero posiblemente existen 2 especies
distintas en nuestro pais, una bien definida en el norte y la otra del centro al sureste. Finalmente,
otra tres especies muy importantes en el centro del pais son C. cf. laticaudata, otra posiblemente
no descrita, relacionada con C. dubia, pero restringida al Estado de Puebla, probablemente
originada en la zona de los axalapascos, de una forma similar a como ocurrié con
Leptodiaptomus garciai Osorio Tafall, por lo que se podria tratarse también de una especie
endémica. Finalmente existe una tercera, denominada C. cf. reticulata también limitada al centro
del pais y con un solo registro procedente de Chiapas.

Simocephalus

Es un género cuya revision global (Orlova-Bienkowskaja 2001) requiere numerosos ajustes, pues
también existen numerosos taxas inciertos. Ademas los caracteres utilizados por esta autora son
bastante limitados, por lo que es necesaria la busqueda de nuevas caracteristicas morfoldgicas
que definan a las especies. Las especies mas representativas fueron S. exspinosus y un taxa,

posiblemente indescrito (Simocephalus sp.), limitado al centro del pais.

Scapholeberis

Se registraron los dos taxa previamente registrados (Elias-Gutiérrez et al., 2008), S. armata freyi
y S. duranguensis Quiroz-Vazquez & Elias-Gutiérrez, 2009, que amplié su ambito de distribucion

del norte al centro del pais.

Moinidae

En este caso, se confirm6 y ampli6 la distribucion de Moina macrocopa en el centro del pais, con
registros en Puebla y Aguascalientes. Previamente solo habia sido registrada en el Lago de
Texcoco. Este cladocero también tiene una distribucion muy amplia, hasta el norte de Canada.
Otro caso muy complejo es el que representa el grupo de Moina micrura, la cual ya conforma un
grupo de cinco posibles especies, todas indescritas hasta el momento. Esto ya fue discutido por

Elias-Gutiérrez et al. (2008).
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Bosminidae

Este es un grupo, que a pesar de las revisiones globales (Kotov et al. 2009), aun requieren de un
analisis. En el caso de México se encontro que la familia forma un grupo bastante compacto, lo
que confirma su probable origen monofilético, compuesto por Bosmina cf. liederi, Bosmina
huaronensis y Bosmina tubicen, esta ultima con dos haplotipos en el sureste del pais, que
muestran una consistencia geografica y con una divergencia muy baja para ser considerados

como especies distintas.

Familias Ilyocryptidae y Macrothricidae
Ilyocryptus

En este caso se tienen dos especies ya secuenciadas. Actualmente se reconocen 28 dentro del
género (Kotov & Stifter 2006) a nivel mundial y en México se han registrado 5 especies, por lo
que todavia faltan algunas por trabajar. En dos casos, ¢l de I. nevadensis e I. paranaensis
inarmatus, se requiere visitar las localidades tipo: Laguna de El Sol en el Nevado de Toluca y un
estanque en Tabasco para obtener material original. Es necesario comparar I. agilis del sureste
con material del norte para establecer si efectivamente se trata de esta especie o una especie

similar.

En el caso de Macrotrhix y todos los integrantes de Macrothricidae, han resultado uno de los
grupos mas dificiles de secuenciar. En este informe se incluyen dos especies del sureste
Macrothrix spinifer y M. elegans, ambas con distribucion hacia Sudamérica. Este género esta
representado por 13 especies en México, pero ha sido un problema obtener secuencias de todas.

Es muy probable que se requiera el desarrollo de oligonucledtidos especificos para este género.

Familia Chydoridae
Subfamilia Aloninae

Esta subfamilia es una de las mas complicadas dentro del grupo de cladocera. Solamente del
género Alona, se han reconocido 140 especies de casi 240 descritas, y el rompecabezas alin esta

lejos de resolverse (Van Damme et al. 2010). En este caso existen variso géneros mas que todavia
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estan en proceso de reconocimiento y por lo tanto es dificil establecer claramente los nombres

definitivos de miembros de esta subfamilia.

Alona

Como ya se menciond es uno de los géneros mas complejos y en esta parte se realizaran
solamente algunas acotaciones respecto a los taxa encontrados. En primer lugar es interesante
mencionar Alona cf. affinis y Alona pectinata, ambas especies en revision y proceso de
separacion del género Alona (Van-Damme et al., 2010). Lo interesante es que estas dos especies
forman un grupo bastante compacto junto con Karualona penuelasi y estos tres grupos habian
sido considerados un género aparte, Biapertura, debido a la presencia de solo dos poros cefalicos
(Smirnov 1974). Es posible que en realidad este género si exista o incluso se trate de una
combinacion de varios géneros. En el caso de A. pectinata se describio en la zona de Calakmul
del vecino estado de Campeche (Elias-Gutierrez & Suarez-Morales 1999) y se encuentra
ampliamente distribuida en Quintana Roo, al igual que Karualona penuelasi y Alona cf. affinis.
Dentro del género Alona s. str. estan A. cf. setulosa y A. cf. setulosal , sin embargo es necesario

revisar con detalle ambas especies para asignar un nombre definitivo.

Oxyurella

Se han registrado dos epecies en este género: O. longicaudis y O. ciliata, ambas del sureste
(Elias-Gutierrez et al. 2006). Solo se ha secuenciado con varios especimenes a O. longicauda y

existe un singleton que se separa del grupo, este requiere un analisis cuidadoso.

Leydigipsis

De este género solo una especie L. brevirostris ha sido registrada en el sureste mexicano.

Kurzia

En el D.F. se registr6é Kurzia cf. media, una especie del viejo continente. Es necesario comparar
con material de Europa, pues la especie no ha quedado claramente definida, pues se encuentra

restringida a Europa (Hudec 2000).

Graptoleberis
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Solo existe una especie reconocida G. testudinaria, sin embargo se especula que se trata de un
complejo de especies (Hudec 1988). El material de este proyecto servird de base para comparar

con otras regiones del mundo.

Chydorinae
Pleuroxus

Es uno de los géneros mas confusos y complicados para su taxonomia (Smirnov 1996). De este
género se registraron tres especies, una de ellas con 7 ejemplares de diversas regiones, que no
pudieron ser identificadas hasta este momento. Se consultara con otros colegas para su

identificacion final.

Chydorus

Este género estuvo representado por varios singletones, la unica especie del género que se pudo

identificar sin problema fue C. brevilabris, que se encuentra ampliamente distribuida en México.

Dunhevedia crassa

Esta especie se restringi6 al centro de México. Su identificacion es relativamente sencilla.
Posiblemente a nivel mundial se trate de otro complejo de especies cripticas pues se ha registrado
en todo el mundo, e incluso se han sefialado varias subespecies que podrian ser especies

(Smirnov 1974).

Copepoda

Al igual que los grupos anteriores, el marcador COI ha resultado excelente para diferenciar las
especies de copepoda, y en términos generales cada género mostrd un grupo con mucha
consistencia. Es asi que Arctodiaptomus, Mastigodiaptomus y Leptodiaptomus en los calanoideos
formaron cada uno un grupo bien definido con todas las especies secuenciadas. En el arbol del

Anexo 7 se aprecian los resultados obtenidos.

En el caso de los copépodos calanoides existen dos casos interesantes que hacen que los valores

de divergencia intraespecifica suba a un promedio de 1.45%. El primero es Mastigodiaptomus
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montezumae, que al parecer esta separandose en dos entidades diferentes, por lo que tiene
divergencias intraespecificas altas, que llegan cerca de 2% pero no llegan a 3%. El otro caso es el
complejo de Arctodiaptomus, donde la divergencia entre las especies del mismo género va de alta
a muy baja, este complejo de especies requiere un andlisis detallado para explicar si
efectivamente se trata de un grupo que esta especiando o simplemente tiene una alta variabilidad
de haplotipos. Por esta razon la divergencia interespecifica se acerca a la divergencia
intraespecifica, a pesar de lo anterior ambos valores no se traslapan, como se aprecia en la

Gréfica 3.
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Grafica 3.- Divergencia intraespecifica (rosa) vs divergencia interespecifica (verde) en
copépodos.

Calanoida

Los codigos de barras han sefialado varias posibles especies cripticas en este grupo de copépodos
que es necesario demostrar. Entre estas destacan Leptodiaptomus novamexicanus, complejo del
cual ya fue demostrado que L. garciai Osorio-Tafall, 1942 es valido (Montiel-Martinez et al.
2008). Otros posibles complejos se encuentran en los casos de Arctodiaptomus dorsalis, el cual
ha resultado con al menos 4 posibles especies, Mastigodiaptomus albuquerquensis con tres
posibles especies, una de ellas denominada en este trabajo como M. patzcuarensis, ya discutida al
inicio de esta seccion. Se decidio otorgar este nombre porque consideramos que es valido y no
una subespecie como fue propuesto (Kiefer 1938). Cabe sefialar que tres especimenes
secuenciados corresponden a la localidad tipo, el lago de Patzcuaro (CTM0092, CTMO0093 y
CTMO0094), pero al parecer la especie se distribuye en el Estado de México y llega hasta Puebla.

Otro caso interesante es Mastigodiaptomus montezumae, compuesto al parecer por dos especies

sumamente similares, y que se encuentran en la misma area geografica, pero nunca en simaptria.
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El caso de M. nesus fue discutido con cierto detalle por Elias-Gutiérrez et al. (2008) y al parecer
es otro grupo de especies, ya que la localidad tipo se encuentra en las Islas Caiman, y existe una
diferencia notoria en cuanto a tamafios entre los especimenes del continente (Cervantes-Martinez

et al. 2005), que puede no deberse a la alimentacion.

También es importante sefalar que se encontr6 un posible Leptodiaptomus que no ha sido
identificado en el altiplano de México, es necesario realizar un analisis mas detallado, pues

podria tratarse de un nuevo registro.

Los ejemplares de Leptodiaptomus siciloides tienen una identificacion provisional, pues es
necesario comparar con material de la localidad tipo, en este caso los Grandes Lagos de
Norteamérica. De confirmarse su identidad, seria el inico copépodo calanoideo con una

distribucion tan amplia

Cyclopoida

Podemos senalar que con respecto a este grupo de copépodos se tiene la base de datos mas amplia
a nivel global, y apenas se esté iniciando. No tenemos antecedentes de ningun grupo de trabajo
que haya logrado el éxito que nosotros hemos obtenido con este grupo. Hasta el momento hemos
podido identificar dos clusters compuestos por organismos que con los caracteres morfologicos
tradicionales serian identificados como Tropocylops aztequei. En este momento no ha sido

posible diferenciar ambos, por lo que a uno se le asigné un nombre provisional.

Por otro lado también hemos identificado otra especie que aparentemente es Acanthocyclops
robustus. Todos los expertos concluyen que este es un grupo de especies (Elias-Gutiérrez et al.
2008Db), a partir del que se han ido describiendo otras, por ejemplo A. rebecae Reid & Suarez-
Morales, 1999.

Otra especie muy comun en Quintana Roo fue Thermocyclops inversus, que ya ha sido

secuenciada con anterioridad (Elias-Gutiérrez et al., 2008)
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Macrocyclops albidus forma dos haplotipos bien definidos, sin llegar a un umbral para ser
considerados como especies diferentes, pero con consistencia geografica, uno del sureste y otro

del altiplano mexicano.

De los restantes ciclopoideos no ha sido posible identificar las especies, pues es sumamente
complejo realizar este trabajo y todas las secuencias obtenidas son recientes. Se ird actualizando
la base de datos conforme se identifiquen los especimenes y se validen con expertos en el tema,
pues como se menciono al inicio esta es la primera vez que un grupo amplio de especies se logra
secuenciar. La enorme ventaja es que la mayoria de estas secuencias se obtuvieron a partir de
fragmentos de los especimenes, o bien los huevos que portaban las hembras, quendando los
apéndices en su totalidad como vouchers, de tal forma que cada especimen que se muestra se
encuentra depositado en la coleccion de referencia, y no como en el caso de los rotiferos, que se
trata de individuos diferentes, de la misma poblacion y recolecta, pues es necesario utilizar todo

el ejemplar para obtener su secuencia.

Ostracoda

En este caso, aunque el resultado es modesto, pues solo se tienen 62 especimenes secuenciados y
de estos solamente 46 tienen mas de 500 pares de bases, es la primera vez que se logran
secuenciar ostracodos de agua dulce (Karanovic, com. pers.). El arbol con las especies
encontradas se encuentra en el Anexo 8. De hecho se nos han enviado especimenes de otros
paises para iniciar el trabajo con ellos y 4 de las 62 secuencias mostradas son de Corea, y

constituyen el punto de partida de material que se nos ha enviado para procesar.

Aparentemente el mayor problema es que se requiere disefiar oligonucledtidos especificos para
ese grupo, por lo que actualmente estamos trabajando en este tema. A pesar de que tenemos 16
especimenes que no alcanzarén la categoria de “Cddigos de Barras de Conformidad”, servirdn
para corroborar en lo futuro las identificaciones de este grupo, pues se ha demostrado que una
secuencia de hasta 100 pares de bases puede tener un 90% de confiabilidad para utilizarse como
un identificador (Meusnier et al. 2008), que de hecho es el marcador universal que se propone
para el futuro, pues con la tecnologia actual es posible obtener estas mini-secuencias en menos de

un dia.
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Los datos de esta secuencias fueron utilizados para elaborar la tesis de Sergio Cohuo Duran,
titulada “Revision Taxonomica (morfologica y molecular) de los ostracodos dulceacuicolas del
Centro-sureste de México” y cuya exposicion recibid el primer lugar en la XVII Reunion
Nacional y X Reunion Internacional de la Sociedad Mexicana de Planctologia celebrada el

pasado mes de abril de este afio, como ya se menciono.

El anélisis de codigos de barras nos permitié comprobar las identificaciones morfoldgicas, con lo
que se prueba que esta técnica es confiable para la identificacion de los ostracodos e incluso

reveld la posible existencia de especies cripticas.

El anélisis de las familias Darwinulidae y Limnocytheridae (Timiriaseviinae), nos permitio
observar una discriminacion muy clara. En el caso de Cypridopsis y Cyprinotinae el codigo de
barras indic¢ la existencia de posibles especies cripticas dentro de ambos géneros, que deberan
ser analizadas a detalle mas adelante. Cabe sefialar que el andlisis preliminar de los morfotipos de
las mismas es coincidente con el analisis molecular. Por otro lado las subfamilias Cyprettinae y
Cyclocypridinae, también se discriminaron correctamente de los demas grupos de especies
mexicanas. Los resultados obtenidos fueron también coincidentes con el origen geografico del
material estudiado. Esto se ve claramente con el género Cypridopsis, que fue la especie que conto

con mayor numero de secuencias.
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Peces

Del total de especimenes, el 94.7% de ellos fueron depositados en El Colegio de la Frontera Sur,
unidad Chetumal, el resto de los ejemplares fueron depositados en El Centro de Investigaciones y
de Estudios avanzados, Universidad Autdbnoma de Nuevo Leo6n, Instituto Politécnico Nacional,
México, Centro de Investigacion de Alimentacion y Desarrollo y en el American Museum Of

Natural History (Fig. 1).

En términos generales, los codigos de barras han sido excelentes para identificar a los peces en
todo el mundo y en este caso se confirma para los peces de México (Ver arbol en el Anexo 9). Se
ha demostrado que tienen mas de un 90% de eficiencia en la discriminacion de las especies
(Ward 2009; Wong et al. 2009; Steinke et al. 2009; Valdez-Moreno et al. 2010a). Esto ocurre
principalmente con las especies marinas. En el caso de las dulceacuicolas, existen grupos de
reciente evolucion, donde no es posible discriminar las especies con esta metodologia, como se
explicard mas adelante. Ademas una explicaciéon més detallada de este problema se trata en el

trabajo de Valdez-Moreno et al. (2007).

La divergencia intraespecifica promedio fue de 0.27%, mientras que la interespecifica fue de
12.12% promedio, lo que indica que esta metodologia funciona adecuadamente para el
reconocimiento de la gran mayoria de las especies de peces. Ademas no existe traslape entre la

divergencia intraespecifica e interespecifica, como se muestra en las Graficas 5y 6
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Grafica 5.- Muestra los valores de divergencia intraespecifica en peces.
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Grafica 6.- Muestra los valores de divergencia interespecifica en peces. Como se aprecia, no
tienen los mismos porcentajes de divergencia comparados con los de la Gréfica 5

Es importante sefalar que en los proyectos que forman parte de este informe, 57 especimenes
carecen de georeferencias, en la mayoria de los casos se debio a que las muestras de tejido
fueron obtenidas de mercados, por lo que no se sabe de donde fueron recolectadas exactamente.
El resto se debi6 a que algunos investigadores que tomaron muestras, no nos enviaron estos datos
a pesar de que en repetidas veces se les ha solicitado. También faltan 331 fotografias, es
importante mencionar que cerca del 80% de las faltantes, son filetes de pescado o muestras de
tejido a los cuales no se les tomaron fotografias, el resto seran subidas en el transcurso de esta

revision.

A continuacion se desglosan a grandes rasgos los resultados del proyecto. Para detalles se puede
consultar las publicaciones generadas con datos de estos proyectos (Valdez-Moreno et al. 2010a;
Valdez-Moreno et al. 2012) y otras previas (Valdez-Moreno et al. 2009a; Victor et al. 2010;
Pereira et al. 2010; Vasquez-Yeomans et al. 2011) .

El total de organismos secuenciados incluyé 34 ordenes, de los cuales 31 fueron de peces Oseos,

dos fueron de tiburones y uno pertenece al grupo de las rayas (Tabla 3)

Tabla 3.- Muestra los 6rdenes de peces que se procesaron durante este proyecto.

Ordenes No de indviduos | No de especies
secuenciados
Peces 6seos
Albuliformes 303 5
Anguilliformes 68 13
Ariidae 36 4
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Atheriniformes 64 9
Aulopiformes 16 7
Batrachoidiformes 11 2
Beloniformes 44 6
Beryciformes 15 7
Characiformes 153 6
Clupeiformes 160 12
Cypriniformes 79 16
Cyprinodontiformes 387 39
Elopiformes 19 2
Gadiformes 6 2
Gobiesociformes 12 2
Lepisosteiformes 1 1
Lophiiformes 14 5
Mugiliformes 35 4
Myctophiformes 10 4
Ophidiiformes 11 3
Perciformes 1803 248
Pleuronectiformes 68 15
Polymixiiformes 1 1
Salmoniformes 2 1
Scorpaeniformes 62 7
Stomiiformes 3 2
Synbranchiformes 20 2
Syngnathiformes 24 6
Tetraodontiformes 89 21
Tiburones
Carcharhiniformes 35 7
Lamniformes 3 1
Rayas
Torpediniformes 6 1

Como se aprecia en esta tabla, los 6rdenes con mayor nimero de especies fueron:

Perciformes (248 especies)
Cyprinodontiformes (39 especies)
Tetraodontiformes (21 especies)
Cypriniformes (16 especies)
Pleuronectiformes (15 especies)
Anguilliformes (13 especies)
Clupeiformes (13 especies)

Atheriniformes (9 especies)



En cuanto a los peces 6seos, se identificaron 118 familias, 179 géneros y 438 especies que

incluyen peces marino-estuarinos y dulceacuicolas (Ver Anexo 9).

Las familias con mayor nimero de especies se enlistan en la Tabla 4:

Familia No de especies  No de
ejemplares

Gobiidae 22 137
Cichlidae 19 173
Serranidae 17 106
Poeciliidae 16 212
Carangidae 15 87
Cyprinidae 14 67
Lutjanidae 14 142
Labridae 12 108
Haemulidae 12 98
Gerreidae 11 277
Sciaenidae 11 63
Pomacentridae 11 90
Cyprinodontidae 10 149
Labrisomidae 11 42
Scombridae 10 87
Clupeidae 9 125

El resto de las familias estan representadas por 9 a una especie.

Los casos de las especies donde los codigos de barras no funcionaron de manera adecuada, como

se menciond, porque presentaron valores menores a un 2.5% de divergencia fueron las siguientes:
Familia Characidae:
Astyanax mexicanus, Astyanax altior, Astyanax aeneus, Bramocharax caballeroi y Bramocharax

baileyi

Familia Atherinopsidae:

Poblana alchichica, Poblana letholepis y Poblana squamata

Familia Cyprinodontidae:

52



Cyprinodon artifrons, Cyprinodon beltrani, Cyprinodon simus y Cyprinodon maya. Estos son

parte del complejo de Cyprinodon de la Laguna de Chichancanab.

Familia Polynemidae

Polydactylus virginicus y Polydactylus octonemus

Familia Mugilidae
Mugil curema y Mugil trichodon

Familia Labrisomidae

Malacoctenus gilli y Malacoctenus macropus

Familia Cyprinidae

Gila conspersa y Campostoma

Familia Sciaenidae

Umbrina y Sciaenidae

Familia Sciaenidae

Pareques y Equetus lanceolatus

En los primeros tres casos todas las especies que conforman cada grupo a pesar de que existen
caracteres morfologicos que los pueden distinguir, presentan codigos de barras muy similares
debido a que su divergencia evolutiva es reciente. Actualmente estan siendo analizadas para
validar su estatus taxondémico, para mayor informacion ver la discusion de los articulos de peces
dulceacuicolas y marinos publicados para México (Valdez-Moreno et al. 2009b; Valdez-Moreno

et al. 2010b)

En el caso de Polynemidae, Mugilidae, Labrisomidae, Cyprinidae y Scianidae dos especies
formaron un solo grupo, por lo que requieren una revision detallada para saber si se trata de
sindbnimos o bien la divergencia de haplotipos es muy alta, y seria de los pocos ejemplos en que

este fenomeno se presenta en Actinopterygii.
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Otros casos (por ejemplo, Strongylura timucu y Bagre marinus) presentaron dos grupos bien
definidos con nombres iguales, por lo que requieren una revision profunda para decidir cual de

ambos tiene el nombre correcto y si se trata de especies diferentes.

Es importante mencionar que hay ejemplares que se dejaron identificados solamente a nivel de
orden (Perciformes), de familia Molidae, Gobiidae Batrachoididae, Syngnathidae,
Emmelichthyidae, Scorpaenidae) o género (Atherinella, Haemulon Acanthocybium,
Hirundichthys, Ophisternon, Opsanus, Albula, Microdesmus, Caranx, Decapterus, Diaphus
Apogon, Enneanectes, Ctenogobius, Serranus, Elacatinus Barbulifer, Menidia, Elacatinus,
Liopropoma, Eucinostomus, Cubiceps, Calamos, Bregmaceros, entre otros), debido a que
requieren un analisis sumamente detallado que no fue posible realizar hasta este momento. En
términos generales los principales problemas para identificar este material fue que necesitan una
revision mas exhaustiva, o se trata de larvas y/o juveniles y se necesita el adulto. También hay
casos de tejidos de filetes obtenidos en mercados, o bien no se ha colectado la especie por nadie
mas y por lo tanto no hay forma de comparar. Conforme se vayan resolviendo se ira corrigiendo

la base de datos.

Finalmente, considerando que existen 2600 especies de peces dseos descritas en México, este

trabajo representa el 16% del total reconocido para nuestro pais.

En el caso de elasmobranquios, en este proyecto se comenzo a trabajar por vez primera con
tiburones y rayas de México. Los codigos de barras separaron bien las especies del grupo. Se
secuenciaron 8 familias, 12 géneros y 11 especies, siendo el grupo de los Carcarinidos el mejor
representado con 6 especies (Ver arbol en el Anexo 9). La mayoria de las muestras provinieron

de filetes, por lo que es necesario trabajar mas con este grupo.
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Conclusiones Generales

En términos generales esta técnica tiene mas de un 90% de confiabilidad para reconocer a las
especies desde el zooplancton hasta peces, tal como se ha confirmado con otros grupos. Al ser

mayores las bases de datos, la confiabilidad de esta metodologia es cada vez mas solida.

Los codigos de barras han permitido reconocer una diversidad criptica de la cual no se sabia su
existencia. De ser asi, la importancia de nuestro pais como un acervo genético y de biodiversidad

serd atin mas relevante de lo que actualmente es.

Es necesario realizar un trabajo detallado con las especies interinas, sin embargo la forma
tradicional para describir una especie ya no se puede continuar. Es necesario realizar trabajos de
taxonomia integrativa donde se conjunten datos tradicionales con biogeograficos o
distribucionales, moleculares, ecofisiologicos y experimentos de hibridacion con especies
sexuales. No siempre es posible realizar este volumen de trabajo, sin embargo los tres primeros
mencionados ya se pueden extraer de las bases de datos generadas y junto con los especimenes

depositados podran facilitar el trabajo taxonomico futuro.

Actualmente México tiene una de las bases de datos mas grandes a nivel mundial para ambos
grupos trabajados en este proyecto (zooplancton y peces). Esto ha llevado a un reconocimiento
internacional y en junio del 2012 se design6 a nuestro pais como sede para llevar a cabo la II
Reunidn Internacional de Fish-Bol en el afio 2014, ya que la base de datos presentada durante la [
Reunidn celebrada en Seul (Corea), donde 26 paises y 500 delegados mostraron sus resultados

(Lee, in litt.), fue la mas grande, completa y diversa entre todos los participantes.
Es importante sefnalar que las bases de datos presentadas son proyectos vivos y en constante

actualizacion, por esta razon hacemos el compromiso de avisar a la CONABIO cualquier cambio

que se realize en éstas a partir de la fecha de aprobacion del Informe Final de este proyecto.
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DNA barcoding of freshwater Rotifera in Mexico: Evidence
of cryptic speciation in common rotifers

A.E. GARCIA-MORALES and M. ELIAS-GUTIERREZ
El Colegio de la Frontera Sur, Av. Centenario km 5.5, Chetumal, Quintana Roo 77014, Mexico

Abstract

DNA barcodes are useful tools to identify and discover new species in a wide range of taxa. Here, we report the first
barcode study of monogonont rotifers from fresh and brackish waters in Mexico, and discuss the taxonomic implica-
tions of this work. We used DNA barcodes based on the sequence of cytochrome oxidase I to examine patterns of
divergence among 417 specimens that represented 63 morphological taxa of rotifers. The mean sequence divergence
among conspecific rotifer individuals was 0.75%, whereas the mean sequence divergence among congeneric taxa was
20.8%. The barcodes could discriminate between all the morphospecies identified. Moreover, the barcoding data
revealed the presence of possible cryptic species in Ascomorpha ovalis, Lecane bulla, L. cornuta, L. curvicornis,
L. crepida, L. lunaris, L. hastata, Platyias quadricornis, Keratella cochlearis, Brachionus calyciflorus and Testudinella
patina, as well as in some forms and varieties such as B. quadridentatus {. brevispinus, B. quadridentatus f. cluniorbic-
ularis and Mytilina ventralis var. macracantha. Barcode analysis also enabled some forms and varieties of common
species to be identified as separate species. The results obtained support recent taxonomic revisions, such as the
recognition of the genus Plationus, and the presence of cryptic speciation in L. bulla. This work shows that DNA
barcoding identifies species effectively, can aid taxonomists by identifying cryptic species, and is an important tool
for resolving taxonomic controversies.

