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Resumen

Las lagunas costeras tropicales son ecosistemas importantes que sustentan altos niveles de
biodiversidad y proporcionan distintos bienes y servicios. El monitoreo de la biodiversidad bentonica
y la deteccion de especies dafiinas o invasoras es crucial, particularmente en relacién con la variacion
estacional y espacial de las condiciones ambientales. En este estudio, se utilizd el metabarcode de
ADN ambiental (ADNe) en dos lagunas costeras tropicales, Chacahua-Pastoria (CH) y Corralero-
Alotengo (C) (Pacifico Sur de Meéxico), para describir la biodiversidad bentdnica (eucariota y
procariota) y su dindmica espacio-temporal. La distribucion de la diversidad benténica dentro de las
lagunas mostr6 un patrén muy particular que evidencia una transicion del agua dulce al agua de mar.
Aunque los dos sistemas de lagunas son similares en términos de la composicion de especies de
metazoos, microeucariotas, hongos, bacterias y arqueas, los hallazgos de esta tesis indican que son
diferentes en riqueza y estructura de taxones, lo que resulta en una particion regional de la diversidad
con la salinidad como el factor determinante de la composicion de la comunidad en CH. Se detectaron
especies nocivas, invasoras, no autdctonas, bioindicadores y de importancia comercial, lo que
demuestra el alcance de esta técnica para el monitoreo de la biodiversidad junto con los esfuerzos

continuos de construccion de bibliotecas de referencia de especies.

La composicion de la comunidad de procariotas de los sistemas lagunares permitié evidenciar
diferencias entre CH y C, y entre los mismos en las temporadas de secas y lluvias, mostrando una
fuerte correlacion con la salinidad en ambos sistemas, mas estrictamente en CH. Tanto en CH como
en C, se encontré que la diversidad de arqueas es mayor en la zona marina, siendo Euryarchaeota el
filo dominante, en el caso de las bacterias fueron Proteobacteria, Chloroflexi y Bacteroidetes en
ambos sistemas. La composicién taxondémica de hongos estuvo dominada por Ascomycota en mas
del 50 % en los dos sistemas lagunares durante las dos temporadas de estudio, no se observaron
diferencias entre temporadas, regiones y las mismas regiones para C, pero si para CH entre
temporadas y regiones. Lo cual obedece a que en CH hay una mayor regionalizacion en la
concentracion salina de la columna de agua. Los factores ambientales que mayor correlacion tuvieron

con la distribucién de la comunidad de hongos fue la salinidad, el OD y la temperatura.

La comunidad de procariotas mostro una fuerte correlacion con el endosulfan a, el HCH a,
el DDT vy el endrin, en temporada de secas y en general para la laguna Pastoria, permitiendo
diferenciar asi los grupos de muestras para las dos temporadas y para las dos lagunas dentro del
sistema. Por su parte, la comunidad de hongos tuvo una fuerte correlacion con el DDD, HCH 3,

endosulfan a y el HCH Lindano. Aungue no se ha demostrado el efecto nocivo de alguno de estos



compuestos sobre la comunidad de hongos y bacterias en estos sistemas, si se ha confirmado que los
pesticidas contienen algunos compuestos que generalmente persisten en el medio acuatico y con el
tiempo, las descargas continuas pueden formar mayores depositos de residuos en los sedimentos que

podrian modular la composicién de estas comunidades a mediano y largo plazo.

Basandose en la cantidad de taxones detectados para moluscos, anélidos y artropodos, los
marcadores moleculares mostraron ser mas efectivos que los caracteres morfoldgicos. Esto puede
deberse a que en algunos grupos los estadios de desarrollo inicial, como larvas y juveniles, resultan
dificiles de identificar por su morfologia, mientras que con su ADNe suele ser menos complicado y
a la presencia de organismos incompletos para los cuales no se cuenta con los apéndices o caracteres
morfolégicos completos que permitan su identificacion. Se recomienda hacer uso de marcadores
moleculares de diferente tipo, por ejemplo, mitocondriales y nucleares, como los aca usados para
lograr detectar una mayor cantidad de grupos taxondmicos y asi hacer mas eficiente el monitoreo
biol6gico basado en ADNe. Asi mismo, el metabarcode de ADNe debe ir de la mano con la taxonomia
tradicional para mejorar el desarrollo de bibliotecas de referencia de codigos de barras mas precisas,
que permitan el desarrollo de un inventario de especies y su monitoreo de forma eficiente,

especialmente en areas de gran diversidad con potencial para encontrar nuevas especies.

La presente tesis doctoral, comprende el estudio de la diversidad de organismos eucariotas y
procariotas presentes en el sedimento de los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero-
Alotengo. Pretende evaluar la correlacion de estas comunidades con los factores ambientales
imperantes en los mismos, la efectividad del metabarcode de ADNe frente a la taxonomia tradicional
basada en morfologia para evaluar la diversidad de metazoos en estos sistemas y el efecto de ciertos

pesticidas sobre la comunidad de hongos y bacterias en Chacahua-Pastoria.

Esta tesis estd dividida en cuatro capitulos, los cuales son manuscritos originales de

investigacion.

En el capitulo 1, se evalta la eficacia de las técnicas de identificacion taxonémica tradicional y
metabarcoding en la evaluacion de la riqueza y abundancia de filos de metazoos en muestras de

sedimentos lagunares costeros de los sistemas lagunares Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria.

El capitulo 2, describe y compara la diversidad de metazoos y microeucariotas en el sedimento y su
relacién con los pardmetros fisicoquimicos, en dos periodos del afio diferentes, en los sistemas
lagunares costeros Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo, mediante el uso de secuenciacién

masiva del codigo de barras genético en muestras ambientales.



El capitulo 3, describe y compara la diversidad de procariotas (bacterias y arqueas) y hongos en el
sedimento de los sistemas lagunares costeros Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo y su relacion
con los pardmetros ambientales (fisicoquimicos), en dos épocas del afio a través del uso de cédigo de
barras genético en muestras ambientales. También, aqui se correlaciona la diversidad de procariotas

y hongos con algunos pesticidas en el sistema laguna Chacahua-Pastoria.

El capitulo 4, contiene el articulo cientifico derivado del capitulo 2 y publicado en la revista Scientific

Reports.

También, se adjuntan las conclusiones generales de la tesis y las recomendaciones surgidas durante

el desarrollo de esta.
Summary

Tropical coastal lagoons are important ecosystems that support high levels of biodiversity and provide
various goods and services. Monitoring benthic biodiversity and detecting harmful or invasive species
is crucial, particularly in relation to seasonal and spatial variation in environmental conditions. In this
study, environmental DNA metabarcoding (eDNA) was used in two tropical coastal lagoons,
Chacahua-Pastoria (CH) and Corralero-Alotengo (C) (South Pacific of Mexico), to describe benthic
biodiversity (eukaryotic and prokaryaotic). and its space-time dynamics. The distribution of benthic
diversity within the lagoons showed a very particular pattern that evidences a transition from
freshwater to seawater. Although the two lagoon systems are similar in terms of species composition
of metazoans, microeukaryotes, fungi, bacteria and archaea, our findings indicate that they are
different in taxon richness and structure, resulting in a regional partitioning of diversity with salinity
as the determining factor of community composition in CH. Harmful, invasive, non-native,
bioindicator, and commercially important species were detected, demonstrating the scope of this
technique for biodiversity monitoring along with ongoing species reference library construction

efforts.

The composition of the prokaryotic community of the lagoon systems allowed us to show differences
between CH and C, and between them from dry to rainy conditions, showing a strong correlation with
salinity in both lagoon systems, more strictly in CH. In both CH and C, it was found that the diversity
of archaea is greater in the marine zone. The dominant bacterial phyla were Proteobacteria,
Chloroflexi and Bacteroidetes in both systems; in the case of archaea, it was Euryarchaeota. The
taxonomic composition of fungi was dominated by Ascomycota in more than 50% in the two lagoon
systems during the two study seasons, no differences were observed between seasons, regions and

the same regions for C, but differences were observed for CH between seasons and regions. This is



due to the fact that in CH there is a greater regionalization in the saline concentration of the water
column. The environmental factors that had the greatest correlation with the distribution of the fungal

community were salinity, DO and temperature.

The prokaryotic community showed a strong correlation with endosulfan o, HCH o, DDT and endrin,
in the dry season and in general for the Pastoria lagoon, thus allowing the groups of samples to be
differentiated for the two seasons and for the two gaps within the system. For its part, the fungal
community had a strong correlation with DDD, HCH B, endosulfan o and HCH Lindane. Although
the harmful effect of any of these compounds on the community of fungi and bacteria in these systems
has not been demonstrated, it has been confirmed that pesticides contain some compounds that
generally persist in the aquatic environment and over time, continuous discharges can form larger
deposits of waste in the sediments that could modulate the composition of these communities in the

medium and long term.

Based on the number of taxa detected for mollusks, annelids and arthropods, molecular markers were
shown to be more effective than morphology; This may be because in some groups the initial
development stages, such as larvae and juveniles, are difficult to identify due to their morphology,
while with their eDNA it is usually less complicated; also, to the presence of incomplete organisms
for which there are no complete appendages or morphological characters that allow their
identification. It is recommended to use different types of molecular markers, for example,
mitochondrial and nuclear, such as those used here to detect a greater number of taxonomic groups
and thus make biological monitoring based on eDNA more efficient. Likewise, eDNA metabarcoding
should go hand in hand with traditional taxonomy to improve the development of more accurate
barcode reference libraries, allowing for more efficient biomonitoring and species inventory,

especially in high diversity areas with potential to find new species.

This doctoral thesis includes the study of the diversity of organisms present in the sediment of the
Chacahua-Pastoria and Corralero-Alotengo lagoon systems, including eukaryotes and prokaryotes. It
aims to evaluate the correlation of these communities with the prevailing environmental factors in
them, the effectiveness of the eDNA metabarcoding compared to the traditional taxonomy based on
morphology to evaluate the diversity of metazoans in these systems and the effect of certain pesticides

on the fungal and bacteria community.

This thesis is divided into four chapters, which are original research manuscripts.



In chapter 1, the effectiveness of traditional taxonomic identification and metabarcoding techniques
is evaluated in the evaluation of the richness and abundance of metazoan phyla in samples of coastal

lagoon sediments from the Corralero-Alotengo and Chacahua-Pastoria lagoon systems.

Chapter 2 describes and compares the diversity of metazoans and microeukaryotes in the sediment
and its relationship with the physicochemical parameters, in two different periods of the year, in the
Chacahua-Pastoria and Corralero-Alotengo coastal lagoon systems, through the use of massive

sequencing. of the genetic barcode in environmental samples.

Chapter 3 describes and compares the diversity of prokaryotes (bacteria and archaea) and fungi in the
sediment of the coastal lagoon systems Chacahua-Pastoria and Corralero-Alotengo and its
relationship with environmental parameters (physicochemical), in two times of the year a through the
use of genetic barcoding in environmental samples. Also, here the diversity of prokaryotes and fungi

is correlated with some pesticides in the Chacahua-Pastoria lagoon system.

Chapter 4 contains the scientific article derived from chapter 2 and published in the journal Scientific

Reports.

Also attached are the general conclusions of the thesis and the recommendations that emerged during

its development.
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Capitulo Introductorio

1. Introduccién general

El estudio de la diversidad mundial de especies, tanto terrestres como marinas, ha estado focalizado
en determinados grupos taxondmicos lo que hace que el analisis de esta sea heterogéneo. Sin
embargo, desde algun tiempo atras se ha entendido que la comprension de los ecosistemas requiere
del estudio de todos los componentes que los conforman, desde la estructura genética de las
poblaciones hasta las especies, los habitats y la integridad de los ecosistemas (Achterberg 2014).
Sumado al poco conocimiento sobre la diversidad marina en general, existen diversos factores que
pueden inducir a la disminucion de esta, entre ellos se encuentra el incremento de la poblacion
mundial que a su vez ejerce presion sobre los ecosistemas marinos y costeros del planeta (CONABIO-
CONANP-TNC-PRONATURA 2007).