Keywords: cryptic species, DNA barcoding, Mexico, rotifers
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Introduction

Rotifera are a group of bilaterally symmetrical, eutelic,
pseudocoelomates (Wallace 2002) that encompass
approximately 2 000 taxa (Segers 2007). They are abun-
dant, microscopic animals (50-2 000 um) that are found
in freshwater and brackish habitats, from large, perma-
nent lakes to small temporary pools; they are also found
in the soil and in association with lichens and mosses
(Wallace et al. 2006). All rotifers possess three main
features: an anterior ciliated corona, a specialized pharynx
(the mastax) with hard jaws called trophi and a stiff body
wall called the lorica. In general, rotifers reproduce by
parthenogenesis and produce small propagules. These
propagules are resistant to harsh environmental condi-
tions and are adapted to ensure their passive dispersal
(Ricci & Balsamo 2000). Rotifers play a pivotal role in
aquatic food webs by transferring energy from bacteria
and algae to higher trophic levels, and in turn serve as
prey for invertebrate predators and fish fry (Arndt 1993;
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Ricci & Balsamo 2000; Wallace 2002). Owing to their pas-
sive dispersal, rapid reproduction and adaptability, roti-
fers have long been considered to be cosmopolitan
organisms. However, this assumption might reflect the
limited number of studies that have been conducted
from a geographical perspective (Gémez 2005; Segers
2008). Data on the distribution, diversity and ecology of
rotifers remain limited and are plagued by numerous
cases of misidentification; in addition, most studies have
focused on small, specific regions and few habitat types
(Segers & De Smet 2008).

Compared with other freshwater micrometazoans,
such as cladocerans and copepods, the true taxonomy of
rotifers remains unclear (Wallace 2002; Segers & De Smet
2008). The causes of this are well known: very few taxon-
omists have sufficient training to compensate for the lack
of knowledge about the systematics of rotifers (Segers
2008), and academic institutions often overlook the field
of taxonomy when allocating resources. Although some
proposals have been made to address the paucity of
knowledge about rotifer taxonomy (Pearson et al. 2011),
there are only a few specialists in the world who can
identify a rotifer reliably. In addition, it is especially
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difficult to identify most of the nonplanktonic taxa to the
species level because of their small size; this is particu-
larly the case for nonplanktonic taxa of rotifers that are
interstitial and benthic (Ricci & Balsamo 2000; Mark
Welch & Mark Welch 2005). Among monogonont roti-
fers, which represent almost 77% of species within the
phylum (Segers 2007), the ability to discriminate between
species on the basis of morphological characteristics is
limited by the high level of phenotypic variation, which
results from environmental factors, such as cyclomor-
phosis, and/or genetic factors (Serra et al. 1998; Wallace
et al. 2006). Phenotypic plasticity is an important charac-
teristic of monogonont rotifers, and different morpholog-
ical variants have often been described as different
species, subspecies, or forms (Segers & De Smet 2008).
Consequently, several factors contribute to the continued
uncertainty about the taxonomic status of certain mor-
photypes in some of the most common rotifer species
(Derry et al. 2003; Walsh et al. 2009).

Molecular studies of the well-studied, commercially
important rotifer Brachionus plicatilis have shown that this
taxon is in fact a cryptic species complex that contains at
least 14 genetically divergent lineages (Gémez et al.
2002b; Suatoni et al. 2006; Mills et al. 2007). The high
levels of divergence (12%—22%), absence of hybridiza-
tion, and extensive sympatry that were identified in these
studies suggest that these genetic lineages constitute sep-
arate species. However, these cryptic taxa show remark-
ably little morphological difference. Therefore, these
studies show that extensive genetic and ecological varia-
tion can occur alongside an apparent absence of morpho-
logical differentiation (Serra et al. 1997; Gémez et al.
2002a). It has been noted that such cryptic speciation is
probably common in other rotifers. Many molecular
studies have reported the presence of cryptic species in
monogonont taxa, for example, in Brachionus calyciflorus
(Gilbert & Walsh 2005; Xiang et al. 2010), Epiphanes senta
(Schroder & Walsh 2007), Keratella cochlearis (Derry et al.
2003) and Lecane bulla in the Chihuahuan Desert (Walsh
et al. 2009). In bdelloid rotifers, cryptic species have been
found in the genera Adineta, Rotaria and Philodina. The
cryptic diversity detected in the bdelloid rotifers is much
higher than that in other taxonomic groups (Fontaneto
et al. 2008, 2009, 2011). These studies provide ample evi-
dence of how molecular techniques can be important
tools for understanding the nature of genetic differentia-
tion, which is also relevant to rotifer taxonomy.

DNA barcoding based on the sequence of the mito-
chondrial gene that encodes cytochrome oxidase I (COI)
has been used to discriminate between species within
many taxa, but it is also a useful tool to identify unde-
scribed invertebrates (Blaxter ef al. 2004; Hogg & Hebert
2004; Cywinska et al. 2006; Elias-Gutiérrez et al. 2008)
and vertebrates (Borisenko et al. 2008; Clare et al. 2008;

Valdéz-Moreno et al. 2009). In recent reports, barcodes
have been included among the features used to describe
new cryptic vertebrate and invertebrate species from
Mexico and elsewhere (Elias-Gutiérrez & Valdéz-Moreno
2008; Montiel-Martinez et al. 2008; Quiroz-Vazquez &
Elias-Gutiérrez 2009; Lara ef al. 2010; Chen et al. 2011).

Notwithstanding the potential of COI DNA barcodes
for taxonomic identification, their use has been demon-
strated in only eight taxa of rotifers. Consequently, it is
important to verify whether or not the application of
such barcodes can deliver similar taxonomic resolution
in rotifers to that obtained in other taxa. In the study
reported herein, we examined sequence variation in
the COI gene of monogonont rotifers to test the utility
of COI barcodes in taxonomic identification for this
taxon. At present, approximately 300 rotifer species
have been reported in Mexico using traditional taxo-
nomic approaches (Sarma 1999; Garcia-Morales & Elias-
Gutiérrez 2004; Walsh et al. 2009). However, this number
could be an underestimate resulting from taxonomic
problems that arise from the use of morphological char-
acteristics alone.

Materials and methods

Sampling and species identification

Rotifers were collected with plankton nets at different
localities in Mexico from December 2008 to September
2011 (Fig. 1; Data S1, Supporting information). For com-
parative purposes, we used a few individuals collected
from Ontario, Canada. Different habitats were consid-
ered during the sampling (plankton, sediment, aquatic
vegetation). Samples were fixed with 96% ethanol,
replacing all water. In the laboratory, specimens were
sorted from the samples and stored in PCR tubes with
96% ethanol until their DNA extraction. Each PCR tube
contained one single rotifer to be processed. The size of
the specimens ranged from 60 to 700 um. Specialized
literature was used to identify all material morphologically
to the species level (Koste 1978; Koste & Shiel 1987, 1989;
Segers 1995a), although a few speciments could only be
identified to the genus level or higher. Voucher speci-
mens were mounted on slides from the same clonal
population representing each morphospecies, and
deposited in the Reference Collection at El Colegio de la
Frontera Sur unit Chetumal (hereafter Ecosur Chetumal).
These specimens were mounted in a mix of glycerol and
formalin, and sealed with Depex Mounting Medium.
Photographs of the specimens, as well as collection data,
are available in the project file ‘Freshwater Rotifera from
North America, code AGROT on the Barcode of Life
Data System (BOLD) at http://www.barcodinglife.org
and GenBank (see Data S2, Supporting information).

© 2013 Blackwell Publishing Ltd
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DNA extraction, amplification, and sequencing

DNA extraction and PCR reactions were carried out at
Ecosur Chetumal using the standardized protocols of
this facility. DNA was extracted from the whole body in
accordance with a modified HotShot protocol (Montero-Pau
et al. 2008), and rotifers were digested using 30 ul of
alkaline lysis buffer (NaOH 25 mM, disodium EDTA
0.2 mM, pH 8.0) into 0.2-mL tubes and crushed against
the sides in the bottom of the tube. Each sample was
incubated at 95 °C for 30 min and stored on ice for
3-4 min. A further 30 ul of neutralizing buffer was
added to each tube and every sample was spinned
down. A 660-bp segment of COI was amplified using
the primers LCO1490 and HCO2198 (Folmer ef al. 1994).
PCR amplifications were performed according to the
standard Barcode of Life protocol (Hajibabaei et al. 2005).
The PCR mix contained a final volume of 12.5 L, includ-
ing 6.25 uL of 10% trehalose, 2 uL of ultrapure water,
1.25 uL of 10 x PCR buffer, 0.625 uL of MgCl, (50 mM),
0.125 uL of each primer (0.01 mM), 0.0625 uL. of each
dNTP (0.05 mM), 0.06 uL. of TagDNA polymerase
(Platinum® Taq from Invitrogen), and 2.0 uL of DNA
template.

The PCR reactions were performed in 96-well plates
using an Eppendorf thermal cycler. Thermocycling com-
prised an initial step of 1 min at 94 °C, 5 cycles of 40 s at

94 °C, 40 s at 45 °C and one min at 72 °C, followed by 35
cycles of 40 s at 94 °C, 40 s at 51 °C and 1 min at 72 °C,
with a final step of 5 min at 72 °C. PCR products were
observed in 2% agarose gels (E-Gels©, Invitrogen) and
the most intense products were selected for sequencing.
Products were labelled with BigDye© Terminator v.3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc.), and
sequenced bidirectionally on an ABI 3770 automated
sequencer. COI sequences were edited using SeqApp 1.9
sequence editor and aligned with CLUSTAL W (with
default parameters). Sequence data for all specimens are
available in the project on BOLD and the accession
numbers to GenBank are provided in Data S2 (Support-
ing information). Sequencing was realized in the
mega-facility of the Biodiversity Institute of Ontario at
the University of Guelph, Canada.

Data analysis

The Kimura two-parameter (K2P) distance model was
used to calculate genetic divergences (Kimura 1980).
Genetic distances were calculated at the species and
genus levels. A Neighbor-Joining (N]J) tree was created to
provide a graphical representation of the patterns of COI
divergences between rotifer species using the K2P model
(Saitou & Nei 1987) and a simplified tree was constructed
using the MEGAD software (Kumar et al. 2004).

Table 1 Genetic divergences (K2P) at species and genus levels for the rotifer taxa included in this study

Comparisons Number of Minimum Mean distance Maximum

within comparisons (%) (%) (%) S.E.(%)
Species 1181 0 0.75 2.99 0.026
Genera 14 181 6.51 20.85 30.84 0.028

© 2013 Blackwell Publishing Ltd
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Fig. 2 Distribution of the genetic distances (K2P) within and
between the rotifer species sampled.

Singletons (sole species or single specimen branches)
were removed from the tree because we believe they
deserve further studies with more sequencing from the
same population. We used divergence values greater
than 3% as the threshold for the delimitation of species
(Hebert et al. 2003) and calculated identification success
as the percentage of test specimens correctly placed in
their taxon.

Results

A total of 417 specimens from 63 morphological taxa
were sequenced. The morphological taxa that were iden-
tified in this study and additional information are shown
in the Data S4 Table (Supporting information). The gen-
era with the most species were Brachionus and Lecane,
with 13 and 19 taxa respectively. The mean intraspecific
and interspecific genetic distances for all taxa were 0.75%
and 20.8% respectively (Table 1). Interspecific variation
ranged from 6.5% (between Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularis and B. quadridentatus f. cluniorbicularis
AEGI) to 30.8% (between Trichocerca longiseta and T. sty-
lata). No overlap occurred among species because intra-
specific genetic variation was consistently lower than
interspecific distances (Fig. 2).

In our simplified NJ tree, seven families formed cohe-
sive groups (Fig. 3), but five of these families (Trichoc-
ercidae, Brachionidae, Lecanidae, FEuchlanidae and
Trichotriidae) formed several small subgroups (Fig. 3).
For example, in the family Brachionidae, the genera
Platyias, Plationus, and Brachionus formed a single
subgroup, whereas the genera Notholca, Keratella and
Kellicottia formed three separate subgroups. In the family
Euchlanidae, Beauchampiella, Dipleuchlanis, Tripleuchlanis
and Euchlanis each formed a single subgroup and five
subgroups were identified within the family Lecanidae.
In general, the COI barcodes could successfully discrimi-
nate between rotifer species. Among the 63 morphospe-
cies, 22% formed two or more clusters, which were
analysed in detail as described in the following section.
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Fig. 3 Simplified NJ tree of 63 morphological taxa from Mexico.
Tree is based upon K2P distances.
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A full NJ tree for all 417 individuals showed that the taxa
formed well-defined groups, and there was agreement
between the molecular barcodes and morphological
identifications (Data S3, Supporting information). Good
resolution was observed in Brachionus havanaensis, the
B. plicatilis complex and Keratella americana. The barcodes
discriminated correctly between different populations of
these species, and the variation followed the geographi-
cal distribution of the species. The divergence observed
in the populations of Plationus patulus that we examined
corroborated the taxonomic position of Plationus as a
valid genus separate from Brachionus (Segers et al. 1993;
Reyna-Fabian et al. 2010). However, cryptic speciation
appeared to be an important factor in populations of 14
taxa (Ascomorpha ovalis, Lecane bulla, L. cornuta, L. curvi-
cornis, L. crepida, L. lunaris, L. hastata, Platyias quadricornis,
Keratella cochlearis, Brachionus calyciflorus, B. quadridenta-
tus f. brevispinus, B. quadridentatus f. cluniorbicularis, Myti-
lina ventralis var. macracantha and Testudinella patina).
Members of these taxa showed high divergence (>3%)
among populations and sometimes among individuals at
the same location, as in the case of L. bulla. In the latter
species, some individuals from the same water body in
Quintana Roo State in the Yucatan Peninsula had a mean
divergence of 15.6%. Conversely, in most cases, this
cryptic speciation occurred only among populations at
distinct geographical locations.

The levels of COI divergence among the sequenced
cryptic species (mean, 20.85%) were similar to the
9%-23% levels of COI divergence found in other studies
(Gomez et al. 2002b; Gilbert & Walsh 2005; Schroder &
Walsh 2007; Walsh et al. 2009; Xiang ef al. 2010). In
addition, three forms of Brachionus (Brachionus angularis
f. pseudodolabratus, B. quadridentatus f. brevispinus and
B. quadridentatus f. cluniorbicularis) and two varieties of
Muytilina (Mytilina ventralis var. macracantha and Mytilina
ventralis var. brevispina) had high levels of genetic diver-
gence (means varied between 15.87% and 21.70%).
The high levels of genetic divergence suggested
that they are, in fact, different species with restricted
distributions.

Discussion

This study is the first barcode survey of a large number
of monogonont rotifers. The results demonstrate that the
COI gene has the potential to be an effective taxonomic
identification system for most rotifers, with the
divergence among conspecific individuals being lower
than 1%. The only exception was Platyias quadricornis, for
which some specimens showed 2.9% divergence. Rates
of divergence among genera (mean 20.8%) fall within the
9%—23% range reported for other monogonont and bdel-
loid rotifers (Gomez et al. 2002b; Gilbert & Walsh 2005;

© 2013 Blackwell Publishing Ltd

Schroder & Walsh 2007; Walsh et al. 2009; Xiang et al.
2010; Fontaneto et al. 2011), and for other groups, such as
freshwater Copepoda (mean, 17.8%), freshwater Clado-
cera (mean, 17.6%) (Elias-Gutiérrez et al. 2008), freshwater
amphipods (4.4%-29.9%) (Witt et al. 2006) and Collem-
bola (mean, 19%) (Hogg & Hebert 2004). Thus, the levels
of divergence among rotifer taxa in this analysis were
high and, as a result, species recognition was straightfor-
ward. Therefore, our data support the effectiveness of
COI sequences for discriminating between species and
detecting possible cryptic taxa.

The application of barcoding also grouped confamilial
species, with 7 of the 12 families forming cohesive
groups. The exceptions were the families Brachionidae,
Euchlanidae, Lecanidae, Trichocercidae and Trichotrii-
dae (Fig. 3), probably because of undersampling of the
overall taxon diversity in these families (Hebert et al.
2003; Ball et al. 2005). Homoplasy is another possible
cause of this failure to form cohesive groups, although
Ball et al. (2005) have mentioned the low likelihood that
very divergent taxa will converge on near-identical bar-
codes. Interestingly, results from a phylogenetic study
by Sorensen & Giribet (2006), which combined molecular
and morphological data, suggest that Brachionidae,
Trichocercidae and Trichotriidae are not monophyletic
families. Although Sorensen & Giribet (2006) identified
Lecanidae and Euchlanidae as monophyletic groups,
they only examined three Lecane species (L. bulla, L. elsa,
and L. leontina) and two Euchlanis species (E. alata and
E. dilatata). Additional phylogenetic analyses, including
investigation of Beauchampiella, Dipleuchlanis and Trip-
leuchlanis, will be necessary to elucidate the relationships
within Euchlanidae. We think that limited sampling may
account for the apparent lack of cohesiveness in Lecani-
dae. Nonetheless, given the high intraspecific variability
of this family and the difficulty in ascertaining its true
taxonomy, the relationships among species within Leca-
nidae remain unclear (Segers 1995a).

Hidden diversity

The possibility of cryptic speciation was revealed in
Lecane bulla sensu lato, which is one of the most common
and eurytopic species of the genus Lecane (Segers &
Savatenelinton 2010). In this study, L. bulla was separated
into eight genetically divergent clusters on the basis of
the barcodes; the average divergence of these clusters
was 14.69%. This finding is not surprising, given that
L. bulla has been mentioned as one of the species that
show intraspecific variability that surpasses the limits
of the specific diagnosis developed to distinguish it
from other species within the genus Lecane (Segers
1995a). In a recent molecular study that involved analy-
sis of COI sequences, Walsh et al. (2009) reported cryptic
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speciation (three genetic lineages) in 22 populations of
L. bulla from the Chihuahuan Desert. These lines had
mean genetic divergences that ranged from 0.9% to
16%. We analysed 18 populations of L. bulla from differ-
ent types of freshwater systems from Central Mexico,
the Gulf of Mexico and Southeast Mexico. These regions
have very distinct environments and geological history.
Thus, this morphologically variable taxon deserves
further attention to confirm the extent of speciation
within it.

In L. cornuta, we found three genetic groups that
showed a mean divergence of 15.97%, whereas L. curvi-
cornis, L. crepida, L. lunaris and L. hastata were each
divided into two divergent lineages (mean divergences
of 15.79%, 9.69%, 21.14% and 17.45% respectively). These
five cosmopolitan species show intraspecific variation
that is sufficiently high to have led to the description of
several related taxa and frequent changes in their taxo-
nomic classification (Segers 1995a). Keratella cochlearis is a
taxon that shows morphological variation in the size and
length of the caudal spine (Koste & Shiel 1987). In a
recent molecular analysis, relatively high divergence
(4.4%) was detected between spined and unspined forms
of K. cochlearis, which suggests that they are different
species (Derry et al. 2003). In this study, barcode analysis
discriminated between two genetic clusters with a mean
divergence of 7.49%. It is thought that this variability is
correlated with environmental factors (Stemberger &
Gilbert 1984; Koste & Shiel 1987).

The cosmopolitan species Brachionus calyciflorus
shows considerable variation in morphology, particu-
larly in terms of spine development (Koste & Shiel 1987).
As a result, the true taxonomy in this taxon remains diffi-
cult to determine, with many described subspecies and
variants. Consequently, this taxon is also in need of thor-
ough revision (Segers 2007). Recent molecular studies
demonstrated that this taxon is a complex of cryptic
species (Gilbert & Walsh 2005; Xiang et al. 2010). For
example, Gilbert & Walsh (2005) found three distinct
groups that are genetically and morphologically consis-
tent. In addition, these three groups were concordant
with their geographical distribution and showed repro-
ductive isolation. In this study, on the basis of the
barcodes, B. calyciflorus was divided into two genetic
clusters with a mean divergence of 13.93%. One cluster
was from Tabasco, on the Gulf of Mexico, and the other
was from the highlands of Central Mexico.

Another species that is considered to be both cosmo-
politan and morphologically variable is B. quadridentatus.
Diverse forms are known in this taxon, and its popula-
tions differ in terms of the lengths of the anterior-median
and posterior spines. In the present study, we identified
the forms B. quadridentatus f. brevispinus and B. quadri-
dentatus f. cluniorbicularis. The barcode analysis revealed

three divergent groups in brevispinus and two groups in
cluniorbicularis, which showed mean divergences of
18.46% and 6.5% respectively. The B. quadridentatus
f. brevispinus clusters were from Southeast Mexico and
the B. quadridentatus f. cluniorbicularis clusters were from
the Baja California peninsula and Tabasco State, on the
coast of the Gulf of Mexico.

Four genetic clusters were identified in Mytilina ven-
tralis var. macracantha, three of which were from South-
east Mexico and one from Central Mexico. The mean
divergence of these clusters was 20.19%. We observed
some morphological differences in body shape and
length of the spines among the specimens analysed
(compare specimens CTMO0017, ECOCHZ-AG0504,
ECOCHZ-AG0735, ECOCHZ-AG0756, and ECOCHZ-
AG0884 in the AGROT project in BOLD). Ascomorpha
ovalis is a planktonic and cosmopolitan species that is
found commonly in association with dinoflagellate
blooms (Radwan & Bielanska-Grajner 2002). We col-
lected the specimens of A. ovalis from two freshwater
systems in which Ceratium sp. was present. The barcode
analysis divided A. ovalis into two genetic groups, both
from Central Mexico, at altitudes of 2800 and
2 500 metres above sea level respectively. These two
genetic clusters showed a mean divergence of 9.56%.

Testudinella patina and Platyias quadricornis belong to
swimming-crawling animals that inhabit aquatic systems
associated in general with plants (Koste & Shiel 1987).
These planktobenthic species have a rounded shape and
are flattened dorsoventrally. On the basis of our results,
P. quadricornis was separated into two clusters that were
clearly distinct and geographically consistent. One was
from Veracruz on the Gulf Coast and the other from
Quintana Roo, further to the southeast. The mean genetic
distance between these two clusters was 20.67%. The
specimens from Veracruz were smaller, more rounded
and the distances between the posterior spines were not
as far from each other as in the specimens from Quintana
Roo (compare specimens CTM0001, CTM0007, CTM0038,
CTMO0045, CTM0056, ECOCHZ-AG0365, ECOCHZ-AG0366,
ECOCHZ-AG0375, ECOCHZ-AG0381, ECOCHZ-AG0443,
ECOCHZ-AGO0521, and ECOCHZ-AGO0531 in the AGROT
project in BOLD). In T. patina, the barcode analysis
revealed two divergent clusters with a mean divergence
of 28.87%. The clusters were from Veracruz and Camp-
eche on the Gulf of Mexico. We detected only slight
morphological differences between them.

Remarks on some common genera

Genus Mytilina. Mytilina contains littoral and benthic
species. Mytilina ventralis is the most common species in
the genus and has been reported from all around the
world. The shape and size of the lorica and spines in this

© 2013 Blackwell Publishing Ltd
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species are highly variable. Indeed, two varieties of M.
ventralis have been described: the short-spined brevispina
and the long-spined macracantha (Koste & Shiel 1989). In
this study, specimens of M. ventralis var. brevispina from
Ontario, Canada and Central Mexico showed a mean
divergence of 21.70% from M. ventralis var. macracantha
from Southeast Mexico. This large genetic difference
indicates that these two taxa require a taxonomic revi-
sion to clarify their status.

Genus Plationus. Certain species in the genus Plationus
(Plationus patulus, P. patulus var. macracantha, P. polyacan-
thus and P. felicitas) have been assigned alternatively to
two genera, Brachionus and Platyias. In 1993, Segers and
collaborators assigned these four taxa to the genus
Plationus on the basis of scanning electron microscope
images of the trophi. More recently, Reyna-Fabian et al.
(2010) used analysis of the COI gene to investigate the
taxonomic status of Plationus. Their results corroborated
the validity of including Plationus patulus and P. patulus
var. macracanthus within the genus Plationus. In this
study, we have confirmed their conclusion. In our work,
the mean of the genetic distances between Plationus and
Brachionus, and that between Plationus and Platyias
(18.97%), falls within the 16.9% to 25.8%, a similar range
found by Reyna-Fabian et al. (2010) between different
genera of Brachionidae. On the other hand, genetic
divergences between our P. patulus sequences and those
of Plationus patulus and Plationus patulus macracanthus
isolate Mgl1 sequences (accession numbers AF416995,
DQ297786, DQ664502, and DQ664503) were 19% and
17% respectively. These values indicate the possibility
that cryptic species occur within the two isolates. It
should also be noted that whereas our P. patulus speci-
mens were collected in South Mexico, the Plationus patu-
lus macracanthus Mgll specimens were collected in
Central Mexico (Reyna-Fabian et al. 2010).

Genus Keratella. Keratella americana is a common species
throughout the Americas. Within this species, the mean
level of divergence within populations was 0.81%, in
populations as distant as those from Baja California
Sur, where there is a semi-desert environment, and
those from the typical humid tropical environments of
Quintana Roo. The low divergence among popula-
tions suggests a substantial capability of this species
to disperse. In addition, its colonization of different
areas probably occurred relatively recently. Given that
the populations are very similar genetically, it is likely
that dispersal occurred through migratory birds and
wind.

Genus Brachionus. Brachionus havanaensis, which is also
common in the Americas, showed relatively low

© 2013 Blackwell Publishing Ltd

sequence divergence (mean divergence, 1.54%). However,
on the basis of light microscopy and photographs,
we noticed some clear morphological differences in
terms of the length of the anterior and posterior spines
among individuals sequenced in this study (specimens
ECOCHZ-AG0461A, ECOCHZ-AG0428, ECOCH-AG0395
and ECOCHZ-AG0368 in the AGROT project in BOLD).
It has been reported that this type of morphological vari-
ation in B. havanaensis is caused by differences in the
presence of predators as well as variables such as avail-
ability of food and temperature (Garcia et al. 2007;
Pavon-Meza et al. 2007; Aranguiz-Acuna et al. 2010, 2011).
The presence of predators, such as Asplanchna species,
Acanthocyclops ~ robustus and Ambystoma mexicanum,
induces the development or growth of anterior and pos-
terior spines and increases the lorica length and width in
various species of rotifer (Garza-Mourino et al. 2005;
Garcia et al. 2007; Gilbert 2009, 2011). The low level of
congruence that was observed among the populations
with respect to their barcode data is consistent with their
high level of morphological variability.

Despite its commercial and scientific importance, the
taxonomic status of B. plicatilis remains unclear because
only 3 of 14 possible cryptic species have been described
formally (Segers 1995b; Ciros-Pérez et al. 2001). We
found three populations of the B. plicatilis complex in
three different localities that are considered to be saline
ecosystems (Alcocer & Hammer 1998): (i) an inland
lagoon on Isla Mujeres, Quintana Roo; (ii) a tecto-volcanic
lake (Cuitzeo) in Central Mexico; and (iii) a coastal mar-
ine lagoon (Sontecomapan) on the coast of the Gulf of
Mexico. All the individuals sequenced in this study
formed a single cluster with low divergence (mean diver-
gence, 1.5%). Blast searches in the GenBank database
confirmed the identity of the individuals analysed as the
Brachionus sp. ‘Almenara’. The mean genetic distance
between our sequences and the isolates of Brachionus sp.
‘Almenara’ Indianrocksl, Lostlakel and Pettaquam-
scuttl, 2 and 3 from the USA (Suatoni et al. 2006; Stelzer
et al. 2011) was 1.2%. Our results support the view that
this taxon has a high capability for long-distance dis-
persal and colonization of distant habitats because the
‘Almenara’ group was described originally in Spain. It
was detected subsequently in the USA, and is now
shown to occur also in Mexico. The identical or similar
genetic makeup of these populations suggests that colo-
nization events must have occurred relatively recently
and rapidly. However, given that selection may also
result in a similar genetic makeup, caution is warranted
when attempting to draw any conclusions on this issue.
We also cannot rule out the possibility of invasion of this
species through human activities, such as in ballast water
from ships, with subsequent dispersal by aquatic birds.
For example, it has been reported that Kellicottia bostoni-
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ensis was introduced to Sweden through transfer of
ballast water from North America (Arnemo et al. 1968),
whereas Keratella americana and Brachionus havanaensis
were introduced to Vietnam by ships and aircraft (Segers
2001).

The mean divergence between B. angularis f. pseudodo-
labratus and B. angularis (15.87%) indicates that they are
different species. The high genetic divergence (18.16%)
between B. quadridentatus f. brevispinus and B. quadrident-
atus f. cluniorbicularis also suggests that these two forms
are different species. Whereas B. quadridentatus f. brevispi-
nus has median-anterior and posterolateral spines that
are shorter than the typical form, B. quadridentatus
f. cluniorbicularis lacks caudal spines. Gilbert (2001) anal-
ysed spine development in B. quadridentatus females that
were hatched from resting eggs collected in a billabong
in Australia. He cultured some of these females for up to
four generations and mentioned the possibility that two
genotypes existed in the studied billabong: one that pro-
duced the basic phenotype (typical form with long
spines) and another with short spines (possibly the brevi-
spinus form). However, he could not establish whether
these two categories reflected a genetic polymorphism
within a single species or whether they were two
separate sibling species.

It has been recognized that local environmental fac-
tors such as salinity and temperature might promote
genetic differentiation in rotifers (Derry et al. 2003; Xiang
et al. 2010). For example, populations of the B. plicatilis
complex from saline lakes in Canada had a greater
genetic diversity than was found in populations of the
freshwater species Keratella quadrata (Derry et al. 2003).
In addition, Alcantara-Rodriguez et al. (2012) reported
the first population of the B. plicatilis complex that was
adapted locally to low salinity in a freshwater crater lake
in Central Mexico. Such populations are isolated geneti-
cally and reproductively from populations in Spain.
However, the highest cryptic diversity has been found
among bdelloid rotifers (up to 36 taxa in Adineta vaga)
(Fontaneto et al. 2011). This extraordinary hidden diver-
sity was attributed to habitat heterogeneity (different
cryptic species were associated with different habitats),
as well as strictly parthenogenetic reproduction and a
high potential for dispersal (Fontaneto et al. 2009, 2011).
Similarly, in this study, most of the cryptic taxa were
associated with different habitats, although most were
harboured within aquatic vegetation (see Data S4, Sup-
porting information). It is likely that processes such as
rapid population growth after a historical colonization
event with persistent founder events in combination
with rapid adaptation to the local conditions (monopoli-
zation hypothesis) (De Meester et al. 2002) contributed to
the genetic differentiation among the populations
included in this study.

Notes on biogeography. Most of the taxa that were analy-
sed in this study are considered to comprise cosmopoli-
tan species, and apparently show large distribution
ranges. However, we found cryptic speciation in several
of these cosmopolitan taxa. Dumont (1983) and Segers
(1996, 2008) stated that the high proportion of wide-
spread taxa observed in Rotifera is a result of insufficient
taxonomic resolution to detect cryptic species. In addi-
tion, many habitat types and regions around the world,
including Mexico, remain unstudied in terms of rotifers.
Fontaneto et al. (2012) pointed out that the effect of
sampling bias might mask distributional patterns of
diversity, and concluded that this factor should be
considered carefully when drawing conclusions from
distributional analysis. In addition, there is a need for
additional taxonomic studies throughout the world to
understand the processes that drive global patterns of
rotifer diversity. Indeed, recent studies have illustrated
the complex patterns of diversity and distribution in this
group (see Dumont 1983; Segers 1996, 2003; for more
detail), which spans the spectrum from full cosmopoli-
tanism to local endemism (Segers & De Smet 2008).

Although most of the taxa recorded in this study
(40 taxa) comprise cosmopolitan species (see Data S4,
in Supporting information), we detected some distribu-
tional patterns in a few of them. For example, eight
species of Lecane analysed in this work are considered
to be tropicopolitans and are distributed mainly in the
Mexican tropical lowlands of the southeast of the coun-
try (Neotropical region). This pattern reflects a latitudi-
nal gradient (tropical and subtropical) that was
documented previously in this genus (Segers 1996).
Other taxa, such as Asplachna silvestrii, Brachionus ha-
vanaensis, Lecane spinulifera, Kellicottia bostoniensis, Kera-
tella americana and K. morenoi, are both Neotropical and
Nearctic. In particular, B. havanaensis and K. americana
are widespread throughout the Americas, although
some isolated populations of these taxa have been
found in the eastern hemisphere. It is likely that these
findings are the result of introductions that result from
human activities (Segers 2001). Lecane spinulifera, which
was described originally in Haiti (Segers 1995a), has
since spread to Brazil, Southern Mexico, and the South-
ern United States, which might reflect its temperature
preferences.

In this study, the cosmopolitan K. cochlearis was found
in temperate highlands. We discovered possible cryptic
speciation in this species, and we suspect that
topographical complexity within its range and/or local
environmental conditions might account for this. In fact,
this taxon has been recognized as a species complex, and
it has been suggested that the diversity of this group is
the result of its relatively recent radiation in North
America (Segers & De Smet 2008).

© 2013 Blackwell Publishing Ltd
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Conclusions

The results of this study have shown that COI barcodes
can be used to distinguish the majority of recognized
rotifer species examined in this work. Barcodes can be
used as a complementary tool to support species identi-
fication in Rotifera, but we emphasize that DNA
barcoding should not be seen as a replacement for
traditional taxonomic approaches. Barcodes are particu-
larly useful to pinpoint cases of deep genetic divergence
that may reveal previously overlooked species. The evi-
dence for cryptic species and their apparent limited
geographical distributions suggest that rotifer fauna
and the processes that promote their diversity are still
poorly understood. The potential underestimation of
this biodiversity is particularly important because fresh-
water systems are threatened increasingly by human
activities, including those thought to be responsible for
climate change. Integrative studies that involve molecu-
lar, morphological, reproductive and ecological data are
needed in order to understand this hidden diversity
better. Finally, it is necessary to study larger geographi-
cal areas to elucidate the full extent of genetic differen-
tiation of these interesting animals, which are one of
the dominant groups in the continental waters of the
world.
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Filinia sp.|ECOCHZ-AGO777|Mexico.Mexico State

Filinia sp.|ECOCHZ-AG0779 |Mexico.Mexico State
Filinia sp.|ECOCHZ-AG0778 |Mexico.Mexico State
Filinia sp.|ECOCHZ-AG0780 |Mexico.Mexico State
Filinia sp.|ECOCHZ-AG0781 |Mexico.Mexico State
Testudinella patina|CTMO0016 |Mexico.Veracruz
Testudinella patina|CTM0047 |Mexico.Veracruz
Testudinella patina|CTM0035|Mexico.Veracruz
Testudinella patina|CTM0046|Mexico.Veracruz
rTestudinella patina AEGS5|ECOCHZ-AG0697|Mexico.Campeche
Testudinella patina AEG5|CTMO0015|Mexico.Veracruz
ITestudinella patina f. intermedia|ECOCHZ-AG0731|Mexico.Mexico State
Testudinella patina f. intermedia|ECOCHZ-AG0730|Mexico.Mexico State
ICephalodella cf. gibba|ECOCHZ-AG0828 |Mexico.Mexico State
Cephalodella cf. gibba|ECOCHZ-AG0826|Mexico.Mexico State
Dicranophorus sp.|ECOCHZ-AG0580|Mexico.Chiapas
_____4Dicranophorus sp. |ECOCHZ-AGO0577 |[Mexico.Chiapas
Dicranophorus sp.|ECOCHZ-AG0581 |Mexico.Chiapas
Lepadella cf. quadricarinata|ECOCHZ-AG0327|Canada.Ontario
Lepadella cf. quadricarinata|ECOCHZ-AG0338|Canada.Ontario
Lepadella cf. quadricarinatal|ECOCHZ-AG0337|Canada.Ontario
Lepadella cf. quadricarinata|ECOCHZ-AGO0318|Canada.Ontario
Lepadella cf. ovalis|ECOCHZ-AG0566 |Mexico.Chiapas
Lepadella cf. ovalis|ECOCHZ-AG0768|Mexico.Chiapas
Lepadella patella|ECOCHZ-AG0723|Mexico.Mexico State
Lepadella patella|ECOCHZ-AG0724|Mexico.Mexico State
Mytilina ventralis var. macracantha AEG3|ECOCHZ-AG0756|Mexico.Campeche
Mytilina ventralis var. macracantha AEG3|ECOCHZ-AG0958.1|Mexico.Campeche

Mytilina ventralis var. brevispina|ECOCHZ-AG0736|Mexico.Mexico State
Mytilina ventralis var. brevispina| ECOCHZ-AG0340]|Canada.Ontario
Mytilina ventralis var. brevispina|ECOCHZ-AG0336|Canada.Ontario
Mytilina ventralis var. brevispina|ECOCHZ-AG0343|Canada.Ontario
Mytilina ventralis var. brevispina| ECOCHZ-AG0342]|Canada.Ontario

M

Mytilina ventralis var. macracantha|CTM0017|Mexico.Veracruz
ytilina ventralis var. macracantha|CTM0054 |Mexico.Veracruz
Mytilina ventralis var. macracantha|ECOCHZ-AGO0377|Mexico.Veracruz
Mytilina ventralis var. macracantha|ECOCHZ-AG0520 |Mexico.Veracruz
Mytilina ventralis var. macracantha|ECOCHZ-AG0376|Mexico.Veracruz
Mytilina ventralis var. macracantha AEG2|ECOCHZ-AG0771|Mexico.Chiapas
Mytilina ventralis var. macracantha AEG2|ECOCHZ-AG0884|Mexico.Quintana Roo
Mytilina ventralis var. macracantha AEG4|ECOCHZ-AG0735|Mexico.Mexico State
Mytilina ventralis var. macracantha AEG4|ECOCHZ-AGO0817|Mexico.Mexico State
Mytilina ventralis var. macracantha AEG4|ECOCHZ-AG0734|Mexico.Mexico State
Keratella morenoi|ECOCHZ-AG0804 |Mexico.Mexico State
Keratella morenoi |ECOCHZ-AGO0786 |Mexico.Mexico State
Keratella morenoi |ECOCHZ-AG0785|Mexico.Mexico State
Keratella morenoi|ECOCHZ-AG0783|Mexico.Mexico State
Keratella tropical|ECOCHZ-AG0919.1|Mexico.Quintana Roo
___{Keratella tropica | ECOCHZ-AG0537 |[Mexico.Quintana Roo
Keratella tropical| ECOCHZ-AG0533|Mexico.Quintana Roo
Trichocerca longiseta|ECOCHZ-AG0738|Mexico.Mexico State
Trichocerca longiseta|ECOCHZ-AGO0739|Mexico.Mexico State
Trichocerca longiseta|ECOCHZ-AG0740|Mexico.Mexico State
Trichocerca longiseta|ECOCHZ-AG0737|Mexico.Mexico State

Lecane ludwigii f. ohioensis|ECOCHZ-AG0714|Mexico.Campeche
‘Lecane ludwigii . ohioensis|CTM0068 |Mexico.Veracruz

Lecane ludwigii ohioensis|CTM0067 |Mexico.Veracruz
Lecane ludwigii ohioensis|CTM0066 |Mexico.Veracruz
Lecane ludwigii ohioensis|CTM0014 |Mexico.Veracruz
Lecane ludwigii f. ohioensis|CTM0065|Mexico.Veracruz
Lecane rhenana|ECOCHZ-AG0907.1|Mexico.Campeche
Lecane rhenana|ECOCHZ-AG0909.1|Mexico.Campeche

Trichotria tetractis|ECOCHZ-AG0726|Mexico.Mexico State
\Trlchotrla tetractis|ECOCHZ-AG0742|Mexico.Morelos

Fh b

Trichotria tetractis|ECOCHZ-AG0725|Mexico.Mexico State
Trichotria tetractis|ECOCHZ-AG0729 |Mexico.Mexico State
Trichotria tetractis|ECOCHZ-AG0728|Mexico.Mexico State
Trichotria tetractis|ECOCHZ-AG0727|Mexico.Mexico State
rEuchlanis dilatata| ECOCHZ-AG0345|Mexico.Veracruz
Euchlanis dilatata|CTM0013|Mexico.Veracruz
Euchlanis dilatata|ECOCHZ-AG0519|Mexico.Veracruz
Euchlanis dilatata|CTM0036 |Mexico.Veracruz

Euchlanis dilatata|CTM0034 |Mexico.Veracruz
|| Euchlanis dilatata|CTM0039 |Mexico.Veracruz

Macrochaetus collinsi|ECOCHZ-AG0881|Mexico.Quintana Roo
Macrochaetus collinsi|ECOCHZ-AG0861 |Mexico.Quintana Roo
Macrochaetus collinsi|ECOCHZ-AG0862|Mexico.Quintana Roo
Macrochaetus collinsi|ECOCHZ-AG0479 |Mexico.Campeche

Macrochaetus collinsi|ECOCHZ-AG0883|Mexico.Quintana Roo
Macrochaetus collinsi|ECOCHZ-AG0882|Mexico.Quintana Roo
Macrochaetus collinsi|ECOCHZ-AG0705|Mexico.Campeche

|Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0611 |Mexico.Mexico State

Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0605|Mexico.Mexico State
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Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0611|Mexico.Mexico State
Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0605|Mexico.Mexico State
Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0613|Mexico.Mexico State
Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0612|Mexico.Mexico State
Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0614|Mexico.Mexico State
Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0745|Mexico.Morelos

Kellicottia bostoniensis|ECOCHZ-AG0746 |Mexico.Morelos

Lecane
Lecane
Lecane
Lecane
Lecane

lunaris|ECOCHZ-AG0484 |Mexico.
lunaris|ECOCHZ-AG0500 |Mexico.
lunaris|ECOCHZ-AG0482 |Mexico.
lunaris|ECOCHZ-AG0480 |Mexico.
lunaris|ECOCHZ-AG0506 |Mexico.

Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche

Lecane lunaris|ECOCHZ-AG0481|Mexico.Campeche

Lecane lunaris|ECOCHZ-AG0483|Mexico.Campeche

Lecane lunaris AEG1|ECOCHZ-AG0834 |Mexico.Quintana Roo

Lecane lunaris AEG1|ECOCHZ-AG0833|Mexico.Quintana Roo

Lecane lunaris AEGL|ECOCHZ-AG0847 |Mexico.Quintana Roo

Lecane lunaris AEG1|ECOCHZ-AG0855|Mexico.Quintana Roo

Lecane grandis|ECOCHZ-AG0875|Mexico.Quintana Roo

Lecane grandis|ECOCHZ-AG0874 |Mexico.Quintana Roo

Lecane grandis|ECOCHZ-AG0876 |Mexico.Quintana Roo

Keratella americana|ECOCHZ-AG0585|Mexico.Quintana Roo
Keratella americana|ECOCHZ-AG0417|Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0416|Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0414 |Mexico.Veracruz

Keratella americana| ECOCHZ-AG0418|Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0415|Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0517|Mexico.Baja California Sur
Keratella americana|ECOCHZ-AG0518|Mexico.Baja California Sur
Keratella americana|ECOCHZ-AG0510|Mexico.Baja California Sur
Keratella americana|ECOCHZ-AG0570|Mexico.Chiapas

Keratella americana|ECOCHZ-AG0386|Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0387 |Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0388|Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0393|Mexico.Veracruz

Keratella americana|ECOCHZ-AG0392|Mexico.Veracruz

Keratella
Keratella
Keratella

americana | ECOCHZ-AG0848 |Mexico.
americana | ECOCHZ-AG0837 |Mexico.
americana|ECOCHZ-AG0838 |Mexico.

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo

Keratella americana|ECOCHZ-AG0850|Mexico.Quintana Roo
Keratella cochlearis|ECOCHZ-AG0801|Mexico.Mexico State
Keratella cochlearis|ECOCHZ-AG0796|Mexico.Mexico State
Keratella cochlearis AEG1|ECOCHZ-AG0789 |Mexico.Mexico State
Keratella cochlearis AEG1|ECOCHZ-AG0790|Mexico.Mexico State
Wotholca acuminata| ECOCHZ-AG0321 |Canada.Ontario
Notholca acuminata|ECOCHZ-AG0322|Canada.Ontario

Lecane sp. AEG1|ECOCHZ-AG0587|Mexico.Quintana Roo

Lecane sp. AEG1l|ECOCHZ-AG0872|Mexico.Quintana Roo

Lecane sp. AEG1|ECOCHZ-AGO603A.1|Mexico.Campeche

Lecane sp. AEG1l|ECOCHZ-AG0471|Mexico.Campeche

Ascomorpha ovalis|ECOCHZ-AG0633|Mexico.Mexico State
Ascomorpha ovalis|ECOCHZ-AG0635|Mexico.Mexico State
Ascomorpha ovalis|ECOCHZ-AG0632|Mexico.Mexico State
Ascomorpha ovalis|ECOCHZ-AG0631|Mexico.Mexico State
Ascomorpha ovalis|ECOCHZ-AG0634 |Mexico.Mexico State
Ascomorpha ovalis AEGl|ECOCHZ-AG0748|Mexico.Morelos
Ascomorpha ovalis AEGl|ECOCHZ-AG0749 |Mexico.Morelos

Trichocerca cf. capucina|ECOCHZ-AG0624 |Mexico.Mexico State

Trichocerca cf. capucina|ECOCHZ-AG0623|Mexico.Mexico State

Lecane cornuta AEG2|ECOCHZ-AGO0555|Mexico.Campeche

Lecane cornuta AEG2|ECOCHZ-AGO0755|Mexico.Campeche

Lecane cornuta|ECOCHZ-AG0547 |Mexico.Chiapas

Lecane cornuta|ECOCHZ-AG0569 |Mexico.Chiapas

Lecane cornuta|CTM0043|Mexico.Veracruz

Lecane cornuta|CTM0070|Mexico.Veracruz

Lecane cornuta|CTM0042|Mexico.Veracruz

Lecane cornuta|CTM0041 |Mexico.Veracruz

Lecane cornutal|ECOCHZ-AG0602A.1|Mexico.Campeche

Lecane cornutal |ECOCHZ-AG0470|Mexico.Campeche

Lecane cornutal |ECOCHZ-AG0508|Mexico.Campeche

Lecane cornutal |ECOCHZ-AG0917.1|Mexico.Campeche

Lecane curvicornis|ECOCHZ-AG0553|Mexico.Campeche
Lecane curvicornis|ECOCHZ-AG0554 |Mexico.Campeche

Lecane curvicornis AEG2|ECOCHZ-AG0766|Mexico.Chiapas

Lecane curvicornis AEG2|ECOCHZ-AG0568|Mexico.Chiapas

Lecane leontina|ECOCHZ-AG0918.1|Mexico.Campeche

Lecane leontina|ECOCHZ-AG0894.1|Mexico.Campeche

Lecane leontina|CTM0020|Mexico.Quintana Roo

Lecane leontina|CTM0021|Mexico.Quintana Roo

Lecane leontina|ECOCHZ-AG0351 |Mexico.Veracruz

Lecane leontina|CTM0025|Mexico.Quintana Roo

Lecane leontina|ECOCHZ-AGO0435|Mexico.Quintana Roo

Lecane leontina|CTM0004|Mexico.Quintana Roo

Lecane leontina|ECOCHZ-AG0844|Mexico.Quintana Roo

Lecane leontina|ECOCHZ-AGO0830 |Mexico.Quintana Roo

rLecane papuana | ECOCHZ-AG0675 |Mexico.Tabasco
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1Lecane leontina |ECOCHZ-AG0830 |Mexico.Quintana Roo
Lecane papuana|ECOCHZ-AG0675|Mexico.Tabasco
Lecane papuana|ECOCHZ-AG0442|Mexico.Quintana Roo
Lecane papuana|ECOCHZ-AG0562 |Mexico.Chiapas
Lecane papuana|ECOCHZ-AG0440 |Mexico.Quintana Roo
Lecane papuana|ECOCHZ-AG0441 |Mexico.Quintana Roo
Lecane papuana|ECOCHZ-AG0683 |Mexico.Campeche
Lecane bullab|ECOCHZ-AG0886 |Mexico.Quintana Roo
Lecane bulla5|ECOCHZ-AG0846 |Mexico.Quintana Roo
Lecane bulla5|ECOCHZ-AG0858 |Mexico.Quintana Roo
Lecane bullab5|ECOCHZ-AG0857 |Mexico.Quintana Roo
Lecane bullab|ECOCHZ-AG0472|Mexico.Campeche
Lecane bulla2|ECOCHZ-AG0373|Mexico.Veracruz
Lecane bulla2|ECOCHZ-AGO0599A.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla2|ECOCHZ-AG0412|Mexico.Veracruz
Lecane bulla3|ECOCHZ-AG0526 |Mexico.Veracruz
Lecane bulla3|ECOCHZ-AG0370|Mexico.Veracruz
Lecane bulla3|ECOCHZ-AG0937.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla3|ECOCHZ-AG0939.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla3|ECOCHZ-AG0527|Mexico.Veracruz
Lecane bulla3|ECOCHZ-AG0528 |Mexico.Veracruz
Lecane bulla4|ECOCHZ-AG0556 |Mexico.Campeche
__iLecane bulla4 |CTM0002 |Mexico.Quintana Roo
Lecane bulla4|CTM0011 |Mexico.Quintana Roo
Lecane bulla AEG10|ECOCHZ-AG0404|Mexico.Veracruz
__ﬂLecane bulla AEG10|ECOCHZ-AG0821 |Mexico.Mexico State
Lecane bulla AEG10|ECOCHZ-AG0732|Mexico.Mexico State
Lecane bullal|CTM0006|Mexico.Quintana Roo
Lecane bullal|ECOCHZ-AGO0753|Mexico.Campeche
Lecane bullal|ECOCHZ-AG0754|Mexico.Campeche
Lecane bullal|ECOCHZ-AGO0752|Mexico.Campeche
Lecane bullal|CTM0008|Mexico.Quintana Roo
— Lecane bullal|CTM0009|Mexico.Quintana Roo
Lecane bulla|ECOCHZ-AG0598A.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla|ECOCHZ-AG0931.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla|ECOCHZ-AG0597A.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla|CTM0063|Mexico.Veracruz
Lecane bulla|CTM0062|Mexico.Veracruz
Lecane bulla|CTM0023|Mexico.Veracruz
Lecane bulla|ECOCHZ-AG0598|Mexico.Veracruz
Lecane bulla AEGY9|ECOCHZ-AG0596 |Mexico.Veracruz
Lecane bulla AEGY9|ECOCHZ-AG0933.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla AEGY9|ECOCHZ-AG0930.1|Mexico.Veracruz
Lecane bulla AEG9|CTM0061 |Mexico.Veracruz
Lecane quadridentata|ECOCHZ-AG0895.1|Mexico.Campeche
Lecane quadridentata|ECOCHZ-AG0859 |Mexico.Quintana Roo
Lecane quadridentata|ECOCHZ-AG0474 |Mexico.Campeche
Lecane quadridentata|ECOCHZ-AG0473|Mexico.Campeche
Lecane luna|ECOCHZ-AG0912.1|Mexico.Campeche
Lecane luna|ECOCHZ-AG0478|Mexico.Campeche
Lecane luna|ECOCHZ-AG0477|Mexico.Campeche
Lecane luna|ECOCHZ-AG0900.1|Mexico.Campeche
Lecane luna|ECOCHZ-AG0899.1|Mexico.Campeche
Lecane luna|ECOCHZ-AG0898.1|Mexico.Campeche
Lecane luna|ECOCHZ-AG0873|Mexico.Quintana Roo
FLecane luna|ECOCHZ-AG0877|Mexico.Quintana Roo
Lecane luna|ECOCHZ-AG0887|Mexico.Quintana Roo
Lecane luna|ECOCHZ-AG0878|Mexico.Quintana Roo
Lecane luna|ECOCHZ-AG0879 |Mexico.Quintana Roo
Lecane sp.|ECOCHZ-AG0301|Canada.Ontario
Lecane sp.|ECOCHZ-AG0300|Canada.Ontario
Lecane sp.|ECOCHZ-AG0305|Canada.Ontario
Lecane sp.|ECOCHZ-AG0304|Canada.Ontario
Lecane sp.|ECOCHZ-AG0302|Canada.Ontario
|Lecane closterocerca|ECOCHZ-AG0495 |Mexico.Campeche

Lecane closterocerca|ECOCHZ-AG0494 |Mexico.Campeche
Lecane closterocerca|ECOCHZ-AG0915.1|Mexico.Campeche
Lecane closterocerca|ECOCHZ-AG0496 |Mexico.Campeche

Lecane monostyla|CTM0052|Mexico.Veracruz

Lecane monostyla|CTM0024 |Mexico.Veracruz

Lecane monostyla|CTM0040 |Mexico.Veracruz

Lecane monostyla|CTM0051 |[Mexico.Veracruz

Lecane monostyla|ECOCHZ-AG0486 |Mexico.Veracruz
Lecane spinulifera|ECOCHZ-AG0865|Mexico.Quintana Roo

Lecane spinulifera|ECOCHZ-AG0888|Mexico.Quintana Roo

Lecane spinulifera|ECOCHZ-AG0863|Mexico.Quintana Roo

Lecane spinulifera|ECOCHZ-AG0864 |Mexico.Quintana Roo

Lecane spinulifera|ECOCHZ-AG0867 |Mexico.Quintana Roo
Asplanchna cf. sieboldi|ECOCHZ-AG0669 |Mexico.Tabasco
Asplanchna cf. sieboldi|ECOCHZ-AG0670 |Mexico.Tabasco
Asplanchna cf. sieboldi|ECOCHZ-AG0671|Mexico.Tabasco
Asplanchna cf. sieboldi|ECOCHZ-AG0667 |Mexico.Tabasco
Asplanchna silvestrii|ECOCHZ-AG0492|Mexico.Michoacan
Asplanchna silvestrii|ECOCHZ-AG0269|Mexico.Michoacan
Asplanchna silvestrii|ECOCHZ-AG0491 |Mexico.Michoacan
Asplanchna silvestrii|ECOCHZ-AG0493|Mexico.Michoacan
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Asplanchna
Asplanchna
Asplanchna

silvestrii |ECOCHZ-AG0491 |
silvestrii |ECOCHZ-AG0493|
silvestrii | ECOCHZ-AG0270 |

Mexico.Michoacan
Mexico.Michoacan
Mexico.Michoacan

Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus

calyciflorus|ECOCHZ-AG0608 |Mexico.
calyciflorus|ECOCHZ-AG0606 |Mexico.
calyciflorus|ECOCHZ-AG0609 |Mexico.
calyciflorus|ECOCHZ-AGO0607 |Mexico.
calyciflorus|ECOCHZ-AG0610 |Mexico.
calyciflorus|ECOCHZ-AG0829 |Mexico.
AEG1 |ECOCHZ-AG0637 |Mexico.Tabasco

calyciflorus

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

State
State
State
State
State
State

Brachionus

AEG1 |ECOCHZ-AG0636 |Mexico.Tabasco

calyciflorus
calyciflorus
calyciflorus
plicatilis
plicatilis
plicatilis
plicatilis
plicatilis
plicatilis
plicatilis
plicatilis
plicatilis
quadridentatus
quadridentatus
quadridentatus
quadridentatus
quadridentatus
quadridentatus
quadridentatus
quadridentatus
quadridentatus

Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus

Brachionus
Brachionus
Brachionus
Brachionus
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Brachionus quadridentatus f.

brevispinus
brevispinus
brevispinus
brevispinus
brevispinus
brevispinus
brevispinus
brevispinus
brevispinus

AEG1 | ECOCHZ-AG0638 |Mexico.Tabasco
AEG1 |ECOCHZ-AG0639 |Mexico.Tabasco
group | ECOCHZ-AG0357 |[Mexico.Veracruz
group | ECOCHZ-AG0358 |[Mexico.Veracruz
group | ECOCHZ-AG0359 |[Mexico.Veracruz
group | ECOCHZ-AG0407 |Mexico.Veracruz
group | ECOCHZ-AG0356 |[Mexico.Veracruz
group | ECOCHZ-AG0360 |Mexico.Veracruz
group | ECOCHZ-AG0265 |Mexico.Michoacan
group | ECOCHZ-AG0266 | Mexico.Michoacan
group | ECOCHZ-AG0559 |Mexico.Quintana Roo

AEG1 |ECOCHZ-AG0422 |Mexico.
AEGL |ECOCHZ-AG0423 |Mexico.
AEG1 |ECOCHZ-AG0421 |[Mexico.
AEG1 |ECOCHZ-AG0420 |Mexico.
AEGL |ECOCHZ-AGO0419 |Mexico.
AEG1 |ECOCHZ-AG0663 |Mexico.
AEGL |ECOCHZ-AG0662 |Mexico.
AEG1 |ECOCHZ-AGO0666 |[Mexico.
AEG1 |ECOCHZ-AGO0665|Mexico.