Algunos estudios han vinculado la pérdida de la diversidad de determinados ecosistemas con el
incremento del riesgo de adquirir diferentes enfermedades, esta relacién recibe el nombre de efecto
de dilucion (Ostfeld y Keesing 2000a, b). Basicamente, la pérdida de la biodiversidad esta
acompafiada por la destruccion y fragmentacion del habitat, la contaminacion, la invasién de especies
exoticas y la explotaciéon directa de recursos por humanos (Ostfeld 2009). La disminucion de
poblaciones y de especies localmente adaptadas no solo afecta la capacidad de los ecosistemas
marinos de producir alimento para los seres humanos, sino que también influye en su estabilidad y en
la capacidad de resiliencia de este en un medio ambiente marino cambiante. Al restaurar esta
diversidad a través de programas de pesca sostenible, control de contaminantes, mantenimiento de
habitats prioritarios y creacion de reservas marinas, se puede mejorar la productividad y garantizar
los bienes y servicios que estos ecosistemas otorgan al ser humano (Worm et al. 2006). Cabe destacar
que los descubrimientos recientes de nuevas especies se han presentado en ambientes marinos y que

estos organismos son relevantes en la prospeccion quimica y bioldgica (Kodzius y Gojobori 2015).

Dentro de los ambientes marinos, las especies eucariotas juegan un papel relevante, aunque en su
mayoria estan representadas por organismos pequefios (menores a 1 mm), cripticos y muchos de ellos
aun son desconocidos para la ciencia (Leray y Knowlton 2016). EI ambiente marino generalmente se
divide en dos ambitos: bentos y pélagos. Al bentos, corresponden organismos que viven 0 se
encuentran asociados al fondo de los cuerpos de agua. De acuerdo con su hébitat especifico, estos se
pueden clasificar en hiperbentos (sobre el substrato), epibentos (superficie del sedimento) y
endobentos (enterrados en el substrato). El pélagos a su vez se subdivide en neuston, organismos que
viven en la interfase agua-aire (Marshall 2009); plancton, organismos que flotan pasivamente y que

no pueden moverse independientemente de las corrientes ya sean plantas (fitoplancton) o animales
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(zooplancton) (Hays et al. 2005), y necton que hace referencia a individuos que se desplazan
activamente independientes de las corrientes (Boero etal. 1996). Entre estas zonas existe un
acoplamiento particular, el cual juega un papel importante en la produccion y estructura bioldgica del
sistema (Marcus y Boero 1998). Estos ambientes presentan interacciones troficas complejas y una
amplia diversidad de habitats que sirven de area de refugio, reproduccion, alimentacién y crecimiento
de gran numero de especies de vertebrados e invertebrados (Zamorano et al. 2010). Por lo general,
las comunidades bénticas estan dominadas, en gran parte, por una alta diversidad de invertebrados
gue representan el mayor nimero de filos animales (Pawlik 1992). Los invertebrados constituyen uno
de los grupos mas diversos en los sistemas lagunares costeros, siendo los moluscos los més
importantes por su abundancia, ademas sirven como bioindicadores de calidad de agua y de

contaminacion.

Por otra parte, México es uno de los cinco paises mas diversos a nivel mundial, su ubicacion
privilegiada entre dos océanos le permite poseer gran diversidad bioldgica y ecosistémica. No
obstante, a diferencia de la biodiversidad terrestre, la biodiversidad marina del pais ha sido poco
estudiada, aun cuando se encuentra rodeado por cuatro mares principales: Pacifico, golfo de
California, golfo de México y el Caribe (CONABIO-CONANP-TNC-PRONATURA 2007, Lara-
Lara 2008).

De los 32 estados que comprenden la Republica Mexicana, el estado de Oaxaca es considerado
el de mayor biodiversidad en cuanto a flora y fauna terrestre se refiere (Gonzalez-Pérez et al. 2004).
Sin embargo, el conocimiento sobre la biodiversidad del ambiente marino es aln insuficiente, puesto
que la mayoria de los estudios realizados en la costa se han estado concentrado en las Bahias de
Huatulco y Puerto Angel, las cuales se encuentran bien caracterizadas (Lopez-Pérez et al. 2012). Aun
asi, existen otras zonas que pueden tener igual o mayor nimero de especies. Aunado al poco
conocimiento sobre la diversidad de otras zonas costeras, se presentan investigaciones sesgadas hacia
grupos de interés especificos lo que conlleva a una descripcion heterogénea de la diversidad (Lopez-
Pérez et al. 2012). Ademas, el uso de técnicas como la identificacion taxonémica tradicional toman
bastante tiempo, lo que genera complicaciones en el monitoreo de la biodiversidad en regiones de alta

riqueza de especies (Hajibabaei et al. 2016).

Pero ¢como se miden los cambios en la diversidad de una zona especifica? En respuesta a esta
pregunta, existen varios indices numéricos utilizados para describir y cuantificar su estatus. Este
concepto en una comunidad cubre dos aspectos fundamentales, la riqueza o0 nimero de especies y la
regularidad con la que se distribuyen estos organismos, es decir su abundancia relativa (Bandeira

et al. 2013). Existen tres tipos diferentes de diversidad, estas son alfa, beta y gamma. La diversidad
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alfa, se mide localmente, en una zona de poca extension y dentro de las unidades de muestreo como
un conteo del nimero de especies o unidades taxondémicas; la beta se define como el grado de cambio
en la composicion de la comunidad o el grado de diferenciacion de la comunidad con relacion a un
complejo gradiente de ambiente o un patron de ambientes. Por su parte, la diversidad gamma se
relaciona con la variedad en un conjunto de unidades de muestreo (Tuomisto 2010). Los indices mas
utilizados para medir la diversidad alfa son el indice de Shannon-Wiener y el indice de Simpson
(Janos y Laszlo 2000).

1.1.  Estudio de la diversidad marina en el mundo

Durante los Gltimos afios, el estudio de la diversidad marina en el mundo ha cobrado gran relevancia,
esto debido al esfuerzo constante de la comunidad cientifica. Se han creado organizaciones que
recaudan informacion como el OBIS (Ocean Biodiversity Information System), el cual actGa como
centro de intercambio abierto de informacion y datos sobre la diversidad marina para la ciencia, la
conservacion y el desarrollo sostenible (Intergovernmental Oceanographic Commission of UNESCO
2024). También, algunas revistas cientificas han concentrado trabajos relevantes sobre la diversidad
marina en nimeros especiales como el de Austral Ecology: Analysing Marine Biodiversity Data
(Anderson et al. 2021). Se citan trabajos relevantes en los que se sugieren métodos para el andlisis de
la estructura de comunidades marinas y costeras (Clarke 1993, Warwick y Clarke 2001), el estudio
de la diversidad bentdnica en estuarios y ambientes costeros (Borja et al. 2000), en corales (Huston

1985) y en ambientes bénticos (Gray 2000), por ejemplo.

1.1.1. Especie bioldgica

Se conoce como especie bioldgica a aquellos grupos de poblaciones naturales que se cruzan real o
potencialmente y que estan aisladas reproductivamente de otros grupos similares (Mayr 1969). Sin
embargo este concepto tiene dos desventajas, no aplica en organismos asexuales y no es practica en

poblaciones alopatricas (Aldhebiani 2017).

1.1.2. Especie morfolégica

De acuerdo con este concepto, una especie es una comunidad o una serie de comunidades
relacionadas, cuyos caracteres morfoldgicos estan, de acuerdo con la opinion de un especialista,
suficientemente definidos para otorgarle un nombre especifico. Este concepto puede aplicarse a
organismos sexuales y asexuales. Sin embargo, las caracteristicas morfologicas son subjetivas y
dependen de la opinién de un experto en rasgos claves. Ademas, algunas veces las especies son
morfolégicamente indistinguibles pero claramente pertenecen a diferentes linajes (Regan 1925,
Aldhebiani 2017).
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1.1.3.Especie genética

Desde este punto de vista, una especie es un grupo de poblaciones naturales entrecruzadas y
compatibles, que se encuentra genéticamente aislado de otros grupos similares. Con base en esta
definicion, la especiacidn resultaria ser la acumulacién de cambios en los genes en dos linajes que
producen aislamiento y proteccion de la integridad de los dos grupos genéticos que tienen destinos

evolutivos independientes (Magurran 2004, Baker y Radley 2006).

1.1.4.Diversidad de especies
Segun Whitakker (1960), la diversidad de especies de un area geografica dada se divide en dos
componentes: uno es la diversidad dentro de las comunidades en dicha area y el otro es el cambio en

la composicion de especies entre comunidades (Whittaker 1972, Pereyra y Moreno 2013).

e Diversidad bioldgica

Se define como la variedad de diferentes formas de vida en el planeta provenientes de cualquier
fuente, incluidos los ecosistemas terrestres y acuaticos, otros ecosistemas acuaticos y los complejos
ecoldgicos de los que hacen parte. Comprende la diversidad dentro de cada especie, entre las especies
y la de los ecosistemas (El Convenio sobre la Diversidad Biologica 2024). Se mide en términos de
riqueza de especies o cantidad de especies en un area determinada y abundancia de organismos de
estas especies (Rawat y Agarwal 2015).

e Diversidad funcional

La diversidad funcional puede definirse como la variedad de capacidades y/o funciones que los
organismos ejecutan dentro de las comunidades y ecosistemas (Petchey y Gaston 2006). También, se
entiende como aquellos componentes de la biodiversidad que influyen en como los ecosistemas
operan o funcionan. La diversidad funcional influye en la dindmica del ecosistema, la estabilidad, la

productividad, el equilibrio de nutrientes, entre otros (Tilman 2001).

Para medir la diversidad funcional, primero se deben identificar los rasgos funcionales a tener
en cuenta, estos deben ser caracteristicas que influyen en el desempefio de los organismos y estan
relacionados con procesos en el ecosistema, la estabilidad del mismo, las interacciones biolégicas y
en alguna medida la modificacién del habitat (Petchey y Gaston 2006, Cordova-Tapia y Zambrano
2015). Estos rasgos funcionales se pueden clasificar en duros y suaves, los primeros miden la funcion
de interés y suelen estar relacionados con la fisiologia de los organismos, por lo general son
complicados de medir. Los rasgos suaves por su parte, evaltan la funcion de manera indirecta y son
menos dificiles de obtener (Violle et al. 2007). Las caracteristicas morfoldgicas pueden considerarse

COmo rasgos suaves, ya que estos son indicadores de como los organismos usan los recursos (Violle
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et al. 2007, Cordova-Tapiay Zambrano 2015). Después de identificar los rasgos funcionales se deben
crear grupos, basados en la similitud de los caracteres bioldgicos y ecoldgicos. Para elegir los grupos
funcionales deben seguirse 5 pasos: 1) Definir el tipo de grupo funcional que se va a evaluar, 2)
seleccionar los criterios de inclusién de las especies en el grupo a analizar, es decir definir la
comunidad bioldgica, 3) elegir las funciones a considerar, 4) elegir los rasgos morfoldgicos,
fisioldgicos o ecoldgicos que reflejan las funciones y 5) elegir y aplicar métodos multivariados
objetivos a la matriz especie * rasgos (S*T) producida (Fonseca y Ganade 2001).

Sin embargo, la clasificacién de especies en grupos funcionales tiene ciertas limitaciones,
depende de los rasgos funcionales seleccionados, no detecta cambios ontogénicos, insensible a
cambios en la ecologia alimentaria 0 usos de habitat, supone que la variacion interespecifica es mayor
gue la variacion intraespecifica y supone equivalencia funcional dentro de los grupos. Por otro lado,
dentro de sus ventajas se encuentra que es flexible y permite agregar tantos rasgos funcionales como
se requiera, la similitud taxondémica no es requisito para establecer similitud funcional, el efecto de
los grupos funcionales sobre el ecosistema es mayor que el de la riqueza de especies, ayuda a entender
patrones de ensamblaje de comunidades, es un método rapido, ayuda a encontrar equivalencias
funcionales e identifica especies potencialmente claves para el sistema (Cordova-Tapia y Zambrano
2015).