Quintana
Quintana
Quintana
Quintana
Quintana
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Tabasco
brevispinus AEG2|ECOCHZ-AG0684 |Mexico.Campeche
Brachionus quadridentatus f. brevispinus AEG2|ECOCHZ-AG0686|Mexico.Campeche

Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis|ECOCHZ-AG0513|Mexico.Baja
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis|ECOCHZ-AG0512|Mexico.Baja
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis|ECOCHZ-AGO0511|Mexico.Baja
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis|ECOCHZ-AG0514 |Mexico.Baja
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis|ECOCHZ-AGO0515|Mexico.Baja
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis AEG1l|ECOCHZ-AG0672|Mexico.
Brachionus quadridentatus f£. cluniorbicularis AEG1|ECOCHZ-AG0689 |Mexico.
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis AEG1l|ECOCHZ-AG0656 |Mexico.
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis AEG1|ECOCHZ-AG0654|Mexico.
Brachionus quadridentatus f. cluniorbicularis AEG1|ECOCHZ-AG0653|Mexico.

falcatus |ECOCHZ-AG0573 |Mexico.
falcatus|ECOCHZ-AG0575|Mexico.

falcatus |ECOCHZ-AG0572 |Mexico.

falcatus|ECOCHZ-AG0574 |Mexico.

Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas

Brachionus angularis f.
Brachionus angularis f.
Brachionus angularis f.

Brachionus quadridentatus
Brachionus quadridentatus

Brachionus quadridentatus
\Brachionus quadridentatus
Brachionus quadridentatus

1

M

Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0849 |Mexico.Quintana Roo
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0836 |Mexico.Quintana Roo
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0835|Mexico.Quintana Roo
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AGO0571 |Mexico.Chiapas
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0461A|Mexico.Campeche
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0428 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0427 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0426 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0425|Mexico
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0424 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0396 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0408 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0395|Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AGO0397 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0398 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0403|Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0532|Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0368 |Mexico.
Brachionus havanaensis|ECOCHZ-AG0409 |Mexico.
Brachionus angularis|ECOCHZ-AG0523 |Mexico.
Brachionus angularis|ECOCHZ-AG0522|Mexico.
Brachionus angularis|ECOCHZ-AG0524 |Mexico.
Brachionus angularis|ECOCHZ-AG0525|Mexico.
Brachionus angularis|ECOCHZ-AG0379 |Mexico.
pseudodolabratus |ECOCHZ-AG0429 |[Mexico.Quintana Roo
pseudodolabratus |ECOCHZ-AG0432 |Mexico.Quintana Roo
pseudodolabratus |ECOCHZ-AG0431 |Mexico.Quintana
Brachionus caudatus|CTM0048 |Mexico.Veracruz
Brachionus caudatus|CTM0037|Mexico.Veracruz
Brachionus caudatus|ECOCHZ-AG0378 |Mexico.Veracruz
Brachionus caudatus|CTM0069 |Mexico.Veracruz
brevispinus|ECOCHZ-AG0389 |Mexico.
brevispinus |ECOCHZ-AG0363|Mexico.
brevispinus |ECOCHZ-AG0390 |Mexico.
brevispinus|ECOCHZ-AG0362|Mexico.
brevispinus |ECOCHZ-AG0364 |Mexico.
Brachionus bldentatus\ECOCHZ AG0658 |Mexico.Tabasco
Brachionus bidentatus|ECOCHZ-AG0661 |Mexico.Tabasco
Brachionus bidentatus|ECOCHZ-AG0659 IMexico.Tabasco

Roo
Roo
Roo
Roo
Roo

Quintana
Quintana
Quintana
.Quintana
Quintana
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Roo
Roo
Roo
Roo
Roo

California
California
California
California
California
Tabasco
Campeche
Tabasco
Tabasco
Tabasco

Roo

Sur
Sur
Sur
Sur
Sur
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pbracClriionus pldaenctacus | LLULHL4L—ALUDDD |MEXLCO. 1apndasCoO
Brachionus bidentatus|ECOCHZ-AG0661 |Mexico.Tabasco
Brachionus bidentatus|ECOCHZ-AG0659 |Mexico.Tabasco
Brachionus bidentatus|ECOCHZ-AG0657 |Mexico.Tabasco
Brachionus bidentatus|ECOCHZ-AG0660 |Mexico.Tabasco
Brachionus cf. urceolaris|ECOCHZ-AG0678 |Mexico.Tabasco
Brachionus cf. urceolaris|ECOCHZ-AG0677|Mexico.Tabasco
Brachionus cf. urceolaris|ECOCHZ-AG0681 |Mexico.Tabasco
Brachionus cf. urceolaris|ECOCHZ-AG0682|Mexico.Tabasco
Brachionus sp.|ECOCHZ-AG0691 |Mexico.Campeche
__1Brachionus sp. |ECOCHZ-AG0693 |[Mexico.Campeche
Brachionus sp.|ECOCHZ-AG0692|Mexico.Campeche
Brachionus variabilis|ECOCHZ-AG0810|Mexico.Mexico State
Brachionus variabilis|ECOCHZ-AG0812|Mexico.Mexico State
Brachionus variabilis|ECOCHZ-AG0814 |Mexico.Mexico State
Brachionus variabilis|ECOCHZ-AGO0811|Mexico.Mexico State
Brachionus variabilis|ECOCHZ-AGO0813|Mexico.Mexico State
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0750|Mexico.Campeche
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0751 |Mexico.Campeche
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0385|Mexico.Veracruz
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0350|Mexico.Veracruz
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0348|Mexico.Veracruz
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0372|Mexico.Veracruz
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0346|Mexico.Veracruz
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0349 |Mexico.Veracruz
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0367|Mexico.Veracruz
Plationus patulus|ECOCHZ-AG0347|Mexico.Veracruz
lationus patulus var. macracanthus|ECOCHZ-AGO0711|Mexico.Campeche
lationus patulus var. macracanthus|ECOCHZ-AG0712|Mexico.Campeche
lationus patulus var. macracanthus|ECOCHZ-AG0700|Mexico.Campeche
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AG0446 |Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AG0521 |Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|CTM0038|Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|CTM0044 |Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AG0375|Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AGO0531|Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AG0530|Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AGO0381 |Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AG0365|Mexico.Veracruz
Platyias quadricornis|ECOCHZ-AG0366|Mexico.Veracruz
Platyias quadricornisl |ECOCHZ-AG0444 |Mexico.Quintana Roo
Platyias quadricornisl|CTMO0007|Mexico.Quintana Roo
Platyias quadricornisl|CTMO0012|Mexico.Quintana Roo
Platyias quadricornisl |CTM0056 |Mexico.Quintana Roo
Platyias quadricornisl|CTM0005|Mexico.Quintana Roo
Platyias quadricornisl|CTMO0001 |Mexico.Quintana Roo
Platyias quadricornisl|ECOCHZ-AG0443|Mexico.Quintana Roo
Lecane hamata|ECOCHZ-AG0590|Mexico.Quintana Roo
1 Lecane hamata|ECOCHZ-AGO0509 |Mexico.Campeche
Trichocerca stylatal|ECOCHZ-AG0843|Mexico.Quintana Roo
Trichocerca stylata|ECOCHZ-AG0842|Mexico.Quintana Roo
Trichocerca stylata|ECOCHZ-AG0841 |Mexico.Quintana Roo
Trichocerca stylata|ECOCHZ-AG0840|Mexico.Quintana Roo
Trichocerca stylata|ECOCHZ-AG0839 |Mexico.Quintana Roo
Trichocerca stylatalECOCHZ-AG0646|Mexico.Tabasco
Trichocerca stylata|ECOCHZ-AG0649 |Mexico.Tabasco
Trichocerca stylata|ECOCHZ-AG0650 |Mexico.Tabasco
Trichocerca stylata|ECOCHZ-AG0647|Mexico.Tabasco
Tripleuchlanis plicata|CTM0029|Mexico.Quintana Roo
Tripleuchlanis plicata|CTM0030|Mexico.Quintana Roo
Tripleuchlanis plicata|ECOCHZ-AG0434|Mexico.Quintana Roo
Tripleuchlanis plicata|CTM0031|Mexico.Quintana Roo
Lecane crepida|ECOCHZ-AG0854 |Mexico.Quintana Roo
Lecane crepida|ECOCHZ-AG0475|Mexico.Campeche
Lecane crepida|ECOCHZ-AG0476 |Mexico.Campeche
Lecane crepida|ECOCHZ-AG0902.1|Mexico.Campeche
Lecane crepida| ECOCHZ-AG0536|Mexico.Campeche
Lecane crepida AEG1|ECOCHZ-AG0901.1|Mexico.Campeche
Lecane crepida AEGL|ECOCHZ-AGO0516|Mexico.Campeche
ILecane hastata|ECOCHZ-AG0582 |Mexico.Chiapas

Lecane hastata|ECOCHZ-AG0702 |Mexico.Campeche

Lecane hastata| ECOCHZ-AG0704 |Mexico.Campeche

ILecane hastata AEG1|ECOCHZ-AG0703|Mexico.Campeche
Lecane hastata AEGL|ECOCHZ-AGO0710|Mexico.Campeche
Dipleuchlanis propatula|CIM0071|Mexico.Veracruz
Dipleuchlanis propatula|CTM0053|Mexico.Veracruz
Dipleuchlanis propatula|CTM0049 |Mexico.Veracruz
Dipleuchlanis propatula|CTIM0033|Mexico.Veracruz
Dipleuchlanis propatula|CTM0072|Mexico.Veracruz
Beauchampiella eudactylota|ECOCHZ-AG0706 |Mexico.Campeche
Beauchampiella eudactylota|CTM0027|Mexico.Quintana Roo
Beauchampiella eudactylota|CTM0026 |Mexico.Quintana Roo
Beauchampiella eudactylota|CTM0028|Mexico.Quintana Roo
Beauchampiella eudactylota|CTM0019 |Mexico.Quintana Roo
Beauchampiella eudactylota|CTM0018|Mexico.Quintana Roo
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Data S2. BOLD and GenBank accession numbers for the 417 rotifers used in the study.

GenBank BOLD

accesion sequence

number number Taxa Country State/Province Locality
JX216489 AGROT629-11 Ascomorpha ovalis Mexico  Mexico State Presa Danxho
JX216488 AGROT630-11 Ascomorpha ovalis Mexico  Mexico State Presa Danxho
JX216486 AGROT631-11 Ascomorpha ovalis Mexico  Mexico State Presa Danxho
JX216490 AGROT632-11 Ascomorpha ovalis Mexico  Mexico State Presa Danxho
JX216487 AGROT633-11 Ascomorpha ovalis Mexico  Mexico State Presa Danxho
JX216491 AGROT746-11 Ascomorpha ovalisAEG1 Mexico  Morelos Laguna Zempoala 2, vertical
JX216492 AGROT747-11 Ascomorpha ovalisAEG1 Mexico  Morelos Laguna Zempoala 2, vertical
JX216496 AGROT665-11 Asplanchna cf. sieboldi Mexico  Tabasco Laguna Vernet 2a seccion
JX216493 AGROT667-11 Asplanchna cf. sieboldi Mexico  Tabasco Laguna Vernet 2a seccion
JX216494 AGROT668-11 Asplanchna cf. sieboldi Mexico  Tabasco Laguna Vernet 2a seccion
JX216495 AGROT669-11 Asplanchna cf. sieboldi Mexico  Tabasco Laguna Vernet 2a seccion
HM&880042 AGROT269-10 Asplanchna silvestrii Mexico  Michoacan Cuitzeo lake
HM880043 AGROT270-10 Asplanchna silvestrii Mexico  Michoacan Cuitzeo lake
JX216498 AGROT482-11 Asplanchna silvestrii Mexico  Michoacan Cuitzeo lake
JX216497 AGROT483-11 Asplanchna silvestrii Mexico  Michoacan Cuitzeo lake
JX216499 AGROT484-11 Asplanchna silvestrii Mexico  Michoacan Cuitzeo lake
HQ944313 CTMO018-10 Beauchampiella eudactylota Mexico  Quintana Roo Canal frente a Bachilleres 2
HQY944314 CTMO019-10 Beauchampiella eudactylota ~ Mexico  Quintana Roo Canal frente a Bachilleres 2
HQ944319 CTMO026-10 Beauchampiella eudactylota Mexico  Quintana Roo Canal frente a Bachilleres 2
HQ944320 CTMO027-10 Beauchampiella eudactylota Mexico  Quintana Roo Canal frente a Bachilleres 2
HQ944321 CTMO028-10 Beauchampiella eudactylota Mexico  Quintana Roo Canal frente a Bachilleres 2
JX216500 AGROT704-11 Beauchampiella eudactylota ~ Mexico  Campeche Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega
JX216505 AGROT379-10 Brachionus angularis Mexico  Veracruz Apompal lagoon
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JX216501
JX216502
JX216503

JX216504
JX216506

JX216508
JX216507

JX216512
IX216511
JX216510
JX216513
JX216509
JX216515
JX216514
JX216516
JX216517
JX216518
JX216519
JX216522
JX216520
1X216521
JX216523
JX216524
HQ944329
HQ944338
HQ944356

AGROTS513-11
AGROTS514-11
AGROTS515-11
AGROTS516-11
AGROT429-10

AGROT431-10

AGROT432-10

AGROT655-11
AGROT656-11
AGROT657-11
AGROT658-11
AGROT659-11
AGROT604-11
AGROT605-11
AGROT606-11
AGROT607-11
AGROT608-11
AGROTS827-11
AGROT634-11
AGROT635-11
AGROT636-11
AGROT637-11
AGROT378-10
CTMO037-10

CTMO048-10

CTMO069-10

Brachionus angularis
Brachionus angularis
Brachionus angularis
Brachionus angularis
Brachionus angularis f.
pseudodolabratus
Brachionus angularis f.
pseudodolabratus
Brachionus angularis f.
pseudodolabratus
Brachionus bidentatus
Brachionus bidentatus
Brachionus bidentatus
Brachionus bidentatus
Brachionus bidentatus
Brachionus calyciflorus
Brachionus calyciflorus
Brachionus calyciflorus
Brachionus calyciflorus
Brachionus calyciflorus
Brachionus calyciflorus

Brachionus calyciflorusAEG1
Brachionus calyciflorusAEG1
Brachionus calyciflorusAEG1
Brachionus calyciflorusAEG1
Brachionus caudatus
Brachionus caudatus
Brachionus caudatus
Brachionus caudatus

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico

Mexico

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Veracruz
Veracruz
Veracruz

Veracruz
Quintana Roo

Quintana Roo
Quintana Roo

Tabasco
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Tabasco

Tabasco
Tabasco
Tabasco
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Apompal lagoon
Apompal lagoon
Apompal lagoon
Apompal lagoon
Ecological Park lagoon

Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon

Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Presa Danxho

Presa Danxho

Presa Danxho

Presa Danxho

Presa Danxho

Presa la Isla de las Aves
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol

105



JX216526
JX216525
JX216527
JX216528
JX216530
JX216531
JX216532
JX216529
JX216544
JX216534
JX216535
JX216536
JX216537
JX216538
JX216549
JX216548
JX216547
JX216546
JX216545
JX216550
JX216542
JX216539
JX216541
JX216540
JX216543
JX216533
JX216551
HMZ&80040
HMS880041

AGROT675-11
AGROT676-11
AGROT679-11
AGROT680-11
AGROT573-11
AGROTS574-11
AGROT575-11
AGROT576-11
AGROTS523-11
AGROT395-10
AGROT396-10
AGROT397-10
AGROT398-10
AGROT403-10
AGROT424-10
AGROT425-10
AGROT426-10
AGROT427-10
AGROT428-10
AGROT368-10
AGROTS572-11
AGROT847-11
AGROT833-11
AGROTR834-11
AGROT550-11
AGROT408-10
AGROT409-10
AGROT265-10
AGROT266-10

Brachionus cf. urceolaris
Brachionus cf. urceolaris
Brachionus cf. urceolaris
Brachionus cf. urceolaris
Brachionus falcatus
Brachionus falcatus
Brachionus falcatus
Brachionus falcatus
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis
Brachionus havanaensis

Brachionus plicatilis group
Brachionus plicatilis group

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Tabasco
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo

Veracruz
Chiapas

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo

Campeche
Veracruz
Veracruz
Michoacan
Michoacan

Humedal cerca de Miguel Hidalgo
Humedal cerca de Miguel Hidalgo
Humedal cerca de Miguel Hidalgo
Humedal cerca de Miguel Hidalgo
Laguna de Catazaja, limnetica
Laguna de Catazaja, limnetica
Laguna de Catazaja, limnetica
Laguna de Catazaja, limnetica
Apompal lagoon

Catemaco lake, limnetic
Catemaco lake, limnetic
Catemaco lake, limnetic
Catemaco lake, limnetic
Catemaco lake, limnetic
Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon
Escondida lagoon

Laguna de Catazaja, limnetica
Laguna Encantada vertical
Laguna Negra vertical

Laguna Negra vertical

Las Golondrinas

Poza Reyna, littoral

Poza Reyna, littoral

Cuitzeo lake

Cuitzeo lake
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JX216558
JX216552
JX216557
JX216556
JX216555
JX216554
JX216553
JX216560
JX216562
JX216563
JX216561
JX216559
JX216571
JX216566
JX216569
JX216564
JX216568
JX216565

JX216567

AGROT557-11
AGROT407-10
AGROT356-10
AGROT357-10
AGROT358-10
AGROT359-10
AGROT360-10
AGROT362-10
AGROT363-10
AGROT364-10
AGROT389-10
AGROT390-10
AGROT419-10
AGROT420-10
AGROT421-10
AGROT422-10
AGROT423-10
AGROT660-11

AGROT661-11

Brachionus plicatilis group
Brachionus plicatilis group
Brachionus plicatilis group
Brachionus plicatilis group
Brachionus plicatilis group
Brachionus plicatilis group
Brachionus plicatilis group
Brachionus quadridentatus f.
brevispinus

Brachionus quadridentatus f.
brevispinus

Brachionus quadridentatus f.
brevispinus

Brachionus quadridentatus f.
brevispinus

Brachionus quadridentatus f.
brevispinus

Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico

Mexico

Quintana Roo

Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo

Quintana Roo

Tabasco

Tabasco

Hacienda Mundaca estacion 2
Poza de los Enanos, limnetic
Sontecomapan lagoon, limnetic
Sontecomapan lagoon, limnetic
Sontecomapan lagoon, limnetic
Sontecomapan lagoon, limnetic
Sontecomapan lagoon, limnetic
Escondida lagoon

Escondida lagoon

Escondida lagoon

Escondida lagoon

Escondida lagoon

Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon
Ecological Park lagoon

Laguna Vernet 2a seccion

Laguna Vernet 2a seccion
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JX216572

JX216570

JX216573

JX216574

JX216577

JX216576

JX216575

JX216578

JX216579

JX216580

JX216584

JX216583

JX216582

JX216581

JX216586
JX216587
JX216585

AGROT663-11

AGROT664-11

AGROT682-11

AGROT684-11

AGROTS502-11

AGROT503-11

AGROTS504-11

AGROT505-11

AGROT506-11

AGROT687-11

AGROT651-11

AGROT652-11

AGROT654-11

AGROT670-11

AGROT689-11
AGROT690-11
AGROT691-11

Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG2
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG2
Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularis

Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularis

Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularis

Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularis

Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularis

Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularisAEG1
Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularisAEG1
Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularisAEG1
Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularisAEG1
Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularisAEG1
Brachionus sp.

Brachionus sp.

Brachionus sp.

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico
Mexico
Mexico

Tabasco

Tabasco

Campeche
Campeche

Baja California Sur
Baja California Sur
Baja California Sur
Baja California Sur
Baja California Sur
Campeche

Tabasco

Tabasco

Tabasco

Tabasco

Campeche
Campeche
Campeche

Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Charco 1 carr. Jonuta-Escarcega
Charco 1 carr. Jonuta-Escarcega
El Rosario I, charco

El Rosario I, charco

El Rosario I, charco

El Rosario I, charco

El Rosario I, charco

Charco 1 carr. Jonuta-Escarcega
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion

Rio de Ciudad Pemex

Charco 2 carr. Jonuta-Escarcega
Charco 2 carr. Jonuta-Escarcega
Charco 2 carr. Jonuta-Escarcega
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JTX216588
JX216591
IX216589
JX216592
I1X216590
JX216594
1X216593
1X216597
1X216596
1X216595
HQ944326
HQ944339
HQ944342
HQ944358
HQ944359
J1X216598
I1X216599
HQ944311
HQ944327
HQ944328
HQ944331
TX216600
JX216602
TX216601
J1X216603
JX216604
JX216610
IX216611
1X216605

AGROT808-11
AGROT809-11
AGROTS810-11
AGROTS8I11-11
AGROTS812-11
AGROT®824-11
AGROTS826-11
AGROT566-11
AGROT578-11
AGROTS581-11
CTMO033-10
CTMO049-10
CTMO053-10
CTMO071-10
CTMO072-10
AGROT345-10
AGROTS510-11
CTMO013-10
CTMO034-10
CTMO036-10
CTMO039-10
AGROT775-11
AGROT776-11
AGROT777-11
AGROT778-11
AGROT779-11
AGROT743-11
AGROT744-11
AGROT603-11

Brachionus variabilis
Brachionus variabilis
Brachionus variabilis
Brachionus variabilis
Brachionus variabilis
Cephalodella cf. gibba
Cephalodella cf. gibba
Dicranophorus sp.
Dicranophorus sp.
Dicranophorus sp.
Dipleuchlanis propatula
Dipleuchlanis propatula
Dipleuchlanis propatula
Dipleuchlanis propatula
Dipleuchlanis propatula
Euchlanis dilatata
Euchlanis dilatata
Euchlanis dilatata
Euchlanis dilatata
Euchlanis dilatata
Euchlanis dilatata
Filinia sp.

Filinia sp.

Filinia sp.

Filinia sp.

Filinia sp.

Kellicottia bostoniensis
Kellicottia bostoniensis
Kellicottia bostoniensis

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Chiapas
Chiapas
Chiapas
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Morelos
Morelos
Mexico State

Presa Ignacio Ramirez, limnetica
Presa Ignacio Ramirez, limnetica
Presa Ignacio Ramirez, limnetica
Presa Ignacio Ramirez, limnetica
Presa Ignacio Ramirez, limnetica

Laguna Emiliano Zapata
Laguna Emiliano Zapata
Laguna de Catazaja, litoral
Laguna de Catazaja, litoral
Laguna de Catazaja, litoral

Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Encantada lagoon
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Charco Timilpan
Charco Timilpan
Charco Timilpan
Charco Timilpan
Charco Timilpan

Laguna Zempoala 2, vertical
Laguna Zempoala 2, vertical

Presa Danxho
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JX216606
JX216607
JX216608
JX216609
JX216613
JX216619
JX216622
JX216625
JX216624
JX216618
JX216620
JX216616
JX216630
JX216623
JX216629
JX216612
JX216628
JX216627
JX216626
JX216621
JX216617
JX216615
JX216614
JX216632
JX216631
JX216633
JX216634
JX216638
JX216637

AGROT609-11
AGROT®610-11
AGROT®611-11
AGROT612-11
AGROT386-10
AGROT387-10
AGROT388-10
AGROT392-10
AGROT393-10
AGROTS571-11
AGROT585-11
AGROTR846-11
AGROT®848-11
AGROT835-11
AGROT836-11
AGROT414-10
AGROT415-10
AGROT416-10
AGROT417-10
AGROT418-10
AGROTS501-11
AGROT508-11
AGROT509-11
AGROT794-11
AGROT799-11
AGROT787-11
AGROT788-11
AGROT781-11
AGROT783-11

Kellicottia bostoniensis
Kellicottia bostoniensis
Kellicottia bostoniensis
Kellicottia bostoniensis

Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella americana
Keratella cochlearis
Keratella cochlearis

Keratella cochlearisAEG1
Keratella cochlearisAEG1

Keratella morenoi
Keratella morenoi

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Chiapas

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Veracruz

Baja California Sur
Baja California Sur
Baja California Sur
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State

Presa Danxho
Presa Danxho
Presa Danxho
Presa Danxho

Escondida lagoon
Escondida lagoon
Escondida lagoon
Escondida lagoon
Escondida lagoon
Laguna de Catazaja, limnetica

Laguna en el ejido Tres Garantias

Laguna Encantada vertical
Laguna Huay-Pix litoral
Laguna Negra vertical

Laguna Negra vertical
Majahual lagoon, littoral
Majahual lagoon, littoral
Majahual lagoon, littoral
Majahual lagoon, littoral
Majahual lagoon, littoral

Presa La Buena Mujer, vertical
Presa La Buena Mujer, vertical
Presa La Buena Mujer, vertical

Laguna km 25 Toluca-Atlacomulco

Presa Ignacio Ramirez, litoral
Charco Timilpan
Charco Timilpan
Charco Timilpan
Charco Timilpan
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JX216636

JX216635
JX216641

JX216639
JX216640

JX216645
HQ944316
HQ944349
HQ944350
JX216643
TX216644
TX216642
HQ944305
HQ944307
HQ944308
TX216646
IX216647
JX216648
TX216649
IX216651
J1X216650
IX216653
IX216656
IX216657
JX216652
JX216654

AGROT784-11
AGROTR802-11
AGROTS524-11

AGROTS528-11

ROTI034-11

AGROT596-11
CTMO023-10
CTMO062-10
CTMO063-10
ROTIO046-11
ROTI052-11
ROTIO053-11
CTMO006-10
CTMO008-10
CTMO009-10
AGROT751-11
AGROT752-11
AGROT750-11
AGROT373-10
AGROT412-10
ROTI062-11
AGROTS517-11
AGROTS518-11
AGROTS519-11
AGROT370-10
ROTIO055-11

Keratella morenoi
Keratella morenoi
Keratella tropica
Keratella tropica

Keratella tropica

Lecane bulla
Lecane bulla
Lecane bulla
Lecane bulla
Lecane bulla
Lecane bulla
Lecane bulla
Lecane bullal
Lecane bullal
Lecane bullal
Lecane bullal
Lecane bullal
Lecane bullal
Lecane bulla2
Lecane bulla2
Lecane bulla2
Lecane bulla3
Lecane bulla3
Lecane bulla3
Lecane bulla3
Lecane bulla3

Mexico
Mexico
Mexico

Mexico

Mexico

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico State

Mexico State
Quintana Roo

Quintana Roo
Quintana Roo

Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Campeche
Campeche
Campeche
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Charco Timilpan

Presa Ignacio Ramirez, limnetica
Aguada cerca aeropuerto,
Kohunlich

Aguada cerca aeropuerto,
Kohunlich

Aguada cerca aeropuerto,
Kohunlich

Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol

Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Laguna Silvituc, equiseto
Laguna Silvituc, equiseto
Laguna Silvituc, litoral
Escondida lagoon
Majahual lagoon, littoral
Majahual lagoon, littoral
Apompal lagoon

Apompal lagoon

Apompal lagoon
Escondida lagoon
Escondida lagoon
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IX216655
HQ944302
HQ944309
1X216658
IX216663
IX216661
TX216660
TX216662
IX216659
IX216664
IX216665
TX216666
1X216667
HQ944348
TX216669
IX216668
IX216671
IX216672
IX216673
1X216670
IX216675
HQ944333
HQ944334
HQ944335
HQ944357
IX216674
1X216678
1X216679
1X216676

ROTIO057-11
CTMO002-10
CTMO11-10
AGROTS551-11
AGROT463-11
AGROT&855-11
AGROTR856-11
AGROT844-11
AGROT884-11
AGROT404-10
AGROTS819-11
AGROT730-11
AGROT594-11
CTMO061-10
ROTI045-11
ROTI048-11
AGROT485-11
AGROT486-11
AGROT487-11
ROTI030-11
AGROTS570-11
CTMO041-10
CTMO042-10
CTMO043-10
CTMO070-10
AGROTS539-11
AGROT499-11
ROTI032-11
ROTIO73-11

Lecane bulla3
Lecane bulla4
Lecane bulla4
Lecane bulla4
Lecane bulla5
Lecane bulla5
Lecane bulla5
Lecane bulla5
Lecane bulla5
Lecane bullaAEG10
Lecane bullaAEG10
Lecane bullaAEG10
Lecane bullaAEG9
Lecane bullaAEG9
Lecane bullaAEG9
Lecane bullaAEG9
Lecane closterocerca
Lecane closterocerca
Lecane closterocerca
Lecane closterocerca
Lecane cornuta
Lecane cornuta
Lecane cornuta
Lecane cornuta
Lecane cornuta
Lecane cornuta
Lecane cornutal
Lecane cornutal
Lecane cornutal

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Veracruz
Quintana Roo
Quintana Roo
Campeche
Campeche
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Veracruz
Mexico State
Mexico State
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Chiapas
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Chiapas
Campeche
Campeche
Campeche

Escondida lagoon

Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2

Manantial 2

Carretera rumbo al Tigre 11
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Laguna Encantada litoral
Laguna Puente Milagros 1
Catemaco lake, limnetic
Laguna Emiliano Zapata
Laguna Zempoala Principal

Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna Silvituc
Laguna Silvituc
Laguna Silvituc
Laguna Silvituc
Canal Loma Bonita
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol

Parque Los Humedales charco 5

Carretera rumbo al Tigre |

Laguna Silvituc
Rio Pedro Baranda
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IX216677
IX216680
JX216681
IX216682
IX216683
IX216686
TX216685
IX216684
TX216688
IX216687
IX216689
IX216690
1X216692
IX216691
IX216694
IX216693
IX216695
IX216697
IX216696
IX216698
IX216700
IX216699
JX216701
1X216702
IX216708
HQ944303
HQ944315
IX216706
HQ944318

AGROT461-11
AGROTS549-11
AGROT753-11
AGROT466-11
AGROT467-11
AGROTS527-11
ROTIO17-11

AGROTS852-11
AGROTS507-11
ROTIO16-11

AGROTS547-11
AGROTS548-11
AGROTS565-11
AGROT764-11
AGROT872-11
AGROT873-11
AGROT874-11
AGROTS500-11
AGROTS589-11
AGROT700-11
AGROT702-11
AGROTS582-11
AGROT701-11
AGROT708-11
AGROT435-10
CTMO004-10

CTMO020-10

CTMO021-10

CTMO025-10

Lecane cornutal
Lecane cornutaAEG2
Lecane cornutaAEG2
Lecane crepida
Lecane crepida
Lecane crepida
Lecane crepida
Lecane crepida
Lecane crepidaAEG1
Lecane crepidaAEG1
Lecane curvicornis
Lecane curvicornis
Lecane curvicornisAEG2
Lecane curvicornisAEG2
Lecane grandis
Lecane grandis
Lecane grandis
Lecane hamata
Lecane hamata
Lecane hastata
Lecane hastata
Lecane hastata
Lecane hastataAEG1
Lecane hastataAEG1
Lecane leontina
Lecane leontina
Lecane leontina
Lecane leontina
Lecane leontina

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Quintana Roo
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Chiapas
Chiapas
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Campeche
Quintana Roo
Campeche
Campeche
Chiapas
Campeche
Campeche
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo

Rio Pedro Baranda

Aguada de la lagartera

Laguna Silvituc, equiseto
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre 11
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre 11
Humedal Puente Milagros
Carretera rumbo al Tigre I
Carretera rumbo al Tigre II
Aguada de la lagartera

Aguada de la lagartera

Canal Loma Bonita

Canal Loma Bonita

Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Carretera rumbo al Tigre |
Laguna en el ejido Tres Garantias
Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega
Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega
Laguna de Catazaja, litoral
Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega
Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
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IX216703
1X216707
IX216705
1X216709
JX216704
JX216710
HQ944312
HQ944352
HQ944353
HQ944354
HQ944355
IX216715
JX216713
IX216714
JX216718
IX216717
IX216716
IX216712
IX216719
JX216720
IX216721
IX216711
IX216724
IX216725
JX216726
IX216727
JX216728
IX216722
JX216723

ROTIO009-11
AGROT351-10
AGROT842-11
AGROT®828-11
ROTI033-11
AGROT712-11
CTMO014-10
CTMO065-10
CTMO066-10
CTMO067-10
CTMO068-10
ROTI027-11
AGROT468-11
AGROT469-11
ROTIO13-11
ROTIO14-11
ROTIO15-11
AGROT871-11
AGROT875-11
AGROTR876-11
AGROT877-11
AGROTS885-11
AGROT497-11
AGROT471-11
AGROT472-11
AGROT473-11
AGROT474-11
AGROT475-11
AGROT491-11

Lecane leontina

Lecane leontina

Lecane leontina

Lecane leontina

Lecane leontina

Lecane ludwigii f. ohioensis
Lecane ludwigii f. ohioensis
Lecane ludwigii f. ohioensis
Lecane ludwigii f. ohioensis
Lecane ludwigii f. ohioensis
Lecane ludwigii f. ohioensis
Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane luna

Lecane lunaris

Lecane lunaris

Lecane lunaris

Lecane lunaris

Lecane lunaris

Lecane lunaris

Lecane lunaris

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Campeche
Veracruz
Quintana Roo
Quintana Roo
Campeche
Campeche
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche
Campeche

Carretera rumbo al Tigre II
Encantada lagoon

Laguna Encantada litoral
Laguna Negra litoral

Rio Pedro Baranda

Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega

Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Carretera rumbo al Tigre |
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre II
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Laguna Puente Milagros 1
Carretera rumbo al Tigre |
Carretera rumbo al Tigre 11
Carretera rumbo al Tigre 11
Carretera rumbo al Tigre 11
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre 11
Laguna Silvituc
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JX216732
JX216731
JX216730
JX216729
JX216733
HQY944317
HQ944332
HQ944340
HQ944341
JX216734
JX216737
JX216735
JX216739
JX216736
JX216738
JX216743
JX216740
JX216741
JX216742
JX216744
JX216745
JX216749
JX216748
JX216746
JX216747
JX216750
JX216752
JX216754
JX216753

AGROT853-11
AGROT&845-11
AGROTS831-11
AGROT&832-11
AGROT477-11
CTMO024-10
CTMO040-10
CTMO51-10
CTMO052-10
CTMO096-10
CTMO097-10
CTMO098-10
AGROT681-11
AGROT559-11
AGROT673-11
AGROT464-11
AGROT465-11
ROTIO10-11
AGROT857-11
ROTI022-11
ROTI024-11
AGROT304-10
AGROT305-10
AGROT300-10
AGROT301-10
AGROT302-10
ROTIO76-11
AGROT462-11
AGROT870-11

Lecane lunarisAEG1
Lecane lunarisAEG1
Lecane lunarisAEG1
Lecane lunarisAEG1
Lecane monostyla
Lecane monostyla
Lecane monostyla
Lecane monostyla
Lecane monostyla
Lecane papuana
Lecane papuana
Lecane papuana
Lecane papuana
Lecane papuana
Lecane papuana
Lecane quadridentata
Lecane quadridentata
Lecane quadridentata
Lecane quadridentata
Lecane rhenana
Lecane rhenana
Lecane sp.

Lecane sp.

Lecane sp.

Lecane sp.

Lecane sp.

Lecane sp.AEGI
Lecane sp.AEGI
Lecane sp.AEGI

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Canada
Canada
Canada
Canada
Canada
Mexico
Mexico
Mexico

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Campeche
Chiapas
Tabasco
Campeche
Campeche
Campeche
Quintana Roo
Campeche
Campeche
Ontario
Ontario
Ontario
Ontario
Ontario
Campeche
Campeche
Quintana Roo

Humedal Puente Milagros
Laguna Encantada litoral
Laguna Negra litoral
Laguna Negra litoral
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol

Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2

Charco 1 carr. Jonuta-Escarcega

Rio Lacanju

Rio Usumacinta en Jonuta
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre II
Carretera rumbo al Tigre II
Humedal Puente Milagros
Carretera rumbo al Tigre 11
Carretera rumbo al Tigre II
grassland in Arboretum Park
grassland in Arboretum Park
wetland in Arboretum Park
wetland in Arboretum Park
wetland in Arboretum Park
Carretera rumbo al Tigre |
Carretera rumbo al Tigre 11
Humedal Puente Milagros
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JX216751
JX216756
JX216757
JX216758
JX216759
JX216755
JX216760
JX216761
HMS880055
HMZ880056
HMS880047
HMS880051
JX216762
JX216763
JX216764
JX216770
JX216768
JX216767
JX216765
JX216769
JX216766
HMS880054

HMS880058

HMS880059

HMZ880060

JX216771

AGROT587-11
AGROTS861-11
AGROTR862-11
AGROT863-11
AGROT865-11
AGROT886-11
AGROT563-11
AGROT766-11
AGROT337-10
AGROT338-10
AGROT318-10
AGROT327-10
AGROT721-11
AGROT722-11
AGROT470-11
AGROT703-11
AGROT859-11
AGROT860-11
AGROT879-11
AGROT880-11
AGROTS81-11
AGROT336-10

AGROT340-10

AGROT342-10

AGROT343-10

AGROT734-11

Lecane sp.AEGI1

Lecane spinulifera

Lecane spinulifera

Lecane spinulifera

Lecane spinulifera

Lecane spinulifera
Lepadella cf. ovalis
Lepadella cf. ovalis
Lepadella cf. quadricarinata
Lepadella cf. quadricarinata
Lepadella cf. quadricarinata
Lepadella cf. quadricarinata
Lepadella patella

Lepadella patella
Macrochaetus collinsi
Macrochaetus collinsi
Macrochaetus collinsi
Macrochaetus collinsi
Macrochaetus collinsi
Macrochaetus collinsi
Macrochaetus collinsi
Mytilina ventralis var.
brevispina

Mytilina ventralis var.
brevispina

Mytilina ventralis var.
brevispina

Mytilina ventralis var.
brevispina

Mytilina ventralis var.

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Canada
Canada
Canada
Canada
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Canada

Canada

Canada

Canada

Mexico

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Chiapas
Chiapas
Ontario
Ontario
Ontario
Ontario
Mexico State
Mexico State
Campeche
Campeche
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Ontario

Ontario
Ontario
Ontario

Mexico State

Laguna en el ejido Tres Garantias

Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Laguna Puente Milagros 1 veg.

Poza en el rio del sendero Ruinas
Poza en el rio del sendero Ruinas

lagoon 2, Hanlon Creek Park
lagoon 2, Hanlon Creek Park
stream in Hanlon Creek Park
stream in Hanlon Creek Park
Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal
Carretera rumbo al Tigre II

Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega

Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
Humedal Puente Milagros
lagoon 2, Hanlon Creek Park

lagoon 2, Hanlon Creek Park
lagoon 2, Hanlon Creek Park
lagoon 2, Hanlon Creek Park

Laguna Zempoala Principal
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IX216775
IX216772
IX216773
IX216774
HQ944343
IX216777
1X216776
IX216779
IX216778
TX216781
JX216782
IX216780

HMS880048
HMZ880049
JX216783
JX216792
JX216785
JX216788

AGROT376-10

AGROT377-10

AGROTS511-11

CTMO017-10

CTMO054-10

AGROTS882-11

AGROT769-11

ROTIO81-11

AGROT754-11

AGROTS815-11

AGROT732-11

AGROT733-11

AGROT321-10
AGROT322-10
AGROT346-10
AGROT347-10
AGROT348-10
AGROT349-10

brevispina

Mytilina ventralis var.

macracantha

Mytilina ventralis var.

macracantha

Mytilina ventralis var.

macracantha

Mytilina ventralis var.

macracantha

Mytilina ventralis var.

macracantha

Mytilina ventralis var.

macracanthaAEG?2

Mytilina ventralis var.

macracanthaAEG?2

Mytilina ventralis var.

macracanthaAEG3

Mytilina ventralis var.

macracanthaAEG3

Mytilina ventralis var.

macracanthaAEG4

Mytilina ventralis var.

macracanthaAEG4

Mytilina ventralis var.

macracanthaAEG4
Notholca acuminata
Notholca acuminata
Plationus patulus
Plationus patulus
Plationus patulus
Plationus patulus

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Mexico

Canada
Canada
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Quintana Roo
Chiapas
Campeche
Campeche
Mexico State
Mexico State
Mexico State

Ontario
Ontario
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz

Laguna en Capulteol

Laguna en Capulteol

Laguna en Capulteol

Laguna en Capulteol

Laguna en Capulteol
Humedal Puente Milagros
Poza en el rio del sendero Ruinas
Laguna Silvituc

Laguna Silvituc, equiseto
Charco Presa Ignacio Ramirez
Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal

stream in Hanlon Creek Park
stream in Hanlon Creek Park
Encantada lagoon
Encantada lagoon
Encantada lagoon
Encantada lagoon
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JX216786
JX216789
JX216784
JX216787
JX216790

JX216791
JX216795

JX216793
JX216794

7X216801
JX216799
JX216798
JX216796
JX216803
JX216802
JX216800
HQ944330
HQ944336
IX216797
HQ944301
HQ944304
HQ944306
HQ944310
HQ944345
JX216805
JX216804

AGROT350-10
AGROT367-10
AGROT372-10
AGROT385-10
AGROT748-11
AGROT749-11
AGROT698-11

AGROT709-11

AGROT710-11

AGROT381-10
AGROTS521-11
AGROTS522-11
AGROT365-10
AGROT366-10
AGROT375-10
AGROTS512-11
CTMO038-10
CTMO044-10
CTM102-10
CTMO01-10
CTMO005-10
CTMO007-10
CTMO012-10
CTMO056-10
CTMO099-10
CTM100-10

Plationus patulus
Plationus patulus
Plationus patulus
Plationus patulus
Plationus patulus
Plationus patulus
Plationus patulus var.
macracanthus
Plationus patulus var.
macracanthus
Plationus patulus var.
macracanthus
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornis
Platyias quadricornisl
Platyias quadricornisl
Platyias quadricornisl
Platyias quadricornisl
Platyias quadricornisl
Platyias quadricornisl
Platyias quadricornisl

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico

Mexico

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Campeche
Campeche
Campeche

Campeche
Campeche

Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo

Encantada lagoon
Escondida lagoon
Escondida lagoon
Escondida lagoon
Laguna Silvituc, litoral
Laguna Silvituc, litoral

Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega

Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega

Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega

Apompal lagoon

Apompal lagoon

Apompal lagoon
Escondida lagoon
Escondida lagoon

Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol

Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
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JX216806
JX216807
JX216809

JX216808
JX216813

JX216812

JX216810
JX216811
JX216815
JX216814
JX216819
JX216816
JX216817
JX216818
JX216825
JX216824
JX216823
JX216822
JX216820
JX216821
JX216828
JX216826
JX216827
JX216830
JX216831
JX216829
JX216834

CTMO016-10
CTMO035-10
CTMO046-10
CTMO047-10
AGROT728-11

AGROT729-11

AGROT695-11
CTMO015-10

AGROT621-11
AGROT622-11
AGROT735-11
AGROT736-11
AGROT737-11
AGROT738-11
AGROTR837-11
AGROT&838-11
AGROT&839-11
AGROT&840-11
AGROT841-11
AGROT644-11
AGROT645-11
AGROT647-11
AGROT648-11
AGROT740-11
AGROT723-11
AGROT724-11
AGROT725-11

Testudinella patina
Testudinella patina
Testudinella patina
Testudinella patina
Testudinella patina f.
intermedia

Testudinella patina f.
intermedia

Testudinella patinaAEGS
Testudinella patinaAEGS
Trichocerca cf. capucina
Trichocerca cf. capucina
Trichocerca longiseta
Trichocerca longiseta
Trichocerca longiseta
Trichocerca longiseta
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichocerca stylata
Trichotria tetractis
Trichotria tetractis
Trichotria tetractis
Trichotria tetractis

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Veracruz
Veracruz
Veracruz

Veracruz
Mexico State

Mexico State

Campeche
Veracruz
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Mexico State
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Morelos
Mexico State
Mexico State
Mexico State

Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna en Capulteol
Laguna Zempoala Principal

Laguna Zempoala Principal

Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega
Laguna en Capulteol

Presa Danxho

Presa Danxho

Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal
Laguna Negra vertical
Laguna Negra vertical
Laguna Negra vertical
Laguna Negra vertical
Laguna Negra vertical
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Vernet 2a seccion
Laguna Zempoala 2, litoral
Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal
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JX216833
JX216832
JX216835
HQY944322
HQ944323
HQY944324

AGROT726-11
AGROT727-11
AGROT434-10
CTMO029-10
CTMO030-10
CTMO031-10

Trichotria tetractis
Trichotria tetractis
Tripleuchlanis plicata
Tripleuchlanis plicata
Tripleuchlanis plicata
Tripleuchlanis plicata

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico

Mexico State
Mexico State
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo

Laguna Zempoala Principal
Laguna Zempoala Principal
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
Canal frente a Bachilleres 2
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Data S1. Sites, dates of sampling and geographical coordinates of the water bodies

sampled.
Collection
IDSite Date Country | State/Province Site Lat Lon
1 20-Jan-2011 Mexico BagaCaliforniaSur PresalaBuenaMujer, vertical 24.086 -110.19
2 21-Jan-2011 Mexico BagaCaliforniaSur El Rosariol, charco 23.753 -110.09
3 24-Mar-2010 Mexico Campeche Aguada delalagartera 18.348 -92.091
4 25-Mar-2010 Mexico Campeche Las Golondrinas 17.89  -90.819
5 25-Nov-2010 Mexico Campeche Manantial 2 17.966 -90.862
6 06-Feb-2011  Mexico Campeche Carreterarumbo a Tigrel 18.074 -90.871
7 06-Feb-2011  Mexico Campeche Carreterarumbo a Tigrell 18.04 -90.871
8 06-Feb-2011  Mexico Campeche Rio Pedro Baranda 17.968 -90.862
9 07-Feb-2011  Mexico Campeche Laguna Silvituc 1864  -90.296
10 26-Jun-2011 Mexico Campeche Charco 1 carr. Jonuta-Escarcega 18.109 -92.078
11 26-Jun-2011 Mexico Campeche Charco 2 carr. Jonuta-Escarcega, Santa 18.063 -92.017
Lucia
12 26-Jun-2011 Mexico Campeche Charco 3 carr. Jonuta-Escarcega 18.048 -91.888
13 26-Jun-2011 Mexico Campeche Laguna Silvituc, equiseto 18.64  -90.289
14 26-Jun-2011 Mexico Campeche Laguna Silvituc, litora 18.642 -90.294
15 03-Dec-2009 Mexico Chiapas Pargque Los Humedales charco 5 16.709 -92.617
16 13-Apr-2011  Mexico Chiapas Cana LomaBonita 16.099 -91
17 14-Apr-2011  Mexico Chiapas Poza en € rio del sendero Ruinas 16.108 -91.015
18 14-Apr-2011  Mexico Chiapas Rio Lacanju 16.102 -91.015
19 15-Apr-2011  Mexico Chiapas Laguna de Catazaja, limnetica 17.786 -92.025
20 15-Apr-2011  Mexico Chiapas Laguna de Catazaja, litoral 17.728 -92.015
21 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Charco junto a Presa Ignacio Ramirez 19.464 -99.774
22 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Charco Timilpan 19.887 -99.739
23 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Lagunadel km 25 carr. Toluca-Atlacomulco 19.487 -99.735
24 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Laguna Emiliano Zapata, vegetacion 19.584 -99.797
25 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Presa Danxho 19.529 -99.337
26 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Presa Ignacio Ramirez, limnetica 1946  -99.777
27 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Presa Ignacio Ramirez, litoral 19.462 -99.78
28 22-Jun-2011 Mexico Mexico State Presalaldadelas Aves 19.827 -99.79
29 23-Jun-2011 Mexico Mexico State Laguna Zempoala Principal, vegetacion 19.051 -99.316
30 29-Dec-2008 Mexico Michoacan Cuitzeo arrastre 2 19.955 -101.16
31 23-Jun-2011 Mexico Moreos Laguna Zempoala 2, litoral 19.055 -99.316
32 24-May-2009 Mexico QuintanaRoo Hacienda Mundaca estacion 2 21.219 -86.726
33 19-Sep-2010 Mexico  Quintana Roo Cana frente a Bachilleres 2, Av. 18.525 -88.294
Constituyentes
34 29-Oct-2010  Mexico Quintana Roo Ecological Park lagoon, littoral 18.507 -88.319
35 03-Feb-2011  Mexico Quintana Roo Aguada cerca entrada del aeropuerto, 18.447 -88.825
Kohunlich
36 22-May-2011 Mexico Quintana Roo Lagunaen € gido Tres Garantias 18.369 -89.013
37 07-Sep-2011  Mexico Quintana Roo Laguna Encantada litoral, Subteniente 18.498 -88.39
Lopez
38 07-Sep-2011  Mexico Quintana Roo Laguna Encantada vertical, Subteniente 18.499 -88.39

Lopez
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39
40
41
42
43

45
46
47
48
49
50
51
52
53

55
56
57
58
59
60
61
62

07-Sep-2011
07-Sep-2011
07-Sep-2011
14-Sep-2011
14-Sep-2011
14-Sep-2011
25-Jun-2011
25-Jun-2011
25-Jun-2011
25-Jun-2011
25-Jun-2011
27-Aug-2010
27-Aug-2010
27-Aug-2010
27-Aug-2010
28-Aug-2010
28-Aug-2010
29-Aug-2010
29-Aug-2010
29-Aug-2010
13-Apr-2010
13-Apr-2010
18-Apr-2010
18-Apr-2010

Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Mexico
Canada
Canada
Canada
Canada

Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Quintana Roo
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Ontario
Ontario
Ontario
Ontario

Laguna Huay-Pix litoral
Laguna Negra litoral, Subteniente Lopez

Laguna Negra vertical, Subteniente Lopez

Humedal Puente Milagros

Laguna Puente Milagros 1, arrastre
Laguna Puente Milagros 1, vegetacion
Humedal cercade Miguel Hidalgo, litoral
Laguna Vernet 2a seccion, horizontal
Laguna Vernet 2a seccion, litoral

Rio de Ciudad Pemex

Rio Usumacinta en Jonuta, vertical
Apompal lagoon

Catemaco lake, limnetic
Escondidalagoon

Poza Reyna, littoral

Laguna en & poblado de Capulteol
Sontecomapan lagoon, limnetic
Encantada lagoon

Majahual lagoon, littoral

Poza de los Enanos, limnetic
grassland in Arboretum Park, Guel ph
wetland in Arboretum Park, Guelph
lagoon 2 in Hanlon Creek Park, Guelph
stream in Hanlon Creek Park, Guelph

18.511
18.498
185
18.518
18.503
18.509
17.976
17.877
17.877
17.9
18.086
18.376
18.417
18.592
18.364
18.549
18.553
18.458
18.659
18.509
43.5361
43.5353
43.5135
43.5139

-88.422
-88.393
-88.394
-88.434
-88.451
-88.447
-02.43

-02.55

-92.55

-02.483
-02.14

-94.963
-95.092
-95.088
-94.969
-94.968
-94.992
-95.192
-95.306
-95.033
-80.219
-80.219
-80.23

-80.227
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Data S4. Summary of the taxa identified, including number of individuals, mean intraspecific distance, habitat type, locations and

distribution.
Mean
No. intraspecific
Taxa individuals distance Habitat * Locality Distribution °
ORDER FLOSCULARIACEAE
FAMILY FILINIIDAE
1. Filinia sp. 5 0 limnetic 22
FAMILY TESTUDINELLIDAE
2. Testudinella patina 4 0.51 submerged hydrophytes 54 Cosmapolitan
Testudinella patinaAEG5 2 2.67 littoral-limnetic, submerged 12, 54
hydrophytes
3. Testudinedlla patina f. intermedia 2 0 submerged hydrophytes 29 Cosmopolitan
ORDER PLOIMA
FAMILY ASPLANCHNIDAE
4. Asplanchna cf. sieboldi 4 0.3 limnetic 46 Cosmapolitan
5. Asplanchna silvestrii 5 0.1 limnetic 30 Nearctic and
Neotropical
FAMILY BRACHIONIDAE
6. Brachionus angularis 5 0.075 emergent hydrophytes 50 Cosmapolitan
7. Brachionus angularisf. 0 littoral 34 Nearctic, Neotropical,
pseudodolabratus African
8. Brachionus bidentatus 5 0.075 aquatic lily 47 Cosmapolitan
9. Brachionus calyciflorus 6 0.39 limnetic 25,28 Cosmapolitan
Brachionus calyciflorusAEG1 * 4 0.2 limnetic 46
10. Brachionus caudatus 4 0 emergent hydrophytes 54 Cosmapolitan
11. Brachionus cf. urceolaris 4 0 wetland 45 Cosmapolitan
12. Brachionus falcatus 4 0.15 limnetic 19 Cosmapolitan
13. Brachionus havanaensis 19 1.73 limnetic, submerged hydrophytes, 51, 4, 52, 53, 34, Nearctic and
littoral, emergent hydrophytes 50, 41, 38, 19 Neotropical
14. Brachionus plicatilis group 9 151 limnetic 32, 30, 55, 58 Cosmapolitan
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15. Brachionus quadridentatus f.
brevispinus

Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG1 X
Brachionus quadridentatus f.
brevispinusAEG2 X

16. Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularis

Brachionus quadridentatus f.
cluniorbicularisAEG1 *

17. Brachionus sp.

18. Brachionus variabilis
19. Kellicottia bostoniensis

20. Keratella americana

21. Keratdlla cochlearis

Keratella cochlearisAEG1 %k
22. Keratella morenoi

23. Keratella tropica
24. Notholca acuminata

25. Plationus patulus
26. Plationus patulus var. macracanthus

27. Platyias quadricornis

Platyias quadricornisl *
FAMILY DICRANOPHORIDAE
28. Dicranophorus sp.