¢ Diversidad genética
La diversidad genética también definida como polimorfismo genético, es la variacion en una
secuencia de ADN entre individuos o cromosomas distintos de una especie o poblacién (Ellegren y
Ellegren 2016). El polimorfismo genético varia entre especies y entre genomas e influye directamente
en la evolucién y en la conservacion de especies. La diversidad genética es necesaria para que haya
evolucion, existe una amplia relacion entre la heterocigosidad y la adaptabilidad de las poblaciones.
Le perdida de esta diversidad puede ser causada por endogamia, lo que reduce la aptitud reproductiva
(Reed y Frankham 2003, Ellegren y Ellegren 2016).

¢ Diversidad filogenética
La diversidad filogenética se define como la diversidad evolutiva (PD), es una medida de
biodiversidad basada en las relaciones evolutivas entre especies y representa uno de los componentes
de la biodiversidad. Esta diversidad es relevante en conservacion puesto que, se relaciona con
procesos de extincién, invasion bidtica, funcionamiento del ecosistema y servicios ecosistémicos
(Winter et al. 2012) .

Para calcular la diversidad filogénica, primero se deben entender algunos conceptos, como

los siguientes:
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Arbol filogenético: representa la hipGtesis sobre las relaciones evolutivas entre las especies o
entidades. Las relaciones evolutivas estan representadas graficamente en las ramas que conectan los
nodos. El nodo interno (raiz) representa la ancestralidad comin hipotética de todas las especies que
se originan de ese nodo, los nodos terminales representan especies o taxas estudiados. Un clado, por
su parte es un grupo de especies con un solo ancestro comun (grupo monofilético) (Winter et al.
2012).

Longitud de la rama: la longitud de la rama que conecta dos nodos puede ser proporcional a la
divergencia evolutiva entre los nodos. Las longitudes de las ramas se basan en la divergencia temporal
(Winter et al. 2012).

1.2. Lagunas costeras

Las lagunas costeras son cuerpos de agua salobre o marinos poco profundos, separados del mar por
una isla de barrera, un arrecife o un banco de arena y conectados con el océano por entradas de marea
restringidas. Pueden estar encerradas parcial o totalmente, dependiendo de la extension de la barrera,
lo que impide a veces el intercambio de agua entre la laguna y el océano a causa de la acumulacién
de sedimento por accién de las mareas y la deriva litoral. Generalmente se ubican en costas bajas y
estan orientadas de forma paralela a la costa, de acuerdo con las condiciones climaticas de la zona,
presentan un rango de salinidad amplio que va desde sistemas de agua dulce hasta hipersalinos. Estas
ocupan alrededor del 13 % de las areas costeras en todo el mundo y a menudo se ven afectadas por la

influencia natural y antropogénica (Kjerfve 1994, Whitfield 2011).

Las lagunas costeras contribuyen a la productividad de las aguas costeras puesto que soportan
gran cantidad de habitats incluidas las marismas, los manglares y las praderas de pastos marinos. Por
su tasa de descarga de agua relativamente baja, son habitats favorables para los productores primarios
y favorecen a su vez a la produccién secundaria. No obstante, si la produccidn primaria excede la
demanda de los consumidores puede causar eutrofizacion, lo que conlleva a reducir los niveles de
oxigeno, la penetracién de la luz, causar estrés y muerte de los organismos, cambios en la estructura

de la comunidad y una posible pérdida de diversidad (Anthony et al. 2009).

1.2.1.Tipos de lagunas costeras

Geomorfoldgicamente, las lagunas costeras se formaron donde las bocas de los valles o tierras de baja
altura se sumergieron durante las Gltimas etapas de la transgresion marina en el cuaternario tardio.
Durante este proceso hace 6000 afios se logro el nivel del mar actual. EI crecimiento de bancos de

arena o de barreras arrastradas por accion de las olas ha encerrado algunos de estos cuerpos de agua.
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La forma y tamafio de estos sistemas depende de la configuracion de la linea de costa existente en el
lugar de formacion, las esquinas y las barreras que la rodean, las cuales pueden modificarse por
erosion interna y por la deposicion (Bird 1994). Las lagunas costeras se clasifican en tres tipos
geomorfoldgicos basados en el intercambio de agua con el océano: obstruidas, restringidas y con

filtracion.

Obstruidas: Estan conformadas por una serie de cuerpos de agua elipticos interconectados,
presentan una Unica entrada de agua del mar. Las oscilaciones de marea en estas lagunas se reducen
en un 5 % en comparacion con la marea costera adyacente, presentan largos periodos de inundacion,
forzamiento del viento dominante y eventos de estratificacion intermitente a causa de la radiacion
solary la escorrentia. Por lo general, en regiones aridas o semiéridas son permanente o temporalmente
hipersalinas (Kjerfve 1994, Whitfield 2011, Duck y da Silva 2012).

Restringidas: Son cuerpos de agua anchos, paralelos a la costa, poseen dos 0 més canales de
entrada. La circulacion de la marea esta bien definida, los vientos influyen de forma directa, la
columna de agua esta bien mezclada y presentan salinidades salobres a oceanicas. Los periodos de

inundacion son mas cortos que los de las lagunas obstruidas (Kjerfve 1994, Whitfield 2011).

Con filtracion: Tienen mdltiples canales de entrada, estos dan origen a un cuerpo de agua
alargado paralelo a la costa. Muestran un nimero amplio de entradas de marea, fuertes corrientes de

marea y salinidades similares a las oceanicas (Kjerfve 1994, Whitfield 2011).

1.2.2.Factores climaticos e hidrologicos

Las lagunas costeras estan presentes en diferentes partes del planeta, desde las zonas polares donde
se congelan en invierno y se descongelan en verano, en zonas himedas templadas donde son
alimentadas por las lluvias y por la escorrentia de las cuencas, con regimenes estuarinos. Hasta las
zonas tropicales donde reciben agua fluvial y sedimentos como limos y arcillas que le dan turbidez al
agua. En las zonas aridas la salinidad de estos cuerpos de agua puede ser superior a la del agua de
mar (35 ppm) (Bird 1994).

Las caracteristicas hidroldgicas de las lagunas costeras estan determinadas por el clima, su
configuracion, la naturaleza de las dimensiones de la entrada de agua por el mar, la precipitacion y el
equilibrio entre la entrada de agua dulce de los rios, la evaporacion, el afluente de agua salada del
mar, el rango de mareas y la ventilacién de las mareas (Bird 1994, Duck y da Silva 2012). Cuando
las descargas de los rios influyen en gran medida, se desarrollan sistemas estuarinos o deltaicos.En

lugares donde la influencia marina es dominante, se desarrollan las lagunas (Duck y da Silva 2012).
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1.2.3.Parametros geofisicoquimicos y bioldgicos

La profundidad promedio en las lagunas costeras es de 2 m, pero pueden encontrarse profundidades
mayores en canales y algunos agujeros. Debido a su poca profundidad y a la accién de las olas,
solamente se presenta estratificacion en zonas profundas. Estos cuerpos de agua se caracterizan por
presentar condiciones micromareales donde los rangos de marea promedio son menores a 2 m. En
estos, los rangos de marea méas grandes producen movimientos advectivos lo que genera reduccién
en la deposicidn de sedimento y acelera la erosion de algunas estructuras. EI comportamiento de las
lagunas costeras puede variar considerablemente aun cuando posean morfologias de cuenca similares
a otras. Asi mismo los procesos fisicoquimicos en estos sistemas se ven influenciados por el tamafio
y la configuracién de las entradas de marea, la extension y desarrollo de las cuencas hidrograficas
limitrofes, el volumen de entrada de agua dulce, la profundidad del agua y las condiciones del viento.
Cambios en la precipitacion y la evaporacion, la escorrentia, la filtracion de agua subterranea y las
variaciones de flujo en la fuerza del viento explican las diferencias en el transporte advectivo
(horizontal) en estos sistemas. Ademas, la hidrologia de estos puede cambiar debido a tormentas,
mareas de viento, inundacidn, reconfiguraciones de la entrada, recuperacion de terrenos, construccion
de presas y diques, barreras artificiales y por el dragado de canales. La salinidad puede verse afectada
por pulsos de agua inyectados por huracanes y por cambios estacionales en la afluencia de los rios, la
temperatura por su parte, por condiciones meteorolédgicas ya que son cuerpos de agua poco profundos
(Kennish y Paerl 2011).

La zona fética o eufética, donde penetran los rayos del sol y hay disponibilidad de luz para la
fotosintesis, en estos cuerpos de agua alcanza la mayor parte del fondo marino, donde el bentos se
encarga de generar una gran fraccion de la produccion primaria total del sistema (Lara-Lara 2008).
Ademas, las altas tasas de metabolismo de los productores primarios benténicos median los procesos
de ciclo de nutrientes y esto trae como consecuencia un fuerte acoplamiento béntico-pelagico. La
turbidez y el crecimiento del fitoplancton pueden atenuar la cantidad de luz que llega al fondo de la
laguna. Sin embargo, si existe una cantidad adecuada de luz pueden crecer pastos marinos y algas
bentdnicas y como consecuencia la produccion primaria béntica puede exceder la produccion del
fitoplancton. Debido a la tasa de residencia, relativamente larga, los nutrientes se reciclan muchas
veces antes de ser expulsados al océano; esto puede favorecer el sobre enriquecimiento de nutrientes
y la eutrofizacion acelerada (Kennish y Paerl 2011). Los nutrientes son transportados a las lagunas

por aguas superficiales, subterraneas o por intercambio con el océano (Anthony et al. 2009).
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1.2.4.Habitats (planctonico y bentdnico)

Planctonico: Se le llama plancton a los organismos que viven a merced de la corriente en los
diferentes cuerpos de agua. Sin embargo, no todos los organismos planctonicos estan asociados
estrictamente a la columna de agua, existen algunos que consisten en las fases dispersivas de la
reproduccion de especies asociadas al fondo, estos reciben el nombre de “meroplancton”. Dentro del
plancton se encuentran dos grupos, el fitoplancton y el zooplancton. EI fitoplancton contiene a
organismos fotosintéticos con tallas menores a los 2 um (nanoplancton) hasta tallas mayores a los 50
pum (microplacton), estos pueden ser unicelulares y forman filamentos. Por su parte, el zooplancton
estd compuesto por animales microscopicos que se alimentan de algas y bacterias y que a su vez son

consumidos por pequerfios peces e invertebrados (Hamilton y Duggan 2014).

Bentonico: Se entiende por bentos al conjunto de organismos que vive 0 se encuentra
asociado al fondo de los cuerpos de agua. De acuerdo con su habitat especifico, estos se pueden
clasificar en hiperbentos, epibentos y endobentos. Los primeros, tienen capacidad de nado y realizan
migraciones verticales sobre el sustrato, los segundos habitan sobre la superficie del sustrato y los
Gltimos viven enterrados en el sustrato. Segun la talla también se pueden clasificar en macrofauna (>

500 um), meiofauna (entre 500 y 63 pum) y microfauna (<63 pum) (Pech y Ardisson 2010).

La meiofauna es considerada como el ensamble de metazoos bénticos que se distingue de la
macrofauna por su tamafio pequefio. Como parte de la meiofauna se encuentran organismos moviles
y algunas veces apto-sésiles (animales adheridos al substrato pero que pueden cambiar de posicion).
Los limites en el tamafo de la meiofauna se definen basandose en el ancho de malla de tamices, como
limite superior se utiliza el de 500 um y como limite inferior el de 63 um, segun esto la fauna que
pasa por el tamiz grande pero que queda retenida en el pequefio es considerada como meiofauna
(Giere 2009). La meiofauna es importante en las redes alimenticias, en el intercambio de nutrientes
entre el bentos y la columna de agua y en la estabilizacion del sedimento (Giere 2009, Brannock et al.
2014, 2016b). Su distribucion esta ampliamente relacionada con caracteristicas ambientales como la
granulometria del sedimento, la salinidad, la temperatura, la materia organica, los flujos
hidrodinamicos y algunos procesos ‘“bottom-down” como la bioturbacion (Giere 2009, Lin et al.
2014, Rohal et al. 2014). Ademas su abundancia varia de forma espacial y temporal (Brannock et al.
2016b).