FAMILY EUCHLANIDAE

29. Beauchampiella eudactylota

30. Dipleuchlanis propatula
31. Euchlanis dilatata

32. Tripleuchlanis plicata
FAMILY GASTROPODIDAE

~ o1

19

AN DN

o Ol

0.9

0.1

0.13

0.85

0.2

0.46
0.83

0.83
0.075

18

0.15

0.32

0.075

submerged hydrophytes
aquatic lily, littora
littoral-limnetic

littoral-limnetic

aguatic lily, limnetic, littora

littoral-limnetic

limnetic

limnetic

l[imnetic, submerged hydrophytes,
littoral

littoral, limnetic

limnetic

limnetic

benthic
stream

submerged hydrophytes, littoral
littoral-limnetic

submerged hydrophytes, emergent
hydrophytes
algae zone

littoral

algae zone, littoral

emergent hydrophytes
submerged hydrophytes, emergent
hydrophytes

algae zone

52

47,34

10

2

47,48, 10

11

26
25,31

36, 52, 1, 57, 41,
39, 38,19

27,23

22
22,26

35
62

56, 52, 14
12

54,52, 50

33

20

33,12

56, 54

33

Cosmapolitan

Cosmaopolitan

Cosmapolitan
Nearctic and
Neotropical
Nearctic and
Neotropical

Cosmapolitan

Nearctic and
Neotropical

Cosmapolitan

African, Palaearctic

Cosmapolitan

African, Australian,
Neotropical, Oriental

Cosmapolitan

Cosmapolitan

Cosmapolitan
Cosmapolitan

Cosmapolitan
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33. Ascomorpha ovalis
Ascomorpha ovalisAEG1 X
FAMILY LECANIDAE
34. Lecane bulla

Lecane bullal *

Lecane bulla2 *
Lecane bulla3 *

Lecane bullad *
Lecane bulla5 *

Lecane bullaAEG9 *
Lecane bullaAEG10 *

35. Lecane closterocerca
36. Lecane cornuta

Lecane cornutal
Lecane cornutaAEG2

37. Lecane crepida

Lecane crepidaAEGL X

38. Lecane curvicornis
Lecane curvicornisAEG2 %
39. Lecane grandis

40. Lecane hamata

41. Lecane hastata

Lecane hastataAEG1
42. Lecane leontina

43. Lecane ludwigii f. ohicensis
44, Lecane luna
45. Lecane lunaris

Lecane lunarisAEG1 X
46. Lecane monostyla

N o1

oOw o N

g1 w

Ev o w NN OaO N~ oA

()]

g~

051
0.61

1.66

0.32
1.07

171

0.65
0.61
23

0.075
1.7
0.95

0.18
0.74

0.15
1.64
0.53

limnetic
limnetic

emergent hydrophytes
algae zone, littoral, Equisetum

submerged hydrophytes, littoral
submerged hydrophytes, emergent
hydrophytes

littoral-limnetic, algae zone
littoral, submerged hydrophytes,
wetland, limnetic

submerged hydrophytes
l[imnetic, submerged hydrophytes,
emergent hydrophytes

littoral

wetland, emergent hydrophytes, algae
zone

littoral

littoral, Equisetum

littoral, wetland
littoral

littoral

algae zone
wetland

littoral
littoral-limnetic

littoral-limnetic
algae zone, submerged hydrophytes,
Nymphaea |eaves, littoral

submerged hydrophytes, littoral
wetland, littoral, limnetic
littoral

wetland, Nymphaea | eaves
submerged hydrophytes

25 Cosmapolitan

31

54 Cosmopolitan

33,14, 13

52, 57

52, 50

5,33

7,37,42,43

54

51, 29, 24

9 Cosmapolitan

15, 54, 16 Nearctic, Neotropical,
Palaearctic

8,69

3,13

7,42 Tropicopolitan

6,7

3 Tropicopolitan

16

42 Tropicopalitan

6, 36 Cosmapolitan

12,20 Tropicopolitan

12

33,56, 40, 37, 7,8 Traopicopolitan

54,12 Cosmapolitan
42,6, 7,43 Cosmopolitan
6,7,9 Cosmapolitan
42, 40, 37

54

Tropicopolitan
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47. Lecane papuana

48. Lecane quadridentata
49. Lecane rhenana

50. Lecane sp.

51. Lecane $p.AEG1
52. Lecane spinulifera

FAMILY LEPADELLIDAE

53. Lepadella cf. ovalis

54. Lepadella cf. quadricarinata

55. Lepadella patella

FAMILY MYTILINIDAE

56. Mytilina ventralis var. brevispina

57. Mytilina ventralis var. macracantha
Mytilina ventralis var.
macracanthaAEG2 %
Mytilina ventralis var.
macracanthaAEG3 %
Mytilina ventralis var.
macracanthaAEG4 %

FAMILY NOTOMMATIDAE
58. Cephalodella cf. gibba
FAMILY TRICHOCERCIDAE
59. Trichocerca cf. capucina

60. Trichocerca longiseta

61. Trichocerca stylata
FAMILY TRICHOTRIIDAE
62. Macrochaetus collins

63. Trichotria tetractis

ok~ 00N b O

1.39
0.77
0.36

0.77
1.47

0.38

2.34

031

1.03

0.16
031
12

0.63
0.085

algae zone, limnetic, littoral
littoral, wetland

littoral

wetland

littoral, wetland, [imnetic
wetland, littoral

limnetic
stream, littoral
submerged hydrophytes

littoral, submerged vegetation
submerged hydrophytes
l[imnetic, wetland

littoral, Equisetum

submerged hydrophytes, littoral

emergent hydrophytes

limnetic
submerged hydrophytes
limnetic

wetland, littoral, littoral-limnetic
littoral, submerged vegetation

33, 49, 10, 18
7,42

7

60, 59

6,7, 42, 36
42, 44

17
62, 61
29

61, 29

17,42

9 13

29,21

24

25
29
46, 41

42,7,12
31,29

Tropicopolitan
Cosmapolitan
Tropicopolitan

Nearctic and
Neotropical

Cosmapolitan
Cosmapolitan
Cosmopolitan

Cosmapolitan
Cosmopolitan

Cosmapolitan

Cosmapolitan
Cosmapolitan
Cosmopolitan

Cosmapolitan
Cosmapolitan

X Cryptic species revealed from the present study.

a habitat type where samples were taken,

b: the number correspond to the IDSite in the Data S1 and Figure 1.
c: distributions according to Segers (1996, 2007).
Tropicopolitans= occur in tropical and subtropical latitudes, but can occasionally be found in suitable habitats in temperate regions.
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A new set of primers for COI amplification from freshwater
microcrustaceans
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Abstract

Despite the contribution of DNA barcoding towards understanding the biodiversity and distribution of species, the
success of COI amplification has been quite variable when it comes to freshwater zooplankton (Elias-Gutiérrez &
Valdez-Moreno 2008; Jeffery et al. 2011). Some genera of microcrustaceans seem to be more difficult to amplify than
others. For example, Macrothrix, Scapholeberis, Diaphanosoma and cyclopoids have yielded limited results. Among
several possible reasons for the inability to barcode freshwater microcrustaceans is that there does not exist a specific
set of primers for COI amplification. To this end, we developed a zooplankton — specific set of primers, which signifi-
cantly increased average amplification success (20% increase). With these primers, we observed an overall success of
over 70% for Sididae and Chydoridae, and more than 80% for Daphniidae, Moinidae, Bosminidae, Macrothricidae,
Ilyocryptidae and Diaptomidae. We also demonstrate a simple alteration to a common specimen fixation method that
increases the overall recovery of barcodes from freshwater zooplankton. Collectively, we believe our results will

greatly aid the recovery of barcodes from these difficult groups.

Keywords: Cladocera, copepoda, DNA barcodes
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Introduction

Although many invertebrate groups comprise freshwater
zooplankton, three of them are dominant: Cladocera,
Copepoda and Rotifera. Currently, little is known about
the diversity of these groups (Korovchinsky 1996; Stoch
2001; Adamowicz & Purvis 2005).

At present, DNA barcoding has become a common
practice and has proved itself an important tool in the
study of freshwater microcrustaceans, mainly water fleas
(cladocerans) and copepods (Elias-Gutiérrez et al. 2008a;
Jeffery et al. 2011). These molecular techniques have
become widespread and important, because they not
only provide a fast and reliable method for identification,
but have also highlighted cryptic species that have
subsequently been formally described using a more
integrative approach, and have been used for studies on
phylogeography and to understand speciation patterns
(Suatoni et al. 2006; Rowe et al. 2007; Elias-Gutiérrez &
Valdez-Moreno 2008; Montiel-Martinez et al. 2008;
Quiroz-Vazquez & Elias-Gutiérrez 2009; Xiang et al.
2011; ; Alcantara-Rodriguez et al. 2012). As a result,
in recent years microcrustaceans have received great

Correspondence: Manuel Elias Gutiérrez, Fax: 52(983) 8350440;
E-mail: melias@ecosur.mx

© 2013 John Wiley & Sons Ltd

attention from taxonomists (Elias-Gutiérrez ef al. 2008b),
in part due to these new approaches and the revela-
tion of unexpected restricted distribution of many of
them, as well as other taxa such as rotifers (Elias-
Gutiérrez et al. 2008a; Jeffery et al. 2011; Garcia-Morales
& Elias-Gutiérrez 2013).

DNA barcoding has also been used to ascertain a
more realistic measure of the branchiopod biodiversity
in previously studied regions, such as Churchill, Mani-
toba, Canada, where this technique, together with more
intensive sampling, has almost doubled the number of
known species (from 25 to 42) (Jeffery et al. 2011).

Despite the allure of DNA barcoding as a tool for
analysing the biodiversity and distribution of zooplank-
ton species, the success of cytochrome c oxidase I (COI
or COXI) amplification has been variable in this group.
One possible explanation is that a specific set of prim-
ers do not exist. Currently, COI amplification in cope-
pods and cladocerans has been performed using
‘Folmer’ or ‘Folmer-tailed’ primers (Folmer et al. 1994).
To our knowledge, there have been no published
attempts to develop freshwater zooplankton-specific
primers.

Some genera seem to be more difficult to amplify than
others. For example, only few specimens of Macrothrix,
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Scapholeberis and Diaphanosoma have yielded results
(Elias-Gutiérrez et al. 2008a). Furthermore, other species
such as Holopedium, which has a global distribution,
have been described based on allozyme and COI analy-
sis (Rowe et al. 2007), but it has been almost impossible
to obtain results from this group at the Churchill
region of Canada (Jeffery et al. 2011). Such mixed
results are quite common in different, or even the
same, laboratories.

The aim of this work was to develop a new and
specific primer set that would reliably amplify COI from
copepods and cladocerans. We also demonstrate a
slight modification in the fixation process for biological
samples that improves the overall success rate for the
major families of cladocerans and copepods and may
explain the previously observed inconsistencies regard-
ing zooplankton barcoding.

Materials and methods

Fixation of samples

The samples (1 = 1053) used to test a modified fixation
method consisted of two large groups of microcrusta-
ceans: cladocerans and copepods (Datas S1 and S2). After
collection, the water was drained from the samples,
which were then preserved in 96% ethanol. We com-
pared different (but possibly critical) fixation methods:
Following the addition of ethanol, the samples were
immediately stored at either (i) room temperature; or (ii)
on ice for at least 72 h before processing for DNA extrac-
tion.

Primer design

The complete mitochondrial genome sequences from 20
individuals consisting of Branchiopoda, Maxillopoda
and Ostracoda (Table 1) were downloaded from
GenBank, and the COI genes were excised and aligned
using online EBI CLUSTAL W2 software (Larkin et al.
2007) (Data S3). New primers were then manually
designed based on the ‘Folmer’ primer binding sites
within the zooplankton COI genes. The resulting primers
were tailed with modified M13 sequences (Messing 1983)
(Table 2).

DNA Extraction

To recover the minimal amount of DNA required for effi-
cient COI amplification, total DNA was extracted from
whole individuals in the case of small specimens (i.e.
cladocerans <0.3 mm) or from a tissue sample (i.e. eggs
from the embryonic chambers in cladocerans or egg
sacs from copepods) in the case of large specimens.

Table 1 Mitochondrial genome

zooplankton-specific primers

sequences used to design

GenBank
Class Genus Species Accession
Maxillopoda Eucalanus bungii 47457831
Maxillopoda Neocalanus cristatus 47457840
Maxillopoda Sinergasilus polycolpus EU621723.1
Maxillopoda Caligus rogercresseyi HQ157565.1
Maxillopoda Caligus clemensi HQ157566.1
Maxillopoda Lepeophtheirus ~ salmonis 71647022
Maxillopoda Tigriopus japonicus 21327728
Maxillopoda Tigriopus californicus 237688441
Maxillopoda Capitulum mitella 120586780
Maxillopoda Tetraclita japonica 47777266
Maxillopoda Megabalanus volcano 52221052
Maxillopoda Pollicipes polymerus 49146590
Maxillopoda Argulus americanus 49147414
Maxillopoda Armillifer armillatus 49147368
Branchiopoda  Daphnia melanica 87083767
Branchiopoda  Daphnia pulex 5835848
Branchiopoda  Triops cancriformis 27383535
Branchiopoda  Triops longicaudatus 50812131
Branchiopoda  Artemia franciscana 5835051
Ostracoda Vargula hilgendorfii 40458405

Approximately 500 specimens were processed using
standard glass fiber methods (Ivanova et al. 2006), and
the rest was processed using the HotSHOT technique
(Montero-Pau et al. 2008).

PCR and Sequencing

Following DNA extraction, 2 uL of DNA was added to a
PCR (final volume of 12.5 uL, including DNA) consisting
of 10% D-(+)-trehalose dihydrate %&1 Analytical), 1x
PlatinumTaq buffer (Invitrogen), 50 mm MgCl, (Invitro-
gen), 10 mm dNTP (KAPA Biosystems), 10 um of each
primer and 0.3 U of PlatinumTaq (Invitrogen). The reac-
tions were then cycled at 95 °C for 1 min, followed by
five cycles of [94 °C for 40 s, 45 °C for 40 s, 72 °C for
1 min], then 35 cycles of [94 °C for 40 s, 51 °C for 40 s,
72 °C for 1 min] and a final extension of 72 °C for 5 min.
PCR products were visualized on a 2% agarose gel using
an E-Gel95 Precast Agarose Electrophoresis System (Invi-
trogen). Visually positive PCR products were selected
for sequencing.

Positive PCR products were cycle sequenced using a
modified (Hajibabaei et al. 2005) BigDye© Terminator
v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc.)
and sequenced bi-directionally on an ABI 3730XL auto-
mated sequencer. PCR products amplified with Folmer
primers were sequenced with Folmer primers, while
those amplified by zooplankton-specific primers were
sequenced with M13F and M13R. Sequences were edited

© 2013 John Wiley & Sons Ltd
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Table 2 Primers used in this study

Primer Sequence (5'—3') Reference
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. 1994;
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. 1994;

ZplankF1 t1
ZplankR1_t1

M13R CAGGAAACAGCTATGAC

tgtaaaacgacggccagtTCTASWAATCATAARGATATTGG
caggaaacagctatgacT TCAGGRTGRCCRAARAATCA
MI13F TGTAAAACGACGGCCAGT

This study
This study
Messing, 1983
Messing, 1983

M13 tails are shown in lowercase bold font.

Table 3 PCR success rates of zooplankton families fixed at room temperature or with cold ethanol

Room temperature fixation

Cold ethanol fixation

Family Species number Total specimens Success rate (%) Total specimens Success rate (%)
Sididae 7 77 49.35 34 85.29
Daphniidae 12 255 52.16 58 87.93
Moinidae 4 90 76.67 35 82.86
Bosminidae 3 71 52.11 25 72.0
Macrothricidae 2 28 50.0 34 79.41
Ilyocryptidae 2 10 20.0 4 75.0
Chydoridae 7 153 58.82 62 75.81
Diaptomidae 5 44 95.45 35 97.14
Cyclopidae 2 28 100 5 100
Average 56.82" 81.93"

Primers used: Folmer et al. (1994).
*Average was calculated excluding Cyclopidae.

using CodonCode v. 3.0.1 (CodonCode Corporation,
Dedham, Massachusetts) and uploaded to BOLD under
the projects ‘Zooplankton II'’ (ZPII),Zooplankton III'
(ZMIII) and ‘Zooplankton IV’ and GenBank (accession
numbers KC616763-KC617186; KC617187-KC617425;
KC617426-KC617733).

Statistical Analysis

All statistical analyses of our fixation method results
were performed using the Mann-Whitney Rank Sum
Test for independent samples. For primer comparisons,
statistics were calculated using a paired t-test after a
normality test. All statistical analyses were performed
with the program Sigma Stat Vers. 3.1.

Results
Comparison of two fixation methods: room temperature
and on ice

To compare the effects of keeping samples on ice prior to
DNA extraction vs. keeping them at room temperature
(the most traditional), we processed 1053 specimens, 756

© 2013 John Wiley & Sons Ltd

at room temperature and 297 on ice (Datas S1 and S2).
All COI amplifications were performed using traditional
Folmer primers (LCO1490/HCO2198). Table 3 shows the
overall PCR success rates associated with each treatment
for each group of zooplankton. Excluding cyclopoida,
where there was a significant difference between treat-
ments. PCR success ranged from 20.0% (Ilyocryptidae) to
95.45% (Diaptomidae) with a mean of 56.82% (SD = 22%)
for samples that were fixed at room temperature. Fixa-
tion on ice resulted in a statistically significant (P = 0.02)
increase in PCR achievement, which ranged from 72.0%
(Bosminidae) to 97.44% (Diaptomidae) with a mean of
81.78% (SD = 8.13%). Success rates varied depending on
the family analysed, but an increase in positive results in
all groups (except Cyclopidae) was observed when the
ice method was used (see Table 3).

Comparison of primers: traditional Folmer and new
zooplankton-specific primers

Because fixation on ice was found to significantly
increase our success rate, we use that method on all spec-
imens for subsequent experiments. To compare the effi-
cacy of our new primer set to traditional Folmer primers,
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Table 4 Comparison of PCR results between Folmer et al.
(1994) and zooplankton-specific primers

Total

Specimens % PCR % PCR

(number of positive positive
Family species) (Folmer) (Zplank)
Sididae 37.(5) 75.68 81.08
Daphniidae 67 (11) 71.64 97.01
Moinidae 42 (2) 69.05 92.86
Bosminidae 20 (3) 55.00 95.00
Macrothricidae 36 (2) 63.89 91.67
Ilyocryptidae 4() 100.00 100.00
Chydoridae 93 (8) 64.52 83.87
Diaptomidae 73 (7) 78.08 93.15
Cyclopidae 113 (6) 64.60 84.07
Average 71.38 90.97

The total number of specimens and corresponding number of
species identified morphologically are shown for each family.
Percentages were calculated on the basis of results to total indi-
viduals processed.

we extracted DNA from 529 specimens of the following
families: Sididae (suborder Ctenopoda); Daphniidae,
Monidae, Bosminidae, Macrothricidae, Ilycryptidae and
Chydoridae (suborder Anomopoda); and Diaptomidae
and Cyclopidae (subclass Copepoda). Data 54 includes a
detailed list of 529 individuals divided into six 96-well
plates. The DNA extracted from each specimen was
amplified using both Folmer and the new zooplankton-
specific primer sets, keeping all other variables constant.

PCR success rates for each primer set are shown in
Data S4 and Table 4. The new zooplankton-specific
primers increased the average PCR success rate by
approximately 20%. The increase in PCR success rates
was statistically significant (t-test, P = 0.001).

Discussion

Comparison of room temperature and ice fixation
methods

Large-scale DNA barcoding studies of freshwater
zooplankton are lacking, largely due to poor COI ampli-
fication success. The success rate appears to range any-
where from 0% to 40%, and with a few exceptions (Elias-
Gutiérrez ef al. 2008a; Jeffery et al. 2011), success rates
above 50% have not been reported due to low amplifica-
tion rates. Under most circumstances, adding 96%
ethanol directly to a live specimen is enough to preserve
it down to the molecular level, at least for short-term
storage; however, preserving specimens at low tempera-
tures can benefit subsequent molecular analysis. One of
the genera to have completely failed all barcoding

attempts (Holopedium) by Jeffery et al. (2011) was previ-
ously successfully barcoded by Rowe et al. (2007), who
preserved all samples immediately with liquid nitrogen.
The main limitation of using liquid nitrogen is the
propensity for physical degradation of the specimen. The
use of ethanol and/or the restriction of analysis to a sub-
sample of the specimen (e.g. the eggs from the brood
pouch) allows for the retention of the taxonomically
diagnostic tissues for morphological analysis and subse-
quent species corroboration. The use of ethanol in combi-
nation with low temperatures offers the best of both
worlds, as demonstrated by our results.

Comparison of traditional Folmer and new
zooplankton-specific primers

Our new zooplankton-specific primers were found to
significantly improve the overall results compared with
traditional Folmer primers. While the differences
between the forward (LCO1490 and ZplankF1_t1) and
reverse (HCO2198 and ZplankR1_t1) primers are mini-
mal, there are a few potentially critical differences that
may explain the significantly better performance of the
zooplankton-specific primers. At nucleotide (nt) position
9 (measured from the 3’ end), LCO1490 has an ‘A’ at this
position, but approximately 25% of the zooplankton
sequences (included in our primer design alignment)
have a ‘G’ at the same location. Therefore, ZplankF1_t1
was designed with an ‘R” (‘A" or ‘G’) at nt 9. Similarly,
HCO2198 has a “T” at nt 6, 9 and 12, while approximately
25% of the zooplankton sequences have C’s at these posi-
tions, necessitating the use of “Y’s (“C" or ‘T") at the corre-
sponding positions in ZplankR1 _t1. We speculate that
the inclusion of these degenerate bases in the zooplank-
ton-specific primers is at least partially responsible for
their increased efficacy.

It is also possible that, unlike the Folmer primers, the
zooplankton-specific primers avoid coamplifying con-
taminating DNA; however, because we have not tested
the zooplankton-specific primers on other phyla, we
cannot say that they will not also function across a wide
range of taxa. Regardless, a combination of primer bind-
ing efficiency and primer specificity may explain the
overall performance differences we observed between
the Folmer and zooplankton-specific primer sets.

In conclusion, the use of our fixation method in con-
cert with our zooplankton-specific primers allows for
specimens to be compared morphologically and the find-
ings combined with DNA barcoding data, which is the
basis of the new approach of integrative taxonomy
(Dayrat 2005). Such an approach will undoubtedly be
the key to unravelling the real diversity of the aquatic
microfauna, of which we have only begun to scratch the
surface.

© 2013 John Wiley & Sons Ltd
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Abstract

Background: In the Mexican Caribbean, the exotic lionfish Pterois volitans has become a species of great concern because of
their predatory habits and rapid expansion onto the Mesoamerican coral reef, the second largest continuous reef system in
the world. This is the first report of DNA identification of stomach contents of lionfish using the barcode of life reference
database (BOLD).

Methodology/Principal Findings: We confirm with barcoding that only Pterois volitans is apparently present in the Mexican
Caribbean. We analyzed the stomach contents of 157 specimens of P. volitans from various locations in the region. Based on
DNA matches in the Barcode of Life Database (BOLD) and GenBank, we identified fishes from five orders, 14 families, 22
genera and 34 species in the stomach contents. The families with the most species represented were Gobiidae and
Apogonidae. Some prey taxa are commercially important species. Seven species were new records for the Mexican
Caribbean: Apogon mosavi, Coryphopterus venezuelae, C. thrix, C. tortugae, Lythrypnus minimus, Starksia langi and S. ocellata.
DNA matches, as well as the presence of intact lionfish in the stomach contents, indicate some degree of cannibalism, a
behavior confirmed in this species by the first time. We obtained 45 distinct crustacean prey sequences, from which only 20
taxa could be identified from the BOLD and GenBank databases. The matches were primarily to Decapoda but only a single
taxon could be identified to the species level, Euphausia americana.