1.2.5.Materia orgénica, tipos de sedimentos y su relacion con la distribucion de los organismos
En las lagunas costeras, los sedimentos juegan un papel importante en el reciclaje de materia organica
y en la biogeoquimica de los metales traza. En sedimentos con buenas concentraciones de oxigeno,

el carbono organico se descompone rapidamente en la interfaz agua-sedimento. Altas concentraciones
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de carbono organico evitan la penetracion de oxigeno en el sedimento debido a la utilizacion del O,
por las bacterias para descomponer la materia organica. Por su parte, bajo condiciones hipéxicas la
degradacion de materia organica sedimentaria emplea metales traza como oxidantes secundarios y
produce la reduccion de hierro y manganeso en consecuencia a la movilizacion y difusion ascendente
de estos metales a los sedimentos 6xicos donde se precipitan como 6xidos o como carbonatos. En
escenarios bajo condiciones sulfato reductoras, ciertos metales tienden a formar sulfuros insolubles,
el Cu esté fuertemente asociado con la diagénesis de la materia organica en el sedimento durante su

entierro (Ruiz-Fernandez et al. 2009).

El ingreso de flujo de agua dulce a las lagunas costeras trae consigo material terrigeno, el
cual se distribuye en el cuerpo de agua generando un gradiente. Asociado al cambio en la
granulometria de los sedimentos también se presentan cambios en la fauna, siendo mas evidentes en
meiofauna que en macrofauna, debido a que esta prefiere habitats mas estables (Palacin et al. 1991).
Algunos estudios realizados en lagunas costeras en el Mediterraneo, han demostrado que aunque el
tipo de sedimento esta relacionado con la densidad de organismos, hay otras variables ambientales
gue forman gradientes, limitan la distribucién y determinan el patron de las comunidades
meiobénticas (Palacin et al. 1991). Estos factores pueden estar asociados a los detritos, las bacterias
y a la quimica agua-sedimento; los sedimentos organicos floculentos y estables de las lagunas son
mejor aprovechados por los animales a diferencia de los sedimentos gruesos (Mcarthur et al. 2000).
En la interfaz agua-sedimento se llevan a cabo distintas reacciones fisicas, quimicas y bioldgicas que
Ilevan a la formacion de fases, alteracion de minerales y a cambios en la composicién del agua. Las
reacciones de oxidacion de materia organica son llevadas a cabo por bacterias que usan diferentes
aceptores de electrones, estas reacciones estan controladas por factores externos como la temperatura,
la sedimentacion, la materia orgénica, la quimica e hidrodinamica del fondo, la bioturbacién y el
riego. Un claro ejemplo del efecto de las bacterias en la diagénesis temprana es el caso de los
estromatolitos. Estos son producidos por biopeliculas de cianobacterias, durante la diagénesis los
granos de carbonato (Whitton 2012). En lagunas costeras, los procesos diagenéticos tempranos son
importantes en el ciclo biogeoquimico de los nutrientes, estos regulan la cantidad de nutrientes

enterrados y los reciclados en la columna de agua (Spagnoli et al. 2004).

En el caso de la meiofauna, la materia organica influye en su abundancia y en cambios
temporales mientras que la salinidad lo hace en su estructura. Altas densidades de organismos
meiofaunales en los sedimentos de las lagunas pueden explicarse por la presencia de grandes
cantidades de materia organica con alto contenido nutricional. Sin embargo, la presencia de bajas

abundancias de meiofauna en sedimentos con alta acumulacién de materia organica también puede
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tener un efecto negativo sobre las comunidades, todo depende de la calidad de la misma (Gambi et al.
2003). La macrofauna bentdnica marina modula la composicién de sedimentos y los procesos
biogeoquimicos mediante la bioturbacion, la cual tiene efecto sobre la funcionalidad del ecosistema
como la alteracion de procesos microbianos que influyen en la degradacion de materia organica, el
intercambio de O, y CO; y nutrientes en el sedimento y en la superficie del agua (Valdemarsen et al.
2018).

La diagénesis temprana genera productos reducidos y crea gradientes y flujos quimicos
(Anschutz y Lecroart 2007). Cambios en la composicién del sedimento, dados por procesos
temporales como el incremento de fitodetritos generan variaciones en el consumo de oxigeno en el
sedimento, en el crecimiento y la tasa de reproduccion de animales bénticos, incrementa la actividad
de ciertos grupos de bacterias y la actividad y la biomasa de organismos meiofaunales y
microfaunales. La actividad de la macrofauna puede ayudar a mejorar la penetracion de oxigeno y
mejorar el flujo de solutos en la interfaz agua-sedimento (Spagnoli et al. 2004). No obstante, la
distribucion vertical de la meiofauna puede verse afectada por la presencia de fitodetritos en la
superficie del sedimento (Galéron et al. 2001). La bioturbacion en la capa superior del sedimento
como resultado de la sobrepoblacion de macrofauna puede contribuir a que los organismos infaunales
desciendan en el mismo. Por su parte, la presencia de organismos infaunales contribuye a la

preservacion de materia organica en sedimentos marinos (Galéron et al. 2001).

La cantidad de materia organica se relaciona con el tamafio del grano de sedimento, altas
concentraciones de materia organica se presentan cuando incrementa la cantidad de lodo, sedimentos
finos suelen estar asociados a alto contenido organico. Altas concentraciones de sedimentos fangosos
pueden causar eutrofizacion en el sistema y reducir la diversidad de organismos. Sin embargo, cuando
los sedimentos son homogéneos surge incertidumbre sobre la composicion de la diversidad (Magni
et al. 2004, Bertran et al. 2016). En sedimentos gruesos las concentraciones de oxigeno tienden a ser
altas, a medida que se reduce el tamafio de grano la capa de discontinuidad del potencial redox se
acerca a la superficie lo que hace que los organismos se rodeen de condiciones casi anoxicas; bajo
estas condiciones pueden habitar algunos bivalvos infaunales provistos de sifones que les permiten
tener conexion con agua oxigenada en la superficie del sedimento (Akberali y Trueman 1985). La
materia organica sedimentaria controla la composicidn, estructura y distribucion de comunidades
macrofaunales. Por ejemplo, los poliquetos dominan sedimentos ricos en materia organica, cuando
existe enriguecimiento de materia organica adicional tienden a aparecer grupos oportunistas y
posteriormente se genera agotamiento de oxigeno y colapso macrofaunal béntico. En sedimentos con
menor concentracion de materia organica tienden a reducirse los poliquetos y comienzan a dominar

los moluscos y crustaceos (Magni et al. 2004). Algunos estudios han demostrado que los nematodos
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se distribuyen en mayor medida en los 3 primeros centimetros de sedimento, los copépodos
harparticoideos en el primer centimetro del sedimento al igual que algunos poliquetos (Opheliidae).
Otros poliquetos megafaunales se distribuyen entre 1-5 centimetros de profundidad, algunos
moluscos bivalvos y crustaceos tanaidaceos de 1-3 centimetros de profundidad en el sedimento y los
isépodos en el 1 centimetro (Galéron et al. 2001). En el caso de los nematodos, el incremento de

sedimentos limosos favorece su aparicién en los sistemas (Semprucci et al. 2014).

Es importante tener en cuenta que dentro de la materia orgénica que se deposita en el sedimento,
también se encuentra el ADN de los organismos que alli han vivido. De este, se ha comprobado que
el extracelular puede suministrar el 20 % de los requerimientos anabolicos procariotas diarios de
fésforo organico en sedimentos costeros. Esta puede ser una fuente importante de nutrientes para el

metabolismo heterotrofico bentdnico (Corinaldesi et al. 2007, 2008).

1.2.6.Bienes y servicios ambientales de las lagunas costeras

El valor de los bienes y servicios proporcionados por las lagunas costeras se encuentra entre los mas
altos de los sistemas naturales; debido al reciclaje de nutrientes, cosecha directa, recreacion y valor
estético (Basset et al. 2013). Las lagunas costeras proporcionan diferentes tipos de habitats, como
manglares, pantanos y praderas marinas (Newton et al. 2018). Estos hébitats funcionan como areas
de desove y, reproduccion, zonas de alimentacion y vias de migracion para vertebrados e
invertebrados (Heck et al. 1995, Franco etal. 2006). A pesar de la clara importancia de estos
ecosistemas y sus servicios, la biodiversidad de las lagunas costeras no esta bien caracterizada,
particularmente en regiones tropicales. Para muchos sistemas de lagunas, se carece de datos basicos
de biodiversidad y se sabe poco sobre el impacto de la variacion espacial y temporal en las

comunidades dentro de los sistemas de lagunas altamente heterogéneos (Balzano et al. 2015).

2. Antecedentes
2.1. Diversidad a partir de taxonomia tradicional

2.1.1.Lagunas costeras en México, diversidad y su relacion con las caracteristicas ambientales

El litoral mexicano comprende cerca de 11592.76 km de linea de costa y dentro de esta se distribuyen
diferentes ecosistemas. De los 32 estados que comprenden el territorio nacional, solamente 17 tienen
limites costeros. En cuanto a las lagunas costeras, México cuenta con alrededor de 15000 km?
distribuidos en 130 sistemas (Alvarez-Arellano y Gaitan Moran 1994, Lara Dominguez et al. 2011).
De los ecosistemas bénticos se destaca que los encontrados en las lagunas costeras fueron de los
primeros en ser estudiados en el pais, especialmente aquellos asociados a bancos ostricolas. Se

considera a estos sistemas como diversos, al igual que al ambiente marino inmediato (Lara-Lara
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2008). En promedio se calcula que para cada laguna la cantidad de especies de peces varia entre 50 y
100, la de moluscos entre 50 y 90 y la de crustaceos entre 40 y 70. La riqueza ictica de los sistemas
estuario-lagunares de México es una de las mas altas registradas para zonas tropicales del planeta,
alrededor de 400 especies. Estos sistemas contienen, en su mayoria, dentro de si bosques de manglar
que albergan aves, reptiles y mamiferos (Contreras y Castafieda 2004). En cuanto a la diversidad
lagunar costera, riqueza de especies, Contreras y Castafieda (2004) citan algunos sistemas lagunares

del pais como los siguientes:

Reserva de la biosfera El Vizcaino, (BCS): alberga 308 especies de vertebrados terrestres y marinos

(4 anfibios, 43 reptiles, 192 aves y 69 mamiferos).
Sistema lagunar Agiabampo (Sonora): con 265 especies de moluscos y 70 de aves.

Laguna de Términos (Campeche): contiene 176 especies de moluscos, 83 especies de crustaceos

decapodos, 122 de peces, 22 de copépodos, 138 de aves y 123 de poliquetos.

En Meéxico, algunos estudios han evaluado la relacion entre los pardmetros ambientales de
los sistemas lagunares costeros y la distribucion bioldgica en los mismos. La salinidad y la
temperatura suelen ser los factores con mayor incidencia en la distribucién biol6gica en estos
sistemas. Este es el caso de algunas comunidades de peces en la laguna Carretas-Pereyra en Chiapas
(Velazquez-Veldzquez et al. 2008) y el sistema lagunar Chacahua-Pastoria en Oaxaca (Esparza y
Guerra Mendoza 2010), comunidades de moluscos bentdnicos en los sistemas lagunares Chacahua-
Pastoria y Corralero-Alotengo (Zamorano et al. 2010) y Agua Dulce/ El Ermitafio en Jalisco (Landa-
Jaime 2003), la comunidad micro-fitoplancténica de las lagunas Chantuto-Panzacola y Carretas-

Pereyra en Chiapas y los crustaceos en la laguna Mecoacan en Tabasco (Dominguez et al. 2003).

e Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo: Diversidad bentdnica (y organismos con etapas

plancténicas)

En la zona marina y costera del estado de Oaxaca se han identificado 1765 especies de invertebrados,
de estas la mayoria corresponde a moluscos, crustaceos y anélidos (Bastida-Zavala y Garcia-Madrigal
2022). Para las lagunas costeras de este estado, los muestreos se han focalizado en habitats
especificos, tales como raices de mangle, o0 a grupos puntuales distinguidos por el observador con
artes de pesca poco selectivas como redes de arrastre, las cuales no permiten distinguir en qué capa
del sedimento o de la columna de agua se encuentran los organismos recolectados. En cuanto a los
crustaceos, para Corralero-Alotengo, se ha estudiado la distribucion, abundancia y composicion de

postlarvas de camarones como Farfantepenaeus brevirostris, F. californiensis, Litopenaeus
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vannamei y L. stylirostris (Sanchez-Meraz y Martinez-Vega 2000). En estudios realizados en
Chacahua-Pastoria, se han encontrado organismos bénticos pertenecientes a grupos de poliquetos,
cumaceos, tanaidaceos, isopodos y anfipodos (Pantaledn-Lopez et al. 2005). Para estas dos lagunas,
se ha reportado la presencia de 43 especies de moluscos entre las que dominan los bivalvos Mytella

strigata y Tagelus longisinuatus (Zamorano et al. 2010).

2.2. ldentificacién de organismos a partir de codigo de barras en muestras ambientales: ;Qué se ha
identificado?

La metodologia del cddigo de barras permite identificar especies usando fragmentos de ADN
estandarizados, es decir, pequefias partes del genoma encontradas en un grupo amplio de taxa. Los
especimenes de los cuales se obtienen las secuencias de ADN, depositadas en una base de datos
publica, estan bien identificados y se encuentran en una coleccidn de historia natural (Hajibabaei et al.
2007, Cristescu 2014). La amplificacion de una secuencia de cddigo de barras a partir de muestras
ambientales, permite evaluar la biodiversidad de una region a través del material genético que se
encuentra disuelto en una muestra especifica. En la determinaciéon de la biodiversidad se suele
emplear esta metodologia con muestras de ADN del ambiente o0 ADNe (environmental DNA) , el
cual es material genético obtenido directamente de muestras ambientales como suelo, sedimento,
agua, entre otros, sin algun signo obvio de la fuente del material (Thomsen y Willerslev 2015). De
esta forma, se conoce la composicion de las comunidades de esa muestra aun cuando los organismos
ya no se encuentren presentes en la region, o son dificiles de capturar o de identificar visualmente,
pero que han dejado una pequefia fraccion de material genético que puede ser amplificado (Hajibabaei
et al. 2012).

Con la amplificacidn de regiones que sirven como codigo de barras genético en estas muestras
de ADN ambiental, por medio de técnicas de secuenciacion masiva, se puede lograr determinar la
composicién casi absoluta, a nivel de género y especie, en las mismas (Hajibabaei et al. 2011).
Algunos métodos parten de la utilizacién de la muestra ambiental en su totalidad, es decir del grupo
de organismos y de la matriz en la que ellos se desarrollan, por ejemplo, muestras de sedimentos de
las que se extrae el ADN de este sin la necesidad de distinguir componentes. Sin embargo, otras
técnicas requieren de la separacion entre el medio y los organismos, por ejemplo las llamadas sopas
de organismos de las cuales se extrae ADN de una mezcla de partes o individuos completos (Yu et al.
2012, Lobo etal. 2013). Las técnicas tradicionales, emplean términos especificos cuando en la
identificacion del organismo no se es posible llegar hasta el maximo nivel taxonémico (especie), uno

de ellos es la Unidad Taxondémica Operacional (OTU). Un OTU, puede referirse a un individuo o a
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un nivel taxonémico, el cual ha sido agrupado por similitud. En el cédigo de barras metagenémico,
se emplean los MOTUs o Unidades Taxonémicas Operacionales Moleculares, las cuales se
identifican por medio de la identidad de las secuencias de ADN. La identidad de la secuencia de un
organismo, no necesariamente tiene que corresponder con la identidad de OTU dada por otros

modelos como los morfolégicos, por ejemplo (He et al. 2015).

Para la identificacion de metazoos en muestras ambientales, se ha usado el gen que codifica
a la proteina mitocondrial de la sub unidad I de la citocromo oxidasa (COl), aproximadamente 500
pb (Hajibabaei et al. 2012, Shokralla et al. 2014). Este se ha utilizado en genética de poblaciones y
estudios filogeogréaficos, aungue existen algunos grupos en los que la amplificacion de los fragmentos
asociados a este gen resulta compleja, como por ejemplo los nematodos marinos (Derycke et al.
2010). Sin embargo, para los grupos en los que COI no da suficiente claridad, o presenta problemas,
se amplifican otros genes como, por ejemplo, el 18S (Bittleston et al. 2015). Esta técnica ha sido
utilizada en la identificacion de hongos asociados a sedimentos (Schmidt et al. 2013), meiofauna
presente en sedimentos marinos (Brannock y Halanych 2016), muestras de agua de ambientes
marinos (Brannock et al. 2016a), describir la comunidad planctonica eucariota en zonas de luz para
aguas tropicales y templadas (Vargas de etal. 2015), estudiar la comunidad meiobéntica en
sedimentos costeros y estuarinos (Chariton et al. 2010, Brannock et al. 2014, 2016b, Lallias et al.
2015), caracterizar a la comunidad béntica en sedimentos de zonas profundas (Guardiola et al. 2015),
identificar organismos eucariotas presentes en placas de asentamiento cerca de arrecifes de ostras

(Leray y Knowlton 2015), entre otros tipos de muestras ambientales.

En el caso de los sedimentos en ecosistemas acuaticos, en las zonas marinas y costeras, el
estudio de los organismos que alli habitan ha sido limitado, algunas veces por la dificil tarea de
acceder a zonas profundas o simplemente porque no se cuenta con suficiente informacion, tiempo o
dinero para hacerlo (Guardiola etal. 2015). Sin embargo, con ayuda de técnicas como el
metabarcoding su estudio se ha facilitado y son variados los trabajos que utilizan esta técnica para
describir la diversidad en sedimentos (Chariton et al. 2010, Guardiola et al. 2015, Lallias et al. 2015,
Brannock et al. 2016b, Sinniger et al. 2016, Lobo et al. 2017, Wangensteen et al. 2018). En los
Gltimos afos, el desarrollo de cebadores especificos a partir de los preexistentes o de nuevas
secuencias consenso ha permitido que la identificacién sea mas especifica. Sin embargo, aln existen
diferentes enfoques en relacion con el tipo de gen que se quiera amplificar y por ende al juego de
iniciadores con el que se amplifique el ADN y la region del gen objetivo. En sedimentos y para

metazoos bénticos generalmente se usa el gen COl y el 18S (Tabla 1).
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Tabla 1. Metabarcoding en sedimentos marinos y costeros. Pares de bases (pb).

Lugar Técnica Gen amplificado y primers usados Long. Tipo de Organismos encontrados Referencia
fragmento sedimento
Espafia (océano | Metabarcoding | Gen: 18S rRNA, region V7. 18S: 110 | Sedimentos de Cantidad de secuencias no asignadas mas alta | Wangensteen
Atlantico y mar | en muestras 18S_allshort F: TTTGTCTGSTTAATTSCG pb fondos marinos en fragmentos amplificados con COI que con | et al. 2018
Mediterraneo) ambientales 18S_allshort R: GCAATAACAGGTCTGTG COl: 313 | duros. 18S. Asignacion de especies mas confiable con
Gen: COI pb Col.
jgHCO2198 R: Los dos marcadores fueron capaces de detectar
TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA macroorganismos (macro fauna y algas
mICOlintF-XT F: grandes), 17 filos macroscopicos. Sin embargo,
GGWACWRGWTGRACWITITAYCCYCC en el caso de la meiofauna y la microfauna
resultd mas efectivo el 18S.
Portugal Metabarcoding | Gen: COI 658 pb Sedimento Poliquetos, malacostracos y bivalvos. Lobo et al.
a partir de sopa | Lobo F1: estuarino. 2017
de organismos | KBTCHACAAAYCAYAARGAYATHGG
(macrobentos). | Lobo R1:
TAAACYTCWGGRTGWCCRAARAAYCA
Atlantico, Artico, | Metabarcoding | Gen: 18S rRNA, region V1y V2. 250-500 | Sedimentos de Nematodos, platelmintos, artrépodos,
Antartida, en muestras R22mod: CCTGCTGCCTTCCTTRGA pb zonas profundas. | moluscos, stramenofilos, gastrotricos y Sinniger
Indico, Pacifico | ambientales. SSU_FO4: GCTTGTCTCAAAGATTAAGCC Lodo y arena. anélidos. et al. 2016
Noroccidental,
Mediterraneo
Golfo de Metabarcoding | Gen: 18S rRNA, region V9. 260 pb Sedimentos de la | 76 %= no metazoos, 18 % metazoos, 3.1 % Brannok et
México, Estados | en muestras 1380F: XXXXXCCCTGCCHTTTGTACACAC zona submareal. | hongos, 2.7 % no se asignaron. al. 2016
Unidos. ambientales 1510R: CCTTCYGCAGGTTCACCTAC Fango, limoy Grupos dominantes: Stramenofilos
arena. (diatomeas), anélidos, artrépodos, nematodos.
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Reino Unido Metabarcoding | Gen: 18S rRNA SSU. 450 pb Sedimento Microeucariotas. Nematodos, artropodos y Lallias et al.
en muestras SSU_FO4: GCTTGTCTCAAAGATTAAGCC estuarino. platelmintos. 2015
ambientales SSU_R22: GCCTGCTGCCTTCCTTGGA

Mediterraneo Metabarcoding | Gen: 18S rRNA, regién V7. 100-110 | Sedimentos de Anélidos, artrépodos, nematodos Guardiola
en muestras 18S_allshort F: TTTGTCTGSTTAATTSCG pb cafiones etal. 2015
ambientales 18S_allshort R: GCAATAACAGGTCTGTG submarinos

Sidney Metabarcoding | Gen: 18S rRNA 200-500 | Sedimentos de 54 filos eucariotas. Chariton et

(Australia) en muestras All18SF: TGGTGCATGGCCGTTCTTAGT pb zonas estuarinas | Metazoos: poliquetos, platelmintos, al. 2010

ambientales

All18SR: CATCTAAGGGCATCACAGACC

contaminadas y
libres de

contaminantes.

nematodos, artrépodos y moluscos.
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3. Preguntas de investigacion

Capitulo 1:

1) ;Qué tan efectivas son las técnicas moleculares de identificacién taxonémica de nueva
generacién frente a la taxonomia tradicional para evaluar la diversidad de invertebrados
bénticos en los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo?

2) ¢Existen diferencias entre los grupos identificados segtin el marcador genético usado (COl y
18S)?

Capitulo 2:

1) ¢La diversidad de metazoos y micro-eucariotas en el sedimento difiere entre los sistemas
lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo? Si es asi, ¢qué grupos taxonémicos
dominan y qué causa tal diferencia?

2) ¢Cbémo las variaciones en los parametros fisicoquimicos, ocasionados por los cambios en las
condiciones climaticas de la region, modifican la composicion y estructura metazoos y
microeucariotas bénticos en los sistemas lagunares costeros Chacahua-Pastoria y Corralero-

Alotengo?

Capitulo 3:

1) ¢La diversidad de microrganismos (procariotas y hongos) en los sistemas lagunares
Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria es similar?
2) ¢(Qué parametros ambientales modulan la composicion y estructura de la diversidad de

procariotas y hongos en los sistemas lagunares Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria?