Conclusions/Significance: This technique proved to be an efficient and useful method, especially since prey species could
be identified from partially-digested remains. The primary limitation is the lack of comprehensive coverage of potential prey
species in the region in the BOLD and GenBank databases, especially among invertebrates.
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Introduction b is an important marker for species determination and it was
successfully used to discriminate both, the barcodes, based in
sequences of the cytochrome oxidase I, are becoming a wider
standard in species identification (see www.fishbol.org).

At present, the lionfish invasion has spread to all along the
coastal Yucatan Peninsula, including the entire Mesoamerican
coral reef and has been recorded throughout the Caribbean as far
as Venezuela [2,9]. Recently, and for the first time, a larval lionfish
was collected and reported in the Atlantic Ocean [10]. In the
beginning, seem to this species was introduced as an ornamental
e ’ ) ; fish, and later it escaped from an aquarium located in Florida

Two species of lionfishes have been recorded as invaders in the [1,2,11].

. . . . o »25
western Atlantic: Plerois volitans (Linneo, 1758) and Pterois mules DNA barcodes have proven to be more than 90% successful in

(Bennet, 18,28>' Althopgh once considered to be synonyms, the identification of marine fish species in studies from Australia
sequence differences in cytochrome b have confirmed the [12] and Mexico, where they also were used to connect
separation of the two species [8]. Nevertheless, despite cytochrome ’

Since the first appearance of the exotic lionfish in the western
Atlantic [1], there has been great concern about the potential
impact on coral reefs in the Caribbean region. A number of studies
have recently been published on the lionfish invasion, in
particular, the geographical distribution [2], the feeding behavior
in the Bahamas [3], an analysis of cytochrome B mtDNA
sequences to examine founder effects and for species identifications
[4], establishing a molecular phylogeny [5], use of nursery habitats
such as mangroves, [6], and evaluating native predator species [7].
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Table 1. Pterois volitans COl sequences composition (from 30
samples).

Sequence composition (%) Min Mean Max SE
Guanine 18.96 19.75 20.19  0.028
Citocyne 26.66 26.98 27.01 0.009
Adenine 23.16 23.22 23.61 0.017
Tyrosine 29.7 30.06 30.41 0.013
Guanine-Citocyne 45.97 46.73 46.97 0.024
Guanine-Citocyne codon position 1 54.2 56.07 56.13 0.047
Guanine-Citocyne codon position 2 4186 4281 44.01 0.041
Guanine-Citocyne codon position 3 40.03 4083 4152  0.047
doi:10.1371/journal.pone.0036636.t001

developmental stages unidentified with adults [13]. One of the first
and more important applications of this technique has been to
detect exotic species in a fast, reliable and cost-effective way [14].
For example, exotic moths have been detected among field-caught
populations [15] and an invasive microcrustacean, as the
cladoceran Daphnia lumholtzi, has been discovered in Mexican
freshwaters [16]. Another useful application of this method is the
analysis of dietary habits. This approach has recently been used for
an analysis of bat feces, since DNA barcoding permits the
identification of prey in the absence of morphological evidence
after digestion [17]. In case of fishes, two previous studies have
used this technique, one to analyze herbivorous fish diets [18], and
the other confirming the utility of the technique for piscivorous
fishes, but in the laboratory [19].

In this study, we apply the DNA barcoding method to analyze
the prey composition for the carnivorous lionfish. The material
studied comes from several collections of lionfish in Cozumel,
along the Mexican portion of the Mesoamerican Coral Reef. Our
primary goals were to establish, based on DNA barcodes, which
species of Pterois is present on the Mexican Caribbean reef and
which species comprise the diet of lionfish, based on the analysis of
stomach contents.

Results

This study is the first report of the application of DNA
barcoding to determine the prey composition for the invasive
lionfish in the Atlantic Ocean. Partially-degraded biological
material, such as stomach contents, can yield small PCR DNA

Lionfish Prey Barcoding in Mexican Caribbean

fragments, sometimes less than 200 bp in length. Nevertheless,
DNA barcoding can identify species with fragments as short as
100 bp with at least 90% efficiency [20]. The development of
these mini-barcodes permits the species identification. This opens
a great possibility to obtain sequences from short DNA fragments,
quickly and cheaply [21].

DNA Barcode Identification of Lionfish Adults

Prerois volitans and P. miles overlap in most morphological and
meristic characters but do have different DNA sequences [8]. All
sequences we obtained from 30 adult lionfish in the Mexican
Caribbean matched with Indo-Pacific Plerois volitans with over 99%
similarity. The average K2P distance among individuals was
0.054%.The mean sequence composition was guanine 19.75%,
cytosine 26.98%, adenine 23.22%, tyrosine 30.06%, GC 46.73%.
GC% Codon position 1, 56.07, GC% Codon position 2, 42.81
and GC% Codon position 3, 40.83 (Table 1).

Identification of Prey Based in DNA Barcoding

Of the 157 stomachs examined, 144 had measurable contents
(Table 2). In total 330 prey items were obtained but about 90%
were mostly digested specimens. These included fish, typically only
body parts or fragments of skeleton and tissue. As a result, most
prey items were impossible to visually identify, even to order level.
Some crustaceans were almost complete and could be identified
before barcoding. All of the prey tissue fragments were barcoded,
but only 168 yielded readable sequences. The read lengths in the
majority (85%) were more than 600 bp long, while the remaining
sequences had segments between 500 and 300 bp (mainly
crustaceans) and only two sequences were less than 200 bp. There
were no insertions, deletions or stop codons in any sequence. The
sequences were compared to the reference library of sequences in
the Barcode of Life Database (BOLD). Of the 168 sequences, 125
matched with fishes and 43 with crustaceans. In case of the fish
sequences, 94% matched with greater than 99.38% similarity to
reference sequences in BOLD, allowing identification to the
species level. The remaining 6% could be identified only to genus
(Table 3).

Five orders of fishes comprising 14 families, 22 genera and 34
species were identified. The families with the greatest number of
species were Gobiidae (7) and Apogonidae (6) followed by
Scaridae (4), Labrisomidae (3), Labridae, Pomacentridae, Tripter-
ygiidae, Serranidae (2), Holocentridae, Grammatidae, Haemuli-
dae, Scorpaenidae, and Monacanthidae (1) (Figure 1, Table 3).

The total fishes species identified in the stomach contents
(Table 3, Figure 1) include 27 species previously reported in the

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 2. Lionfish (Pterois volitans) specimens collected in the different localities from Mexican Caribbean.
Specimens Specimens with Collecting date Min-Max length of

Locality collected stomach content (year) the specimens (mm)

Cozumel 58 47 2009 28-216

Xcalak 59 54 2009, 2010 40-262

Mahahual 35 21 2010 70-320

Isla Contoy 10 6 No data 10-90

Banco Chinchorro 13 1 2009 60-282

Puerto Morelos 1 1 2009 76-308

Playa del Carmen 2 1 2009 330

Isla Mujeres 9 3 No data 20-70

doi:10.1371/journal.pone.0036636.t002
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Mexican Caribbean: Sargocentron  coruscum, Apogon lachneri, A.
maculatus, A. townsendi, Astrapogon puncticulatus, Coryphopterus eidolon,
C. hyalinus, Priolepis hipoliti, Gramma loreto, Haemulon flavolineatum,
Halichoeres garnoti, Thalassoma bifasciatum, Malacoctenus triangulatus,
Abudefduf saxatilis, Stegastes partitus, Scarus isert, S. taeniopterus, Sparisoma
aurofrenatum, S. uvirde, Cephalopholis ~ cruentata, Liopropoma  rubre,
FEnneanectes altivelis, Enneanectes boehlkei, Bothus lunatus, Plerois volitans,
Monacanthus tuckeri, and seven species unreported before: Apogon
mosavt, Coryphopterus venezuelae, C. thrix, C. tortugae, Lythrypnus minimus,
Starkia langi and S. ocellata.

In terms of percent composition by number (%N) fishes
dominated the lionfish diet (74.4%). The fish families with highest
%N were Labridae (26.4%), comprising Halichoeres garnoti (17.6%)
and Thalassoma bifasciatum (8.8%); Gobiidae (20%), comprising

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 3. List of fishes prey identified in the stomach contest of lionfish (Pterois volitans) by DNA barcoding analysis.
No. of
Order Family Genus Species specimens Similarity (%)
Beryciformes Holocentridae Sargocentron Sargocentron coruscum 1 100
Perciformes Apogonidae Apogon Apogon lachneri 2 100
Perciformes Apogonidae Apogon Apogon maculatus 2 100
Perciformes Apogonidae Apogon Apogon mosavi* 1 99.68
Perciformes Apogonidae Apogon Apogon townsendi 2 100
Perciformes Apogonidae Astrapogon No match found 1
Perciformes Apogonidae Astrapogon Astrapogon puncticulatus 1 99.84
Perciformes Gobiidae Coryphopterus Coryphopterus venezuelae* 6 99.69
Perciformes Gobiidae Coryphopterus Coryphopterus eidolon 2 100
Perciformes Gobiidae Coryphopterus Coryphopterus hyalinus 2 100
Perciformes Gobiidae Coryphopterus Coryphopterus thrix* 2 99.85
Perciformes Gobiidae Coryphopterus Coryphopterus tortugae* 6 100
Perciformes Gobiidae Priolepis Priolepis hipoliti 1 99.69
Perciformes Gobiidae Lythrypnus* Lythrypnus minimus* 6 99
Perciformes Grammatidae Gramma Gramma loreto 3 99.84
Perciformes Haemulidae Haemulon Haemulon flavolineatum 3 100
Perciformes Labridae Halichoeres Halichoeres garnoti 22 100
Perciformes Labridae Thalassoma Thalassoma bifasciatum 1 100
Perciformes Labrisomidae Malacoctenus Malacoctenus triangulates 2 99.69
Perciformes Labrisomidae Starksia Starksia ocellata* 1 99.38
Perciformes Labrisomidae Starksia Starksia langi* 1 99
Perciformes Pomacentridae Abudefduf Abudefduf saxatilis 1 100
Perciformes Pomacentridae Stegastes Stegastes partitus 6 99.85
Perciformes Scaridae Scarus Scarus iseri 2 100
Perciformes Scaridae Scarus Scarus taeniopterus 1 100
Perciformes Scaridae Sparisoma Sparisoma aurofrenatum 8 100
Perciformes Scaridae Sparisoma Sparisoma viride 2 100
Perciformes Serranidae Cephalopholis Cephalopholis cruentata 3 100
Perciformes Serranidae Liopropoma Liopropoma rubre 2 100
Perciformes Tripterygiidae Enneanectes Enneanectes altivelis 3 100
Perciformes Tripterygiidae Enneanectes Enneanectes boehlkei 1 100
Pleuronectiformes Bothidae Bothus Bothus lunatus 1 100
Scorpaeniformes Scorpaenidae Pterois Pterois volitans 16 100
Tetraodontiformes Monacanthidae Monacanthus Monacanthus tuckeri 1 100
Also is showing percent of closest matches to reference sequences on BOLD.
*New range extension for Mexican Caribbean.
doi:10.1371/journal.pone.0036636.t003

Coryphopterus venezuelae (4.8%), C. tortugae (4.8%) Lythrypnus (4.8%), C.
etlodon (1.6%), C. hyalinus (1.6%), C. thrix (0.8%), and Priolepis hipoliti
(0.8%); Scorpaenidae (12.8%) comprised the one species Plerois
volitans; and Scaridae (10.4%) comprising Sparisoma aurofrenatum
(6.4%) Scarus iseri (1.6%), S. viride (1.6%), and S. taeniopterus (0.8%).

The overall percent composition by number of crustaceans in
lionfish stomach contents was 25.6%, with Decapoda the most
frequent prey (93%) followed by Stomatopoda (4.6%) and
Euphausiacea (2.4%). Of the 43 crustacean prey sequences, we
identified 20 different taxa of which twelve were decapods. Only
four showed more than a 90% similarity to reference sequences on
BOLD, while the remainder showed similarities between 79 and
89% (Table 4). Three crustacean orders were identified:
Euphausiacea with only one species, Euphausia americana; Stoma-
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Figure 1. Neighbour joining tree for 34 fish species found in the stomach contents of the lionfish. Tree is based on genetic distances
(K2P) for the COI gene; the base of the triangle gives a rough idea of the most consumed preys.

doi:10.1371/journal.pone.0036636.9001

topoda with two samples that apparently belong to Gonodacty-
lidae and Pseudosquillidae, and the remaining matches were all to
Decapoda Among the latter, one specimen matched the genus
Synalpheus, another matched to Hippolytidae and two groups, of
three and seven specimens respectively, matched to two clades
within Palemonidae. All remaining taxa could not be resolved to a
finer level beyond Decapoda (Figure 2).

Discussion

Adults

It i1s possible to distinguish nine species of Pterois, including
P. miles and P. volitans from the reference sequences of COI
mtDNA in the BOLD database. All of our specimens matched
with Prerois volitans and the low divergence values among them are
consistent with a recent invasion from a small number of
specimens. Our results supports the idea that P. volitans is the

@ PLoS ONE | www.plosone.org

only species which has spread into the Caribbean, including the
Mexican region [4,9,10,22-24].

Prey Composition

In the Mexican Caribbean the lionfish (Pterois volitans) teeds on a
wide diversity of prey, primarily reef-fish species and secondarily
crustaceans. These results are concordant with the findings for
prey composition of lionfish in the Bahamas [3,22,25].

Our values of %N in fishes and crustaceans are similar to those
reported by Morris and Adkins in the Bahamas, who found that
fishes comprised 71% of the prey items and crustaceans comprised
28.5% [3].

Seven of the identified species constitute range extensions into
this area: Apogon mosavi, Coryphopterus venezuelae, C. thrix, C. tortugae,
Lythrypnus minimus, Starksia langt and S. ocellata. The first five species
are listed for the western and eastern Caribbean even in Belize
[26-28], so their presence in this region is expected. The lionfish
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whose stomach contents included C. fortugae were collected from
Banco Chinchorro and Xcalak. Recently we collected two adults
of this specie in the same locality confirming the presence of this
species here. Conyphopterus venezuelae were detected in three lionfish
stomachs from Xcalak. Vasquez Yeomans (Pers. comm.) collected
a larva of this species in 2006 in East Cayo Centro, Chinchorro,
confirming the presence of this fish in this area. Our six specimens
of Lythrypnus matched in BOLD with L. minimus, one adult from
Dominica (LIDMA 726-11) identified by Benjamin Victor (Pers.
comm.) and 62 more Lythrypnus unidentified sequences. S. langi was
described recently and is the Belizean species for the species
complex of S. sluiteri [29] therefore their presence in the Mexican
Caribbean is also expected. Finally, Starksia ocellata is part of a
species complex, named . occidentalis in the Caribbean and the
Western Caribbean [30]. This species is a representative with a
known range from North Carolina to Florida and the northern
Gulf of Mexico. In Mexico there is only a single report in the
literature, from Isla Contoy, but there is no voucher specimen.
[31].

In the list of prey species, there are five fishes economically
important in local markets: Haemulon flavolineatum (Chak-chi or
French grunt), Scarus weri (loro listado or striped parrotfish),
Sparisoma aurofrenatum (loro manchado or red band parrotfish),
S. viride (loro brilloso or stoplight parrotfish) and Cephalopholis
cruentata (cabrilla, cherna enjambre or graysby). Although these
species have not high value in the markets, they are an important
source of food for local people.

The yellowhead wrasse, Halichoeres garnoti was the most frequent
species in the analyzed stomachs, no doubt reflecting its common
occurrence in the region [31]. In contrast, Coryphopterus hyalinus and
Gramma loreto have been reported as the most frequent prey of

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 4. List of crustaceans prey identified in the stomach contest of lionfish (Pterois volitans) by DNA barcoding analysis.
Order Family Genus Specie Similarity (%)
Decapoda Alpheidae Synalpheus * 99.24
Decapoda Hyppolytidae Thor * 93.18
Decapoda Palaemonidae * * 88
Decapoda Palaemonidae * * 88.24
Decapoda * * * 84.30
Decapoda * * * 84
Decapoda * * * 85.71
Decapoda * * * 86.2
Decapoda * * * 85.63
Decapoda * * * 85.34
Decapoda 2 hd 2 83.3
Decapoda * * * 82.83
Decapoda 2 kd b 82.82
Decapoda * * * 96.52
Decapoda * * * *
Decapoda * * * 79.22
Euphausiacea Euphausiidae Euphausia Euphausia americana 100
Stomatopoda Gonodactylidae * * 87.2
Stomatopoda Pseudosquillidae Pseudosquilla * 95.39
Also is showing percent of closest matches to reference sequences on BOLD.

*Unable to match with any records in BOLD database.

doi:10.1371/journal.pone.0036636.t004

lionfish in the Bahamas, likely reflecting habitat differences in the
two locations. [3].

The barcoding of prey species revealed 16 specimens of Prerots
volitans, although the majority of the samples showed a high degree
of digestion (incomplete skeletons with little tissue). Nevertheless,
we found one specimen (MXIV868) almost completely intact and
morphologically identifiable as Pterois. This is the first confirmation
of cannibalism among invasive lionfish, a phenomenon that had
been previously suggested as likely but with an absence of evidence
[22]. The lionfish specimens found in the stomachs were small the
intact specimen measured 25 mm SL indicating a preference for
juveniles (Figure 3).

Only one specimen in the prey list did not match to any species
in the BOLD or GenBank databases. It could be identified to the
genus Astrapogon. This genus is represented in the Caribbean by
three species, all are sequenced in BOLD: A. punticulatus was found
in the prey samples in this study and the other species, 4. stellatus
and A. alutus did not match our sequence, raising the possibility of
a cryptic species of Astrapogon in the region.

Prior studies in the Bahamas recorded 50 species of fishes in the
diet of lionfish based on morphological examination of stomach
contents as well as field observations [3,22,23]. We found 31 of
those species and 17 not previously recorded. Considering the
sampling effort for morphological and behavioral analyses, it is
evident that DNA barcoding is a more efficient technique, limited
for the present only by the incompleteness of the reference
databases.

Among crustaceans, the only euphausiid identified was Fu-
phausia americana (CRU124.1) from a fish collected in Mahahual
(Figure 2). This species has been reported from Xcalak to north of
Cozumel Island [32,33]. Two specimens were identified as
stomatopods. The sample CRU198 from Playa del Carmen,
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Figure 2. Neighbour joining tree for 20 clades representing
crustaceans in the stomach contents of the lionfish. Each clade
represents a different species, only one could be identified with no
doubts; the base of the triangle gives a rough idea of the most
consumed crustaceans.

doi:10.1371/journal.pone.0036636.g002

matched (95% similarity) near the species Pseudosquilla ciliate, but
with more than 3% divergence, the specimen was considered
Pseudosquilla sp. The species reported in the Mexican Caribbean
are P. cihate [34,35] and P. oculata IBUNAM:CNCR: CR10740) in
the database of the National Collection of Crustaceans from the
National Autonomous University of Mexico (UNAM, http://test.
unibio.unam.mx), therefore it is possible that this specimen
represents P. oculata. The other stomatopod (CRU238 from
Contoy Island), matched 87.2% nearest to the Gonodactylidae.

Lionfish Prey Barcoding in Mexican Caribbean

There are three species reported in the literature of this family in
Quintana Roo [34,35] and the National Collection of Crustaceans
in UNAM, Neogonodactylus bredini and N. oerstedii are in the BOLD
database but do not match this sequence, therefore the specimen
may represent the third species N. spinulosus.

The most frequent crustacean order preyed on by lionfish was
decapods, comprising 95% of the crustaceans. Most of the
decapods sequences did not match closely to sequences in the
reference databases (Table 3), in which case we applied “strict
criteria” [36]. Only one sample (CRU 118) was 93% similar to
Thor ambownensis, and thus considered Thor sp. Four species of this
genus have been reported in the Mexican Caribbean: 7.
amboinensis, T. dobkimi, T. floridanus and T. manningi [34,37,38].
The sample CRU120 was assigned to the snapping shrimp genus
Synalpheus (with 99% of similarity), in the Mexican Caribbean there
are six species: Synalpheus fritzmuelleri, S. hemphilli, S. longicarpus, S.
minus, S. townsendi and S. apioceros [35,39]. There are 19 genera of
snapping shrimps in BOLD, none of which matched with our
specimen. Two sets of sequences matched to Palemonidae with
88% similarity (CRU136, 138 and 140 and CRU 107, 153, 155,
202,101,141,213). Little is known of the palaemonid fauna of this
region and about 32 species of these shrimps have been reported
from the shallow waters from Quintana Roo [38].

Crustaceans are an important component of stomach contents
studied in most marine fishes, but their identification using
morphology is difficult. For example, from 264 crustaceans found
in lionfish stomachs from the Bahamas, 246 could not be identified
[3]. In contrast, we could identify our 45 crustacean samples to at
least the order level. Species level identifications are usually not
feasible because of the present incomplete state of the reference
databases.

In this study, the methodology yielded 51% efficiency for
sequencing. However, most specimens of lionfish were placed into
ethanol, with no injection into the viscera or thick muscle. Then,
tissues of stomach contents were subsampled one year later, for pcr
amplification. In contrast, from 35 tissues taken directly from fresh
stomach contents, 29 of them gave good quality sequences, i.e.
83% efliciency, indicating the importance of the fixation process
for the samples.

Our results suggest that lionfish are mostly opportunistic
predators, eating any prey of appropriate size, consistent with
findings from the native range in the Indo-Pacific [40,25] and
including cannibalistic predation on smaller conspecifics as well.

Figure 3. Specimen morphologically identifiable as a lionfish, from the stomach content.

doi:10.1371/journal.pone.0036636.g003
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Materials and Methods

For determination of the Pterois species, a small piece (about 1—
3 mm”®) of muscle was removed from 30 specimens collected from
Cozumel (25), Xcalak (2), Puerto Morelos (2) and Playa del
Carmen (1) and placed in 100% ethanol. To avoid DNA
contamination, all tools were flame sterilized before sampling
each specimen. The remainder of each fish was retained as a
reference voucher in the Fish Collection of El Colegio de la
Frontera Sur, Chetumal Unit (ECOCHP).

For the stomach contents analysis, we extracted the stomach
from 122 lionfish from whole specimens previously fixed in
alcohol, from Banco Chinchorro, Cozumel, Isla Contoy, Isla
Mujeres, Puerto Morelos, Playa del Carmen, Xcalak. In case of
Mahahual, the digestive tract from 35 fresh lionfish were dissected
and placed in 96% ethanol and kept on ice. In total 157 stomachs
were analyzed (Table 2). The specimens were collected by
personnel from Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT, Mexico) working in protected areas or
volunteers. Collecting methods varied from hand nets, harpoons to
plastic bags.

From all stomach contents 1 mm?® tissue plugs were extracted
from all recognizable material as a prey item under a binocular
microscope, after that, the tissue was cleaned with alcohol to avoid
contamination from other material.

To extract DNA, the plugs were placed in vertebrate lysis buffer
with Proteinase K and digested overnight at 56°C. Genomic DNA
was subsequently extracted using a membrane-based approach on
the Biomek FX®© liquid handling station and AcroPrep 96,1 mL
filter plates with 1.0 uM PALL glass fiber media [41]. A 652—
658 bp segment of COI was amplified using different fish primers:
FishF1, FishR1, FishF2, FishR2 (Ward et al. 2005) or a M 13-tailed
fish primer cocktail [42].

The 12.5 pL. PCR reaction mixes included 6.25 uL. of 10%
trehalose, 2 UL of ultrapure water, 1.25 pLL of 10x PCR buffer,
0.625 pL of MgCl2 (50 mM), 0.125 pL of each primer (0.01 mM),
0.0625 uL. of dNTP mix (10 mM), 0.625 uL. of Taq polymerase
(New England Biolabs or Invitrogen), and 2.0 uL. of DNA
template. Amplification protocols followed those described in
earlier publications [43]. PCR products were visualized on pre-
cast agarose gels (E-Gels©, Invitrogen) and the positives,
represented by a band were selected for sequencing.

Products were labelled by using the BigDye®© Terminator v.3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc.) as described [43]
and sequenced bidirectionally using an ABI 3730 capillary
sequencer following manufacturer’s instructions. Sequence data,
electropherograms, trace files, primer details, photographs and
collection localities for specimens are available within the project
MXLionfish in BOLD (http://www.barcodinglife.org). Sequenc-
ing protocols were carried out at the Canadian Centre for DNA
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Barcoding using standard protocols [43]. Sequences were aligned
using SEQSCAPE v.2.1.1 software (Applied Biosystems, Inc.). All
COI sequences have also been deposited in GenBank (http://
www.ncbinlm.nih.gov/, See Table S1 for accession numbers).