4. Justificacion

El ambiente marino resulta ser, para la mayoria de los paises costeros, una de las principales fuentes
de recursos, ya sea por la cantidad y diversidad de alimento que este proporciona, por su papel en el
transporte de carga maritima y por ser fuente de diferentes tipos de energia (Halpern et al. 2008). Sin
embargo, el conocimiento de la biodiversidad marina en el mundo y en México en particular, aun es
incipiente con relacién a lo que se sabe de la diversidad terrestre. Ademas, las fuertes presiones que
se ejercen sobre los ecosistemas marinos han llevado a la reduccidn de distintos grupos de organismos

y a la afectacion de gran nimero de ambientes, aun cuando no se tienen registros de la diversidad de
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los ambientes afectados (CONABIO-CONANP-TNC-PRONATURA 2007). El estado de Oaxaca es
considerado como el estado mas rico en diversidad faunistica y floristica terrestre de México; sin
embargo, en cuanto a los ecosistemas marinos aln quedan muchos interrogantes puesto que los pocos
estudios que se tienen sobre la misma estan centralizados en pequefias zonas y en grupos taxonémicos
especificos (Lopez-Pérez et al. 2012). Para este estado, existen zonas que ain no presentan estudios
sobre su diversidad y si los hay estan incompletos. Por ello resulta relevante establecer
investigaciones sobre zonas que potencialmente podrian tener gran diversidad de especies, conocer
su linea base y poder generar conocimiento que permita emprender planes de manejo futuro para estos

ambientes.

Dentro de los sistemas menos estudiados del estado de Oaxaca, se encuentra el Parque
Nacional Lagunas de Chacahua, el cual recibi6 su decreto de formacion en 1937, pero irénicamente,
son escasos los estudios realizados en él y sumado a esto, se presentan problemas como el
poblamiento humano acelerado, la sobre explotacion pesquera y la ampliacion de la frontera agricola
(Garcia-Grajales y Buenrostro-Silva 2014). Por otro lado, la diversidad en el sistema lagunar
Corralero-Alotengo es practicamente desconocida por la ausencia de estudios, sin embargo, alberga

una diversidad similar o mayor a la del sistema lagunar Chacahua-Pastoria.

Por lo descrito anteriormente, resulta apropiado realizar estudios que permitan describir la
diversidad de los distintos ecosistemas del estado y que estos utilicen metodologias practicas que
permitan identificar los diversos grupos taxonémicos presentes en la zona con una inversién minima
de tiempo con relacion al total de grupos identificados. El presente estudio tiene como finalidad
describir la diversidad de invertebrados asociados al sedimento en los ecosistemas citados con
anterioridad utilizando herramientas moleculares (Metabarcoding). Ademas, se pretende evaluar la
efectividad que tiene el Parque Nacional Lagunas de Chacahua por ser un &rea protegida, sobre la
salvaguarda de la diversidad en comparacién con otras que no estan protegidas como el sistema

lagunar Corralero-Alotengo.

5. Zona de estudio

La zona costera del estado de Oaxaca se encuentra en el Pacifico Oriental Tropical (POT) (Spalding
et al. 2007), entre la region central y la region sur del Pacifico mexicano. Esta ubicada a lo largo de
una plataforma continental estrecha en la placa de Cocos y se caracteriza por estar cubierta
estacionalmente por la piscina célida que se forma durante la primavera en Centroamérica y se
expande en el verano. El agua tropical superficial con alta salinidad y temperatura llega
constantemente a la costa y en inviernos extremos el agua superficial fria y de baja salinidad de la

corriente de California se desplaza por todo el estado hasta llegar al golfo de Tehuantepec. A
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mediados de invierno y durante la primavera, la corriente de California se intensifica y se desvia hacia
el oeste para alimentar a la corriente Norecuatorial, dejando a su vez las aguas de la region. En
consecuencia, las caracteristicas oceanograficas de la zona en invierno estan determinadas por
eventos locales de vientos, calentamiento solar y lluvias. En el verano, la corriente costera de Costa
Rica dirige las condiciones oceanograficas de la region (Kessler 2006, Lopez-Pérez etal. 2012,
Chiappa-Carrara et al. 2019).

» Los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero Alotengo

Dentro de la zona costera de Oaxaca se localizan los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y
Corralero-Alotengo, en la region el clima es célido subhimedo, con lluvias de junio a agosto,
temperatura media anual de 26 °C y con presencia de tormentas tropicales y huracanes frecuentes
(Zamorano et al. 2010).

Sistema lagunar Chacahua-Pastoria: Se ubica dentro del Parque Nacional Lagunas de Chacahua,
Oaxaca, localizado entre las coordenadas extremas 15° 57 0.237°’- 16° 03’ 05.96’’ latitud norte y
97° 31’ 57.15°°- 97° 48’ 01.01”’ longitud oeste, en Tututepec, Juquila (Semarnat y Conanp 2014).
Posee una superficie aproximada de 32 km?, esta compuesto por las lagunas Chacahua y Pastoria las
cuales se comunican entre si por un canal de aproximadamente 3 km (Zamorano et al. 2012, Garcia-
Grajales y Buenrostro-Silva 2014, Amézquita et al. 2015). Es el segundo cuerpo lagunar més grande
de Oaxaca, la laguna Pastoria es la de mayor tamafio (21 km? aproximadamente) y hasta el afio 2003
presentaba comunicacion permanente con el mar a diferencia de la laguna Chacahua (11 km?
aproximadamente), lo que les conferia caracteristicas hidrolégicas-productivas diferentes (Zamorano
et al. 2010). Actualmente, la laguna Pastoria se encuentra cerrada por un blogueo de arena que se ha
formado en el canal del Silencio, lo que ha causado disminucion en la concentracion de oxigeno del

sistema y en consecuencia mortandad en algunos de los organismos que ahi habitan (Chaca 2017).

La temperatura en época de lluvias para la laguna Chacahua muestra un gradiente transversal, es
decir que esta disminuye de la cabeza a la boca. En verano se presentan las temperaturas ambientales
mas calidas, lo que promueve un mayor calentamiento del agua somera. Al igual que en época de
lluvias, en secas la temperatura es mas baja en la boca de la laguna y més alta en la cabeza. Chacahua
s un estuario positivo cuyo aporte de agua dulce en la cabeza permite que la salinidad se mantenga
por debajo de la salinidad del agua de mar. En cuanto al oxigeno disuelto superficial, la laguna
Chacahua presenta la mayor variacion debido al efecto de la marea sobre las masas de agua en la
laguna (Esparza y Guerra Mendoza 2010). Pastoria es una laguna mesohalina (salinidad entre 5y

18) con algunas zonas oligohalina (salinidad menor a 5) (Tabla 2).
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Tabla 2. Parametros fisicoquimicos en el sistema lagunar Chacahua-Pastoria para temporada de
lluvias y secas (Esparza y Guerra Mendoza 2010)

Parametro fisicoquimico Temporada de lluvias Temporada de secas

Temperatura (°C) Chacahua: 29-33.5 Chacahua: 27-34
Pastoria: 29.5-34.8 Pastoria: 29-31

Salinidad Chacahua: 25-33 Chacahua: 25-35
Pastoria: 17.74 Pastoria: < 25

pH Chacahua: 8-8.25 Chacahua: 7.2-8.2
Pastoria:7.25-8 Pastoria: 7.5-8

Oxigeno disuelto (mg/l) Chacahua: 4.9-8.16 Chacahua y Pastoria:
Pastoria: 6.5 2.5-9.17

Sistema lagunar Corralero-Alotengo: Se encuentra ubicado entre las coordenadas 16°11°-15
y 16° 16 30> N y 98° 05> 00> y 98° 12° 30> O(Angel-Pérez et al. 2007). Posee una superficie
acuatica de alrededor de 31 km?, se localiza en la parte occidental de la costa de Oaxaca, en el
municipio de Pinotepa Nacional. Es el tercer cuerpo lagunar mas grande de Oaxaca y se sitUa paralelo
a la costa con una longitud aproximada de 17.2 km y una anchura variable de aproximadamente 3.5
km. Se encuentra rodeado por manglares y especies hal6fitas (Sanchez-Meraz y Martinez-Vega 2000,

Zamorano et al. 2012).

En este sistema lagunar, la temperatura entre los meses de febrero y mayo se encuentra entre
27.6 °C y 32 °C, de mayo a agosto es constante y en octubre desciende hasta alrededor de 26 °C,
posteriormente sube hasta los 30.5 °C y en el mes de febrero vuelve a descender con valores cercanos
a los 28 °C. La salinidad por su parte, se encuentra en un rango de 32 a 35 durante todo el afio
(Sanchez-Meraz y Martinez-Vega 2000).
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Figura 1. Ubicacion de las estaciones de muestreo en el complejo lagunar: A) Chacahua-Pastoria, B)
Corralero-Alotengo.
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Capitulo 1
Identificacion taxondmica tradicional y metabarcoding: alcances y limitaciones en la

evaluacion de la diversidad de metazoos bénticos en Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo

1. Introduccion

El estudio de la diversidad mundial, tanto terrestre como marina, se ha basado en la identificacion
biol6gica de manera morfoldgica. Sin embargo, la aparicion de nuevas técnicas que no se basan en la
morfologia o que la combinan con otras, ha impulsado el estudio de la diversidad en lugares en los
que era practicamente imposible recuperar organismos intactos y en zonas de dificil acceso. También,
ha permitido la identificacion de especies cripticas (con caracteristicas morfoldgicas similares, pero
con composicién genética distinta) y la reduccion en los tiempos de identificacion, lo que permite
tener resultados mas rapidos y oportunos para la toma de decisiones (Pant6 et al. 2021). Para un
monitoreo mas eficiente de la biodiversidad en diferentes ecosistemas es necesario un enfoque de
conservacion multitaxénico, junto con el uso de herramientas que permitan el monitoreo a gran escala
(Park y Razafindratsima 2019). El metacddigo de barras del ADN ambiental (ADNe) permite obtener
una gran cantidad de datos para el monitoreo y estudios de caracterizacion y revelan la estructura y
composicidn espacio-temporal de la comunidad en diferentes sistemas (Taberlet etal. 2012,
Guardiola et al. 2016, Aylagas et al. 2018, Wangensteen et al. 2018, Mcdevitt et al. 2019). Sin
embargo, una de las limitaciones que tienen estas técnicas moleculares es que las bases de datos que
contienen las secuencias de ADN de los organismos identificados genéticamente hasta el momento
no esta completa y aunado a esto, la seleccion del marcador adecuado para la identificacion del grupo
de interés (Panto et al. 2021).

La biodiversidad de las lagunas tropicales no se ha caracterizado completamente, cuantiosos
grupos se han perdido o no son identificables. Por lo tanto, en este contexto, las técnicas moleculares
representan una buena forma de identificacion y brindan una clara ventaja sobre las tradicionales
(Balzano et al. 2015). Los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo, han sido
estudiados de forma tradicional durante los Gltimos afios y se ha encontrado una amplia diversidad en
lo que a poliguetos, moluscos, crustaceos y peces se refiere (Sanchez-Meraz y Martinez-Vega 2000,
Angel-Pérez et al. 2007, Martinez-Ramirez et al. 2008, Zamorano et al. 2010, Bastida-Zavala et al.
2013, Sanchez Méndez et al. 2015, Chavez-Lopez y Cruz-Gémez 2019). Sin embargo, quedan otros
grupos de los cuales no se tiene registro o que se han visto pero no se han podido identificar debido

a las limitaciones de las técnicas de identificacidn antes mencionadas.
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1.1. ldentificacion taxonémica tradicional
De acuerdo con el Convenio sobre la Diversidad Biologica (2016), la taxonomia se define como la
ciencia que nombra, describe y clasifica organismos, como incluye plantas, animales y
microorganismos del planeta (Kotov y Gololobova 2016). Ayuda a reconocer especies y a mapear su
distribucion basandose en registros de su localidad de origen (Miller et al. 2012). Estas asignaciones
morfolGgicas estan acompafadas de una terminologia especifica la cual da el nombre a cada grupo.
Se basa en dos principios generales, nominalismo y tipificacion. En el primero se establece la
existencia de taxones coordinados por niveles, dentro de un nivel estos taxones pueden agruparse 0
separarse sin afectar su significado taxonémico. Sin embargo, existe una jerarquizacion de taxones
en la cual la familia y el género son uninominales, la especie es binominal y la subespecie es
trinominal. Por su parte, la tipificacion establece que la asignacion de especies debe darse con base
en el material estudiado por el autor original, del cual deben existir organismos idénticos (sintipos),
uno de los cuales debe asignarse como tipo (holotipo). Al igual que las especies, los géneros también
tienen un tipo definido por una especie y las familias uno definido por un género; asi cada categoria

taxonémica esta definida por un tipo nominal (Alvarado 1966, Kotov y Gololobova 2016).

Tradicionalmente, estas investigaciones taxonémicas se basan en la identificacion de rasgos
morfol6gicos de manera profunda y a largo plazo sobre un grupo taxondmico en especifico, las cuales
suelen ser realizadas por especialistas y llevan bastante tiempo (Sundberg y Arlin 1998, Kotov y
Gololobova 2016). Algunas veces se establecen conexiones entre la nomenclaturay las caracteristicas
de los organismos que no son del todo claras, es el caso de las especies cripticas. Las cuales son
idénticas en apariencia pero estan reproductivamente aisladas y presentan algunas diferencias en
cuanto a habitat, preferencias de hospedador, comportamiento reproductivo, feromonas,
estacionalidad, entre otras (Adler 2004). En estos casos, se hace necesaria la implementacion de

técnicas complementarias a las tradicionales.

1.2. Codigo de barras genético en muestras ambientales: Metabarcoding.

El barcoding hace referencia a la metodologia por medio de la cual se identifican especies usando
fragmentos de ADN estandarizados, es decir, pequefias partes del genoma encontradas en un grupo
amplio de taxa. Los especimenes de los cuales se obtienen las secuencias de ADN, depositadas en
una base de datos publica, estan bien identificados y se encuentran en una coleccidn de historia natural
(Hajibabaei et al. 2007, Cristescu 2014). Este método, ha resultado ser bastante eficiente a la hora de
identificar especimenes y permite el descubrimiento de especies cripticas 0 que no se encontraban
descritas (Shokralla et al. 2014). También, facilita la identificacion de especies recién recolectadas

en campo Yy la resolucién de ciertos problemas como la eliminacién de especies hermanas o que no
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pueden ser diferenciadas por caracteres morfologicos (Miller et al. 2016). EI primer gen en ser usado
como codigo de barras para eucariotas fue el de la citocromo C oxidasa | (COl), de este se usa una
region de 648 pb (Hebert et al. 2003). Las secuencias de organismos que han sido debidamente
identificados y que tienen una contraparte fisica, es decir el organismo en resguardo, se encuentran
depositadas en la base de datos del codigo de barras de la vida (BOLD: Barcode of Life Database)
(Ratnasingham y Hebert 2007a, Blaxter 2016, Miller et al. 2016).

Por su parte, el metabarcoding es un método de identificacién bioldgica, basado en la
secuenciacion de alto rendimiento de mdltiples especies en una muestra compleja, posiblemente
degradada o de la recoleccion a gran escala de muestras. Esta técnica se usa en mayor media con
comunidades microbianas, pero también es aplicable en meio y macro fauna (Cristescu 2014). En la
determinacion de la biodiversidad se suele emplear esta metodologia con muestras de ADN del
ambiente o ADNe (environmental DNA) (Figura 2), el cual es material genético obtenido
directamente de muestras ambientales como suelo, sedimento, agua, entre otros, sin algin signo obvio
de la fuente del material (Thomsen y Willerslev 2015). Con esta técnica se identifican OTUs y
MOTUs, los cuales hacen referencia a Unidad Taxondmica Operacional (OTU) y a Unidades
Taxondmicas Operacionales Moleculares (MOTU). Un OTU, puede referirse a un individuo o a un
nivel taxonémico, el cual ha sido agrupado por similitud. En el codigo de barras metagenémico, se
emplean los MOTUSs, las cuales se identifican por medio de la identidad de las secuencias de ADN.
La identidad de la secuencia de un organismo, no necesariamente tiene que corresponder con la

identidad de OTU dada por otros modelos como los morfol6gicos, por ejemplo (He et al. 2015).

Algunos estudios basados en cédigo de barras en general y en muestras ambientales, usan un
enfoque diferente al de los OTUs y MOTUSs, los cuales utilizan un umbral de similitud entre
secuencias para agrupar lecturas, generalmente del 3 % lo que significa que estas tienen un 97 % de
similitud de secuencia. Por lo tanto, cuando un grupo de secuencias tiene un 97 % o mas de similitud,
se le asigna un OTU especifico. En el caso de los ASVs (Variantes de Secuencia de Amplicon), otro
enfoque, se toma en cuenta la similitud entre secuencias y evalla cambios desde un nucleétido. Las
ASVs, son secuencias exactas generadas sin agrupaciones ni bases de datos de referencia y se pueden
comparar facilmente entre estudios si se usa la misma region del gen (Garcia-Lopez et al. 2021).
Segun Cristescu (2014), la correcta aplicacion de este método depende de una serie de pasos

predefinidos, dentro de los cuales se destacan:

1) Disefio del muestreo: aplicacion de réplicas para obtener la diversidad de la comunidad.
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2) Disefio experimental: requiere de réplicas técnicas, extracciones de ADN independientes, al
igual que amplificaciones de PCRs. También es necesario el uso de marcadores adecuados y
pruebas estadisticas especificas.

3) Validacion del método (pipeline) bioinformatico para eliminar el ruido y agrupar las
secuencias en OTUs: implementacion de algoritmos para evaluar la calidad de las secuencias,
eliminar el ruido, eliminar las quimeras y seleccién de OTUs. Uso de distancias apropiadas
para definir la asignacion de especies.

4) Interpretacion solida de los datos: validacién con censos de diversidad basada en
asignaciones taxondémicas tradicionales. Validacion contra marcadores independientes.

5) Transferibilidad y comparabilidad de datos: bibliotecas de ADN de referencia e inclusién de

secuencias obtenidas en bases de datos.
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Figura 2. Analisis de muestras ambientales a partir de “metabarcoding”. Tomado de:

naturemetrics.co.uk.

1.2.1.Marcadores genéticos: COI, 18S

Gen mitocondrial citocromo oxidasa C subunidad I (COIl):

El ADN mitocondrial (ADNmt) se detect6 en 1963, se encontrd asociado a proteinas y lipidos en la
matriz mitocondrial; su longitud total es de aproximadamente 17000 pb y se encuentra en la mayoria
de las células eucariotas. Debido a su herencia materna, su rapida tasa de mutacion y la falta de
recombinacion molecular, es usado en estudios poblacionales y filogenéticos en diferentes grupos

taxonémicos (Deepak y Mahadevan 2020). En humanos, el ADNmt contiene 37 genes que codifican
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para dos rRNA (RNA ribosomal), 22 tRNA (RNA de transferencia) y 13 polipéptidos (Taanman et al.
1999).

Dentro del genoma mitocondrial, donde se encuentra el ndcleo de la produccion de energia
en las células, se puede hallar un fragmento de 658 pb correspondiente a la sub unidad 1 del gen de

la citocromo oxidasa (cox1 o COl), (Figura 3) (Pentinsaari et al. 2016).

Cytb ~ Ry ibosomal RNA

ND2

ND5S
/ L-strand
H-strand /

ND4 coI

ND4L
ND3

con
30} 10 |\ ATPase subunit8

ATPase subunité

Figura 3. Posicion del gen COI en el genoma mitocondrial. Tomado de Trivedi et al. 2016.
Gen ribosomal 18S:

El gen ribosomal 18S tiene atributos similares a los del gen 16S en procariotas, hace parte de la
subunidad pequefia del RNA ribosomal en los ribosomas citoplasmaticos. Los genes que codifican
para el 18SrRNA son conocidos también como 18SrDNA. Este gen es usado frecuentemente en
estudios filogenéticos y de diversidad ambiental (Sorof Uddin y Cheng 2015). EIl gen 18S se divide
en 9 regiones que van desde la V1 hasta la V9 (Figura 4). La region V4, es la region variable méas
grande en eucariotas y con la V9 son las mas empleadas en estudios de la biodiversidad (Hadziavdic
et al. 2014).

1 37- 103- 436-  589- 1007- 1314-  1443-  1643-
77 260 507 820 1050 1371 1524 1713 1743

Vi V2 Vs v7 V8 Vo

(V2% A 4 Y% A A |

Figura 4. Esquema del gen ribosomal 18SrRNA. Las franjas negras corresponden a las regiones
polimorficas V1 a V9. Tomado de Machouart-Dubach et al. 2002.
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2. Antecedentes

Se han realizado algunos estudios que comparan la taxonomia tradicional basada en morfologia,
contra la taxonomia basada en marcadores moleculares. Aunque estos no se han llevado a cabo en
México, si han tenido como objeto organismos marinos en sedimentos (Avo et al. 2017, Pantd et al.
2021), peces en la columna de agua (Azevedo et al. 2020) y el monitoreo de los mismos (Polanco
Fernandez et al. 2020b). En cuanto al uso de marcadores moleculares, se ha probado la combinacion
de distintos genes, de diferentes regiones de los mismos y de distintos primers para incrementar la
tasa de identificacion de los MOTUs (Stoeck et al. 2010a, Machida y Knowlton 2012, Giinther et al.
2018, Fonseca et al. 2022).

3. Hipotesis
La diversidad bioldgica de la zona costera del Pacifico oaxaquefio se estima como amplia en términos
de composicion y abundancia de especies. Sin embargo, el conocimiento de la presencia de ciertos
grupos como los metazoos se limita a filos especificos y se deja de lado a otros de similar importancia
ecologica debido al alcance limitado de las técnicas de identificacion utilizadas. Se espera que, el uso
de técnicas de identificacion bioldgica de taxonomia tradicional y cddigo de barras metagenémico se
complementen y evidencien la presencia de otros grupos de metazoos distintos a los anélidos,
moluscos y crustaceos, que se describen en los distintos trabajos realizados en la region hasta el
momento. También se espera que, con metabarcoding se identifiqguen mas OTUs /MOTUs con 95 %

a 100 % de identidad que con la taxonomia tradicional.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia de las técnicas de identificacion taxonémica tradicional y metabarcoding en la
evaluacion de la riqueza y abundancia de filos de metazoos en muestras de sedimentos lagunares

costeros de los sistemas lagunares Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria.

4.2 Objetivos particulares

1. Realizar la identificacion de OTUs, a partir de taxonomia tradicional, de metazoos
bénticos en muestras de sedimento de los sistemas lagunares costeros Corralero-
Alotengo y Chacahua-Pastoria.

2. Realizar la identificacion de MOTUSs, a partir de codigo de barras metagenémico, de
metazoos bénticos en muestras de sedimento de los sistemas lagunares costeros
Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria.

3. ldentificar por cada filo el marcador mas efectivo en la identificacion de metazoos

bénticos en los sistemas lagunares costeros Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria.
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4. Comparar la eficacia de cada técnica en identificacion de OTUs/MOTUEs, a nivel de
especie y género, de metazoos bénticos en muestras de sedimento de los sistemas

lagunares costeros Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria.

5. Materiales y métodos

5.1 Procesamiento de muestras
Ubicacion de las estaciones y tipo de muestreo. Ver capitulo introductorio, Figura 1. El material

biolégico se obtuvo de muestras de sedimento de los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y
Corralero-Alotengo. Para cada sistema lagunar se tomaron muestras en época de secas y en época de
lluvias, 120 en total, 33 para Chacahua-Pastoria y 27 para Corralero-Alotengo; las estaciones se
distribuyeron de tal forma que cubrieran la mayor éarea posible. Las muestras de sedimento de cada
una de las lagunas se tomaron con dragas de 2.4 litros de volumen, tipo Petit Ponar®. Lo anterior con
el fin de recolectar la macro y meio fauna encontrada en las primeras capas del sedimento. De cada
punto de muestreo se tomaron dos dragas de sedimento, una para identificacion taxondmica

tradicional y otra para identificacion mediante metabarcoding.