The sequences obtained were submitted and identified with the
ID engine provided in the Barcode of Life Database (BOLD;
www.boldsystems.org) to establish whenever possible the identifi-
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calculated using the tools provided by BOLD, the Kimura two
parameter (K2P) distance model [44]. Neighbour—joining (NJ)
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[45] and a simplified tree was constructed using the MEGA 3
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Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

HQ966017

HQ966016

HM379903
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Euphausia
americana

Gonodactylidae

Gramma loreto

Gramma loreto

Gramma loreto

Haemulon
flavolineatum

Haemulon
flavolineatum

Haemulon
flavolineatum

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

CRUO0124.1

CRU0238

MXI1V0883

MXIV0862

MXI1V0869

MXIV0270

MXI1V0245

MXIV0271

MXIV0455

MXIV0896

MXIV0895

MXIV0451

MXIV0900

MXIV854.1

MXIV0236

MXIV154

MXIV0471

MXIV0193

MXIV0907

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

CRM294-11

CRM260-10

MXIV505-10

MXIVv484-10

MXIV491-10

MXIV270-10

MXIV245-10

MXIV271-10

MFIV361-10

MXIV518-10

MXIV517-10

MFIV357-10

MXIV522-10

MXIV583-11

MXIV236-10

MXIV154-10

MFIV377-10

MXIV193-10

MXIV529-10

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

HQ966046

HQ966047

JN313635

JN313634

HQ966029

HM379898

JN313638

HQY66007
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Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres
garnoti

Halichoeres

garnoti

Liopropoma rubre

Liopropoma rubre

Lythrypnus

Lythrypnus

Lythrypnus

Lythrypnus

Lythrypnus

Lythrypnus

MXI1V0898

MXIV0905

MXIV0213

MXIV0904

MXI1V0891

MXIV0903

MXIV0902

MXIV0873

MXIV0233

MXIV0917

MXIV0445

MXIV861.1

MXIV853.1

MXIV0223

MXIV164

MXIV0224

MXIV0214

MXIV0222

MXIV0221

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

MXI1V520-10

MXIV527-10

MXIV213-10

MXIV526-10

MXIV513-10

MXIV525-10

MXIV524-10

MXIV495-10

MXIV233-10

MXIV539-10

MFIV351-10

MXIV576-11

MXIV578-11

MXIV223-10

MXIV164-10

MXIV224-10

MXIV214-10

MXIV222-10

MXIV221-10

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

HQ966014

HQ966026

JN313633

HQ966020

HM379905

HQ966021

HQ966015

HQ966019

HQ966018
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Malacoctenus
triangulatus

Malacoctenus
triangulatus

Monacanthus

tuckeri

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Palaemonidae

Priolepis hipoliti

Pseudosquilla

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

MXI1V0240

MXIV0916

MXIV150

CRUO0107

CRU0213

CRU0202

CRU0153.1

CRUO0155

CRU0141.1

CRU0140

CRU0138

CRUO0136

CRUO101

MXIV161

CRUO0198

MXIV0244

MXI1V0242

MXIV0243

MXIV0879

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH7009

MXIV240-10

MXIV538-10

MXIV150-10

CRM105-10

CRM235-10

CRM224-10

CRM290-11

CRM153-10

CRM285-11

CRM138-10

CRM136-10

CRM134-10

CRMO099-10

MXIV161-10

CRM220-10

MXIV244-10

MX1V242-10

MXIV243-10

MXIV501-10

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

HQ966032

HM379895

HQ966005

HQY66035

HQ966033

HQ966034
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Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Pterois volitans

Sargocentron

coruscum

Scarus iseri

Scarus iseri

Scarus
taeniopterus

Sparisoma
aurofrenatum

Sparisoma
aurofrenatum

Sparisoma
aurofrenatum

MXI1V0209

MXIV0876

MXIV0226

MXIV0467

MXI1V0230

MXIV0254

MXIV0238

MXIV0865

MXIV0255

MXIV870.1

MXIV0250

MXIV0868

MXIV0921

MXIV0887

MXIV0890

MXIV0858

MXIV0457

MXIV0456

MXIV0450

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

MXIV209-10

MXIV498-10

MXIV226-10

MFIV373-10

MXIV230-10

MXIV254-10

MXIV238-10

MXIV487-10

MXIV255-10

MXIV569-11

MXIV250-10

MXIV490-10

MXIV543-10

MXIV509-10

MXIV512-10

MXIV480-10

MFIV363-10

MFIV362-10

MFIV356-10

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

HQ966013

HQ966022

HQ966023

HQ966039

HQ966030

HQ966040

HQ966036

JN312305

JN312362

JN312361

JN312360
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Sparisoma
aurofrenatum

Sparisoma
aurofrenatum

Sparisoma
aurofrenatum

Sparisoma
aurofrenatum

Sparisoma

aurofrenatum

Sparisoma viride

Sparisoma viride

Sparisoma viride

Starksia

Starksia ocellata

Stegastes partitus

Stegastes partitus

Stegastes partitus

Stegastes partitus

Stegastes partitus

Stegastes partitus

Synalpheus

Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

MXIV0447

MXIV0444

MXIV0867

MXIV0877

MXI1V0889

MXIV0443

MXIV178

MXIV0449

MXIV0231

MXIV0925

MXIV871.1

MXIV0235

MXIV0882

MXIV0874

MXIV0851

MXI1V0872

CRUO0120

MXIV857.1

MXIV0909

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

MFIV353-10

MFIV350-10

MXI1V489-10

MXIV499-10

MXIV511-10

MFIV349-10

MXIV178-10

MFIV355-10

MXI1V231-10

MXIV547-10

MXIV568-11

MXI1V235-10

MXIV504-10

MXI1V496-10

MXIV473-10

MXI1V494-10

CRM118-10

MXIV582-11

MXIV531-10

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

JN312358

JN312357

JN312363

JN312356

HM379916

JN312359

HQ966024

HQ966028
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Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

Thalassoma
bifasciatum

Thor

MXIV0234

MXIV0859

MXIV860.1

MXIV0207

MXIV855.1

MXIV0915

MXI1V0929

MXIV0239

CRUO0118

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH7009

ECOCH6416

ECOCH6416

MXI1V234-10

MXIV481-10

MXIV566-11

MXIV207-10

MXIV577-11

MXIV537-10

MXIV551-10

MXIV239-10

CRM116-10

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

El Colegio de la
Frontera Sur,
Chetumal

HQ966027

HQ966012

HQ966031
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Abstract.

Barcoding has proven a useful tool in the rapid identification of all life stages of fish species. Such information

is of critical importance for fisheries management and conservation, especially in high-diversity regions, such as Mexico’s
marine waters, where more than 2200 species occur. The present study reports the barcode analysis of 1392 specimens
from the Yucatan Peninsula, corresponding to 610 adults and juveniles, 757 larvae and 25 eggs, representing 181 species
(179 teleosts and 2 rays), 136 genera and 74 families. Barcoding results revealed major range extensions and overlooked
taxa, including three sympatric species of Albula (one likely undescribed) and a new taxon of Floridichthys. In total, six
species of eggs and 34 species of larvae were identified through their barcode match with adults. These cases enabled the
first discrimination of the larvae of four species of Eucinostomus, and new information about spawning locality and time
was obtained from egg records for the hogfish, Lachnolaimus maximus, which is one of the most commercially important
species in the Mexican Caribbean. Also, barcodes revealed mistakes in species recognition during a sport-fish contest.
In the future, barcodes will help avoid similar errors and protect rare or endangered species, and will aid regulation of

fisheries quotas.

Additional keywords: COI, cox/, Cytochrome c oxidase, identification, mitochondrial DNA.

Introduction

Since the pioneering study by Ward et al. (2005) on DNA
barcodes of Australian fishes, more than 20 fish-barcoding
studies have been published, confirming the effectiveness of
this technique in the identification of fishes in different regions.
For example, Rock et al. (2008) analysed 35 fish species from
the Scotia Sea, reporting that COI (cytochrome oxidase subunit
I gene) provided effective species-level discrimination that was
unaffected by broad geographic sampling. Schlei et al. (2008)
reported similar results in their study of eight coregonine
species with distributional overlap in Alaska. Barcode compar-
isons of fish populations from North Atlantic, Mediterranean
and Australasian waters showed no significant spatial genetic
differentiation in 13 of 15 species, whereas two other species
included two highly divergent barcode clusters, suggesting that
they were each likely to be a species pair (Ward et al. 2008a).
In a study examining patterns of sequence divergence among
populations of 35 major commercial fish species from the
opposite sides of the Indian Ocean (Australia, South Africa),
Zemlak et al. (2009) concluded that current taxonomic systems

© CSIRO 2010

substantially underestimate species diversity. Steinke et al.
(2009) used DNA barcodes to examine 391 fish species
important in the ornamental fish trade and also reported several
cases of overlooked species. Of other genes, Cytochrome b has
been the DNA marker most used in fish, proving highly reliable
for species identification (Teletchea 2009). However, currently
more than 7205 species of fish have been barcoded with the
COI (Barcode of Life Database (BOLD), www.boldsystems.org,
verified 24 November 2009).

Aside from their role in species discovery and identification,
DNA barcodes will play an increasingly important role in the
identification of fish larvae and eggs. Egg-based identifications
can play a major role in fisheries management (Fox et al. 2005).
The early stages of most fish are unknown, and the larvae of
different species are often quite similar (Leis and Carson-
Ewart 2000; Richards 2006; Baldwin et al. 2009). Furthermore,
larvae are so delicate that they are often badly damaged during
collection, and fixation regularly causes the loss of pigmentation
patterns important for identification (Smith 1995). An obvious
solution to these problems involves the identification of egg and

10.1071/MF09222 1323-1650/10/060665
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larval stages through matching with reference sequence libraries
established through the barcode analysis of adults. Work on both
the Great Barrier Reef (Pegg et al. 2006) and in the Antarctic
(Webb et al. 2006) has shown the effectiveness of this approach.
Aside from monitoring programs, barcode analysis is acceptance
importance in life-history descriptions. For example, Baldwin
etal. (2009) described the early stages of six species in two genera
(Phaeoptyx and Astrapogon) and Victor (2007, 2008) and Victor
et al. (2009) described larvae and adults of two new species of
Coryphopterus and Lutjanus cyanopterus from the Caribbean.

Although the identification of fish larvae is difficult, the task
is even more problematic for eggs, because of their small size
(<1 mm) and similarity among species (Richards 2006). Cur-
rently, there are descriptions to a species level for only 4% of
the known fish species (Richards 1985; Kendall and Matarese
1994). This gap needs to be resolved because it is crucial to
identify eggs to recognise and protect spawning areas for
commercially important or endangered species. Despite much
effort (Moser 1996; Leis and Carson-Ewart 2000; Richards
2006; Fahay 2007), the identification of early stages remains
one of the major limitations in studies of the ichthyoplankton.
For example, Kendall and Matarese (1994) found that only 10%
of the Indo-Pacific species have a description for even one of
their different larval stages. Barcodes will aid the advance of
fisheries science by providing a rapid, reliable system for the
identification of specimens by non-taxonomists, regardless of
the life stage. They also aid taxonomists by revealing over-
looked diversity (Gregory 2005; Zemlak et al. 2009) and
speeding the description of new species by allowing specialists
to concentrate in highlighted problems after the barcoding (e.g.
see Quiroz-Vazquez and Elias-Gutiérrez 2009). Finally, the
capacity of barcodes to identify eggs and larvae will help ensure
sustainable fisheries, allowing the protection of nurseries, for
economically important species. Other practical applications
involve the identification of processed fish in the marketplace to
avoid substitution of species (Moura et al. 2008; Smith et al.
2008; Ward et al. 2008bh; Wong and Hanner 2008).

The only prior barcode study on Mexican fish examined 61
freshwater taxa and revealed more than 90% success in species
discrimination (Valdez-Moreno et al. 2009). No previous study
has examined the 2200 fish species known from Mexican marine
ecosystems (Escobar-Fernandez and Siri 1997; Schmitter-Soto
et al. 2000). Our study sought to (/) test the ability of barcodes
to distinguish marine species from the Yucatan coastline,
(2) connect eggs and larvae to adults by using barcodes and
(3) assess how correct identifications can aid fisheries manage-
ment and conservation.

Materials and methods

Fish specimens (juveniles and adults) were collected from
diverse environments on the shores of the Yucatan peninsula
(18°27'-21°44'N, 86°41-90°34' W) with seine nets, gill-nets, cast
nets, harpoons and line fishing. Eggs and larvae of marine fish
were collected with light traps and channel nets from the inshore
waters of Quintana Roo and with multiple opening and closing
net environmental sensing system (MOCNESS) nets offshore
from Quintana Roo to Belize. Details on collection localities and
dates are available within the project files ‘Marine Fishes of

M. Valdez-Moreno et al.

Mexico [ and IT” and ‘Mexican Fish Larvae [ and II” on the BOLD
(Ratnasingham and Hebert 2007). DNA sequences have been
submitted to GenBank (Accession Nos GU224295-GU225688).
From the total specimens identified to species level, 116 species
were represented by three or more specimens, 15 species were
represented by two specimens and 50 species were represented by
one specimen.

A small piece (~1-3 mm?®) of muscle was removed from
each adult or juvenile fish and placed in 100% ethanol. To avoid
DNA contamination, all tools were flame-sterilised before
sampling each specimen. The remainder of each fish was
ordinarily retained as a reference voucher in the Fish Collection
of El Colegio de la Frontera Sur, Chetumal Unit (ECOCHP).
Larvae were immediately preserved in 96% ethanol and DNA
was subsequently extracted from a small piece of tissue from its
right side. The remainder of each specimen was deposited in the
Fish Larvae Collection (ECOCHLP) in the same institution and
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAYV,
IPN), Mérida Unit. When possible, we sampled five adults of
each species. All identifications were based on specialised
literature and consultation with specialist taxonomists in cases
when identification was particularly difficult. Names follow
Fish Base (Froese and Pauly 2006).

Sequence analysis was carried out at the Canadian Centre for
DNA Barcoding by using standard protocols (Hajibabaei et al.
2005). DNA was extracted from 1-mm? tissue plugs that were
placed in vertebrate lysis buffer with proteinase K and digested
overnight at 56°C. Genomic DNA was subsequently extracted
using a membrane-based approach on the Biomek FX (Biomek
FX, Brea, CA, USA) liquid handling station and AcroPrep 96
(AcroPrep 96, Pall Co., Port Washington, NY, USA) filter plates
with 1.0 uM PALL glass-fibre media (Ivanova et al. 2006).
A 652—658-bp segment of COI was amplified with different fish
primers, including FishF1, FishR1, FishF2, FishR2 (Ward et al.
2005) or a M13-tailed fish-primer cocktail (Ivanova et al. 2007).

The 12.5-uL PCR reaction mixes included 6.25 pL of 10%
trehalose, 2 pL. of ultrapure water, 1.25 pLL of 10x PCR buffer,
0.625uL of MgCl, (50mM), 0.125ul of each primer
(0.0l mM), 0.0625uL of ANTP mix (10mM), 0.625puL of
Taq polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA or
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and 2.0 uL. of DNA template.
Amplification protocols followed those described in earlier
publications (Hajibabaei et al. 2005). PCR products were
visualised on pre-cast agarose gels (E-Gels®, Invitrogen) and the
positives, represented by a band, were selected for sequencing.

Products were labelled by using the BigDye® Terminator
v.3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA) as described in Hajibabaei et al. (2005), and sequenced
bidirectionally with an ABI 3730 capillary sequencer (ABI,
Carlsbad, CA, USA), following manufacturer’s instructions.
Sequence data, electropherograms, trace files, primer details,
photographs and collection localities for specimens are avail-
able within the four project files already mentioned (see http://
www.barcodinglife.org).

Sequences were aligned using SEQSCAPE v.2.1.1 software
(Applied Biosystems). Sequence divergences were calculated
using the Kimura two-parameter (K2P) distance model (Kimura
1980). Neighbour-joining (NJ) trees of K2P distances were
created to provide a graphic representation of the patterning of
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divergence among species (Saitou and Nei 1987). Divergence
values were obtained from BOLD (Ratnasingham and Hebert
2007).

Results

In total, 1392 marine-fish specimens were sequenced, including
610 adults and juveniles, 757 larvae and 25 eggs. These indi-
viduals corresponded to representatives of 181 species (179
teleosts and 2 rays), 136 genera and 74 families. In all, 1.8% (11
of 610) of the adults and juveniles could not be identified to a
species level through morphology or barcodes. Most of the
larvae and eggs were identified, whereas 137 specimens failed to
gain identification because there are no matching sequences on
BOLD (see Accessory publication).

Read lengths were all more than 600 bp long and there were
no insertions, deletions or stop codons. The full K2P-NJ tree is
provided as an Accessory Publication, and Table 1 provides an
overview of the patterning of sequence divergences. The aver-
age K2P distance (Table 1) among conspecific individuals was
0.31%, whereas congeneric species showed a far higher average
divergence (13.88%).

We sequenced 25 fish eggs, and barcode results enabled the
identification of five eggs to species level (Caranx bartholomaei,
Haemulon plumieri, Lachnolaimus maximus, Mugil cephalus,
Acanthurus bahianus). The rest could not be identified because
they failed to match any barcode records from adult fish.

In total, 34 species of larvae could be matched (with <2%
divergence) with their adult stage, five species had barcodes
coincident between adults and eggs, and two more species
matched larvae with eggs (again, with <2% divergence)
(Fig. 1). The remaining larvae belonged to 75 different barcode
lineages, with no close correspondence to any species in our adult
collections. However, probable generic assignments, on the basis
of the BOLD system to identify a specimen, were possible in
some cases, including the following: Acyrtops, Albula sp. 1
(Species F), Apogon, Caranx, Ceratoscopelus, Chlopsis, Cyclop-
setta, Decapterus, Elops, Enneanectes, Eucinostomus, Haemu-
lon, Hygophum, Jenkinsia, Lobianchia, Myrophis, Ogilbia,
Ophichthus, Pseudomyrophis, Rhynchoconger, Saurida, Scor-
paena, Sparisoma sp. 2, Sparisoma sp. and Sphoeroides.

Discussion
Adult fish
Barcoding revealed evidence for overlooked taxa in several

genera, including the bonefish (4/bula), an important compo-
nent of the recreational fishery. Our barcode results strongly
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suggested that three Albula species are sympatric in the southern
Mexican Caribbean because three barcode clusters showing
more than 5% of divergence were detected (see Fig. 1). So far,
only A. vulpes has been reported from this region (Schmitter-
Soto 1998; Schmitter-Soto et al. 2000), although A. nemoptera
occurs in nearby Belize (Lavett et al. 2003). Two species of
Albula occur in Hawaii, on the basis of allozyme studies (Shaklee
and Tamaru 1981). A global study of Cytochrome b sequences
revealed eight genetically divergent lineages; three corre-
sponded with known species (4. vulpes, A. glossodonta,
A. neoguinaica), whereas the five new ones received interim
names (Species A—E) (Colborn et al. 2001). The following
three of these taxa have now been described: Species C, which
occurs in the Mexican Pacific, was named Albula esuncula
(Pfeiler et al. 2008); Species D, which occurs in the Indian
Ocean, was described as 4. oligolepis (Hidaka et al. 2008); and
Species E, which occurs from Baja California to Ecuador, was
named 4. pacifica (Pfeiler 2008). Species B from the Caribbean
has been assigned to 4. garcia, but this is a nomen nudum (see
Vasquez-Yeomans et al. 2009), and Species A from the Gulf
of California awaits description (Colborn et al. 2001; Adams
et al. 2007; Bowen et al. 2007). On the basis of these results,
we conclude that our three species are 4. vulpes and A. garcia,
represented only by larvae, and Albula sp. 1, a new species
which we designate as Species F, following the established
interim naming system (Colborn ef al. 2001). We first presumed
that Albula sp. F was A. nemoptera which occurs in Belize
(Lavett et al. 2003); however, the juvenile of Species F lacks the
distinctive characters for A. nemoptera, namely a prolonged last
ray of the dorsal and anal fins and a large mouth (Rivas and
Warlen 1967).

We also studied barcode diversity in members of the Istio-
phoridae, another important family of game fish, examining
tissues from 15 specimens caught in a contest involving
250 boats at Cozumel Island. From nine specimens identified
by the judges as blue marlin (Makaira nigricans) and six as
white marlin (Kajikia albida), the barcode results and a careful
retrospective examination of photographs revealed that only one
specimen was actually a blue marlin, whereas 14 were white
marlins.

Species of the family Gerreidae (‘mojarras’) are economic-
ally important in Mexico, especially in the Caribbean region.
Seven of the nine species known from our sampling region
(Schmitter-Soto et al. 2000) were represented in our collections
and all but one comprised a tight sequence cluster, supporting
established species boundaries. The sole exception, Eucinosto-
mus gula, was split into two groups showing a little more than

Table 1. Genetic divergences (K2P) at different taxonomic levels for marine fish
Comparisons No. of comparisons Distance
Minimum (%) Mean (%) Maximum (%) s.e.

Within species 12671 0 0.308 3.246 0.003
Within genera 16999 1.875 13.881 28.23 0.032
Within families 13276 2.03 19.605 29.041 0.041
Within orders 372293 10.659 23.457 33.604 0.004
Within class 537172 11.893 26.266 38.914 0.005
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Fig.1. Neighbour-joining tree (K2P distance) of 1392 COI sequences from
181 marine-fish species, including 179 teleosts and two rays. Triangle size
behind the name gives a rough idea about the number of specimens barcoded
(< orbigger, <3 specimens were sequenced; smaller or no triangle, less than
three specimens sequenced). Species included adult and juvenile stages (A),
pre-juvenile and larvae stages (L) and eggs (E).

M. Valdez-Moreno et al.

3% divergence, coincident with collection locality, with some
specimens coming from the north-western coast of the Yucatan
Peninsula (Gulf of Mexico) and other ones from Quintana Roo
(Mexican Caribbean).

The mullet family (Mugilidae) includes 17 genera and 72
species (Froese and Pauly 2006; Nelson 2006); however, only
two of these species, namely Mugil curema and M. cephalus,
are known from the Mexican Caribbean (Schmitter-Soto et al.
2000). We initially assigned 17 mullets (some of them juveniles)
to these two species; however, our barcode results indicated five
highly divergent groups. Morphological re-examination of the
specimens indicated the presence of three additional species.
M. liza has been recorded from Belize (Lavett et al. 2003),
M. trichodon from Chetumal Bay (Schmitter-Soto et al. 2009)
and the third taxon clearly represents a new species for the
region; however, it could not be identified because only the head
was retained as a voucher. This case makes clear the critical
importance in retaining complete vouchers of all sequenced
specimens. In the latter case, high-resolution photographs taken
with attention to taxonomic characters can provide critical
information about species identity.

One adult (ECOCH-5494D), in another family, the Cypri-
nodontidae, remains more or less a taxonomic enigma. It was
assigned to Floridichthys sp., even though it is 7% divergent
from the sole member of this genus known from Mexico
(F. polyommus). This large divergence suggests that it is likely
to represent a new species, although further specimens are
required to validate this conclusion. The single specimen named
Labrisomus nuchipinnis (MXO055) is another interesting case.
On the basis of certain morphological characters and a commu-
nication from Benjamin Victor (in litt.), it is likely to be
L. cricota Sazima, Gasparini & Moura, 2002. If so, this speci-
men represents a major range extension from Brazil to Mexico.
Unfortunately, key diagnostic features were lost in our speci-
men, so more material is required to confirm its identity.

We found two more cases of large divergences within a
single species. Achirus lineatus splits into two groups (2.2-2.7%
divergence) consistent with their geographic origins, Gulf of
Mexico and the Caribbean. The majority of our specimens were
juveniles, and there were no observable morphological differ-
ences between the two groups. A second species, Elops saurus,
included two barcode clusters showing 2.4-2.8% divergence,
results concordant with Smith’s (1989) discovery of two morphs
in the Gulf of Mexico and the Caribbean Sea. A recent study
corroborated the presence of two morphs in these geographic
regions; E. saurus was found in the western North Atlantic and
Gulf of Mexico, whereas Elops sp. occurred in the Caribbean
(McBride and Horodysky 2004).

All of these cases of important sequence divergence show
how barcode data can speed the discovery of overlooked
species, by allowing taxonomists to focus on specific problem
cases.

In contrast to these cases of large divergence, we discovered
only a single case where two different species had a low
divergence (<2%), namely Harengula jaguana and H. clupeola.
Some specialists recognise they are difficult to identify (Castro-
Aguirre et al. 1999), probably because they are young species, as
occurred with the characids in a previous study on freshwater
fish (Valdez-Moreno et al. 2009).
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Matching eggs and larval stages with adults

Our results have provided, for the first time, some idea of the
spawning time and areas for these species, data critical for
fisheries management. For example, we recovered three eggs
from the hogfish, L. maximus, in January. Before the present
study, there was no information on the breeding localities or
season for this species in the Yucatan region, although it is the
most commercially important species in the Mexican Caribbean
after snappers and groupers (E. Sosa, pers. comm.).

As noted earlier, barcoding revealed three lineages of
bonefish larvae from the coastal waters of the Mexican
Caribbean. One of these groups (represented by 32 larvae)
was A. vulpes, a species common in the region (24 adults and
juveniles), whereas 4. garcia was represented only by five
larvae. The third lineage, Albula sp. F, dominated the larval
population (67 larvae), but was represented only by a single
juvenile. These results have important management implica-
tions, because current sport-fishing regulations presume that
there is just a single species, A. vulpes. Fishing pressure is
considerable because it is one of the most important tourist
attractions (Adams et al. 2007; Ault et al. 2007; Vasquez-
Yeomans et al. 2009) and even catch-and-release may
result in fish individuals being more vulnerable to predation
(Danylchuk et al. 2007).

Larval descriptions for the Gerreidae in the western central
North Atlantic are nearly lacking and meristic characters cannot
distinguish among the species of Eucinostomus, except for
E. lefroyi, which has two anal spines, whereas others possess
three anal spines. As a result, all larvae in this genus are simply
assigned to the E. argenteus—gula complex (Powell and Greene
2006). A description of larval development is available only for
one member of this genus, E. currani (see Jiménez-Rosenberg
et al. 2006). By contrast, our barcode results enabled the identi-
fication of larvae of four of the nine species in this region (Fig. 1),
all previously unknown. Formal descriptions are now in progress.
Two more species could be identified as E. harengulus and
E. lefroyi, described from the Mexican Caribbean (Schmitter-
Soto 1998; Schmitter-Soto et al. 2000), although we did not
collect their adults.

From the biogeographical perspective, it will be important
to ascertain whether the larvae detected in the present study
were derived from local populations or whether they were
transported by oceanic currents. We believe that larvae of
A. garcia and Albula sp. F were likely to have been transported
from a distant spawning location, because they have a long
planktonic life (mean 56 days) (Mojica et al. 1995). Some
studies have indicated that a longer larval life gives more
possibilities for a widespread distribution (Sponaugle et al.
2002; Carrillo et al. 2008). This will be known when the COI
database is more complete.

Among the range extensions, it is important to note that
Gymura micrura and Bairdiella chrysoura, previously recorded
only from Yucatan (Gulf of Mexico), were now found in the
Quintana Roo coast (Caribbean). Similarly, the new record for
Mugil liza extends the range of this species to Quintana Roo,
whereas the range of Canthidermis maculata is now extended
into the Mexican Caribbean in contrast to prior reports from the
western Caribbean (Floeter et al. 2008).
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Conclusion and general remarks

The present study has reinforced the conclusions reached in ear-
lier DNA-barcoding studies of fish, which have demonstrated
98% success in the identification of marine species (Ward et al.
2009), by extending results to a new biogeographic region, the
Caribbean. Many prior DNA-barcoding studies have revealed
evidence of large genetic divergences among lineages that had
been regarded as single species. The present investigation has
reinforced this trend, revealing overlooked taxa in several genera,
including some with considerable economic importance. Our
study has also validated the utility of DNA barcoding in the
identification of egg and larval fish specimens, a task that is
otherwise extremely challenging in marine settings. On the basis
of'the present results, we expect that DNA barcoding will soon be
aroutine tool in fisheries management, aiding in efforts to protect
nurseries and spawning areas, especially for species with eco-
nomical or sport interest (Moura et al. 2008; Ward et al. 2008a).
Currently, prices have dropped to about US$5.00 for reagents
from ADN extraction to sequencing in a high-throughput facility,
such as the Biodiversity Institute (Ontario), and we expect that
they will be even lower in the near future. With progress in
technology and lower costs, these techniques will be readily
available for a large-scale use. In the near future, pyrosequencing
will allow us to obtain sequences for each species in mixed
samples. However, to realise the full potential of these applica-
tions, there is a critical need for the comprehensive registry of fish
barcodes (www.fishbol.org, verified 29 May 2010, see Ward et al.
2009) that is currently under assembly.

Finally, as this library becomes more comprehensive, uncer-
tainties such as the unidentified larval forms that we encoun-
tered in the present study, will be eliminated with further
identification.
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