Taxonomia tradicional: Cada muestra se tamizé en su totalidad a través de tamices de luz de
malla de 500 um y 1000 um, posteriormente se lavaron con agua corriente para quitar el exceso de
materia organica. Luego, el material bioldgico retenido en cada tamiz se preservo en alcohol etilico
al 96 % y se separG en distintos grupos taxondmicos (crustaceos, poliquetos, moluscos y otros
invertebrados), con la ayuda de un microscopio estereoscopico (Zeiss SteREO Discovery V.8) y

equipo de diseccion.

Metabarcoding: Las muestras de sedimento para analisis molecular fueron puestas en bolsas
Ziploc ® con hielo hasta su traslado al laboratorio, donde fueron homogenizadas con una licuadora
de cocina. El homogeneizador fue lavado con hipoclorito y limpiado con alcohol al 90 % antes del
procesamiento de la siguiente muestra. Posteriormente, se tomaron submuestras de la muestra
homogeneizada y se guardaron en alcohol al 90 % a -20 °C, hasta el momento de realizar las

extracciones de DNA.

5.2 ldentificacion taxondémica tradicional de las muestras usadas
Cada uno de los individuos de los distintos grupos taxonémicos fue identificado al minimo taxén

posible, usando guias especializadas. En el caso de los moluscos, se seleccionaron los ejemplares con
mejor estado de conservacion (organismos completos, no erosionados y con tallas < 0.05 mm), puesto
gue se usaron las caracteristicas de las conchas. La identificacidn de gasteropodos se hizo siguiendo
el criterio de Keen (1971) y Keen y Coan (1974) y Bouchet, P. et al. (2017). Para los bivalvos se
siguio el criterio de Coan y Valentich-Scott (2012) y para los escafopodos Steiner y Kabat (2001) y
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Scarabino y Scarabino (2010). Los ejemplares identificados, fueron ingresados a la Coleccién de
Moluscos del Museo de Historia Natural de la Universidad del Mar (CMMHNUMAR, Clave: OAX-
CC-246-2011).

Para la identificacion taxonémica de los poliquetos se usaron las claves de identificacion
disponibles en el libro Poliquetos (Annelida: Polychaeta) de México y América Tropical (De Ledn
Gonzélez etal. 2009). En el caso de los crustaceos y demads invertebrados se usaron guias de
identificacion de la FAO (Fischer et al. 1995) y otras especializadas (Darwin 1854, Coan y Valentich-
Scott 2014).

5.4 Identificacion a partir de metabarcoding: Comparacion entre marcadores (COI vs 18S)

5.4.1.Extraccion de DNA y secuenciacion

Para la extraccion de DNA se usaron 10 gramos de sedimento de la muestra previamente
homogenizada y se extrajo el DNA con el kit PowerMax® Soil DNA Isolation Kit ® de QIAGEN.
La concentracion de DNA de cada muestra fue medida con un Nanodrop 2000 (Thermo Fisher

Scientific) y corroborada en un gel de agarosa al 1 %.

Mediante PCR se amplificaron las regiones V4 y V9 del gen 18S con los cebadores EL009R y E572F
(Comeau et al. 2011, Lemay et al. 2018), 1391F y EUKB (Stoeck et al. 2010b) respectivamente. Para
el gen COI, se utilizaron los cebadores jgHCO21 y mICOIlintF-XT (Wangensteen et al. 2018). Las
amplificaciones de las dos regiones del gen 18S se hicieron a un volumen final de 25 pl, con 0.125
de ADN polimerasa Flexi GoTag G2 (Promega) 5 U / ul, 0.5 pl de 0.2 mM de cada cebador, 5 pl de
buffer 1X, 2 pl de MgCl2, 0.5 ul de dNTPs 10 mM y 1.5 ul de ADN. Para COl, el volumen final
también fue de 25 pl, pero se agregaron 3 ul de MgCl2 y 2 ul de ADN. Las condiciones de PCR
fueron diferentes para cada par de cebadores. Los productos de PCR obtenidos para cada uno de los

marcadores fueron observados en un gel de agarosa al 2 %.

Para la generacidn de las bibliotecas con los productos de PCR obtenidos de los tres marcadores se
siguio el protocolo de la casa Illumina para el gen 16S. En este paso se agregaron los adaptadores
ilumina Nextera XT para etiquetar y diferenciar las muestras (lllumina 2013). Posteriormente se
secuenciaron las bibliotecas en un secuenciador MiSeq de Illumina, en el formato 2 x 300 (Caporaso
et al. 2012)

5.4.2.Analisis bioinformatico

Para el analisis de las secuencias se uso el programa QIIME 1.9.1 y USEARCH 8.1. Para unir las

lecturas crudas (forward y reverse), se us6 el comando fastq_mergepairs. Los primers se retiraron
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con fastg_filter, con este comando también se filtraron las lecturas por calidad. Se descartaron
secuencias con longitudes menores a 100 pb para la region V9 del gen 18S, 370 pb para la region V4
del gen 18S y 300 pb para el gen COIl. Posteriormente, se eliminaron las secuencias que no
presentaban duplicados, se ordenaron y se agruparon los MOTUSs con cluster_otus.

En la deteccion de quimeras se us6 UCHIME y en este el comando uchime_ref, con la base
de datos Silva (version 132) (Quast et al. 2013) para 18S. Para COI se usé BLAST en una base de
datos creada a partir de secuencias COI del genbank (consultado 17/05/2018). Estas secuencias se
filtraron para obtener fragmentos de COIl completos y fragmentos parciales > 300 pb, que no
contuviesen mas de dos N consecutivas. De esta base de datos también se eliminaron secuencias
idénticas y se agruparon al 99 % usando VSEARCH, antes de organizarlos para procesarse en QIIME.
Finalmente, los MOTUs se verificaron de forma individual en la base de datos BOLD (Ratnasingham
y Hebert 2007). La asignacion taxondmica se hizo con UCLUST, con una similitud de 0.6. Finalmente

se agrego la asignacién taxondmica y los metadatos a la tabla de MOTUs.

Estos resultados se guardaron en forma de matriz de datos en Excel para su posterior analisis
estadistico. Para el andlisis de los metazoos se extrajeron los filos correspondientes a este grupo de la
matriz de abundancia de MOTUs. La identificacion taxonémica para COI se valid6 solamente entre
97 y 100 % de identidad para el nivel de especie, mientras que para 18S, regiones V4 y V9, solamente
con el 100 % de identidad (Wangensteen et al. 2018, Schroeder et al. 2020). A nivel de género entre
el 90y el 97 %, para COl y entre el 90 y el 99 % para los dos marcadores 18S; a nivel de familia entre

el 85y el 90 % para los dos marcadores (Polanco Fernandez et al. 2020a).

5.5. Evaluacion de los alcances y limitaciones de las dos técnicas (categoria taxondmica)
Para evaluar las diferencias en los grupos identificados con cada técnica, se hizo una matriz de datos
con la riqueza de MOTUs general, es decir que aqui se reunieron los MOTUs de todos los puntos de
muestreo por laguna y por marcador. Luego, con esta matriz se corrié la prueba de Kruskal-Wallis
para pruebas no pareadas, con el fin de determinar si existen diferencias en las riquezas de MOTUs
entre las técnicas y si estas son significativas (Azevedo et al. 2020). Cabe destacar que primero se
corrobor6 que los datos fueran normales con la prueba de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov) usando

la paqueteria Nortest version 1.0-4 en R.

Por su parte, el analisis SIMPER se hizo con la matriz de riqueza de secuencias de las familias,
se hizo un anélisis SIMPER, en PRIMER v6, para ver la contribucion a la similitud/disimilitud de

cada una de las multiples familias con cada marcador.
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6. Resultados

6.1. Identificacion taxondmica tradicional (morfolGgica)
La evaluacién macro y microsclpica de cada una de las dragas de sedimento resultdé en la
identificacion de 112 OTUs, representados en 11 filos, 9 clases, 50 familias, 64 géneros y 100
especies. Los filos con mayor nimero de OTUs fueron Annelida (44), Mollusca (37) y Artrépoda
(22) (Anexo 1). Para Chacahua-Pastoria, los filos dominantes fueron Annelida (30), Mollusca (24) y
Artropoda (13); en Corralero-Alotengo los filos con mayor nimero de OTUs fueron Mollusca (31),
Annelida (27) y Artropoda (13) (Tabla 3).

Tabla 3. Cantidad de OTUs identificados por taxonomia tradicional por filo en cada sistema lagunar.

Filo Chacahua-Pastoria Corralero- No. OTUs
Alotengo totales

Annelida 30 27 44
Artropoda 13 13 22
Bryozoa 1 1 1
Cnidaria 1 0 1
Chordata 2 1 2
Echinodermata 0 1 1
Foraminifera 1 1 1
Mollusca 24 31 37
Nemertea 1 1 1
Phoronida 0 1 1
Sipunculida 0 1 1
Total general 73 78 112

6.2. ldentificacion a partir de metabarcoding: Comparacion entre marcadores (COI vs 18S)
Para los tres marcadores empleados se obtuvo un total de 9,232,815 lecturas crudas, después de
filtrarlas por calidad este nimero se redujo a 3,200,001 de secuencias, de estas se delimitaron
14,547 MOTUs y se asignaron 3, 139 MOTUs (Tabla 4).

Para COlI, se encontraron 14 filos, 78 géneros y 94 especies (Tabla 5). En el caso de los
marcadores del gen 18S, para V4 se encontraron 19 filos, 177 familias (Tabla 6), 252 géneros y 295
especies y para V9 se identificaron 22 filos, 239 familias, 309 génerosy 334 especies (Tabla 7).
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Tabla 4. Cantidad de secuencias y MOTUSs asignados para los dos sistemas lagunares en las dos
temporadas analizadas, con tres marcadores distintos (COl, 18S-V4 y 18S-V9).

Marcador Lecturas | Lecturas | MOTUs MOTUs
crudas limpias delimitados | asignados
Cco1 1758686 | 319457 1182 764
18S-V4 2248247 | 1576493 3410 797
18S-V9 5225882 1304051 9955 1578
Total 9232815 3200001 14547 3139

Tabla 5. Cantidad de MOTUs identificados con taxonomia molecular con el gen COI por filo en cada
sistema lagunar.

Filo Chacahua- | Corralero- No.
Pastoria Alotengo MOTUS
totales
Annelida 11 10 13
Arthropoda 23 31 43
Chaetognatha 1 1
Chordata 5 8 8
Cnidaria 5 12 12
Echinodermata 0 1 1
Kinorhyncha 0 1 1
Mollusca 11 6 12
Nematoda 6 6
Nemertea 1
Platyhelminthes 0 1 1
Porifera 11 11 15
Rotifera 5 5 5
Sipuncula 2 0 2
Total general 81 93 124
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Tabla 6. Cantidad de MOTUs identificados con taxonomia molecular con el gen 18S-V4 por filo en
cada sistema lagunar.

Filo Chacahua- Corralero- No.
Pastoria Alotengo MOTUS
totales

Acanthocephala 2 1 2
Annelida 57 41 66
Arthropoda 56 42 68
Bryozoa 5 2 5
Chordata 19 12 21
Cnidaria 18 13 21
Ctenophora 0 1
Echinodermata 0 1
Entoprocta 1 1
Gastrotricha 18 13 23
Gnathostomulida 0 1
Kinorhyncha 0 1
Mollusca 19 18 24
Nematoda 84 64 97
Nemertea 7 8 12
Platyhelminthes 44 31 57
Porifera 4 4
Rotifera

Sipuncula 2 2
Total general 345 258 414
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Tabla 7. Cantidad de MOTUs identificados con taxonomia molecular con el gen 18S-V9 por filo en
cada sistema lagunar.

Filo Chacahua- Corralero- No. MOTUS
Pastoria Alotengo totales

Annelida 33 39 48

Arthropoda 57 60 86

Brachiopoda 1 1

Bryozoa

Chordata 13 15 18

Cnidaria 11 17 19

Ctenophora

Echinodermata
Foraminifera

Gastrotricha 13 15 18
Gnathostomulida 1 2 2
Mollusca 17 23 27
Nematoda 31 42 49
Nemertea 8 11 14
Phoronida 0 1 1
Platyhelminthes 44 43 62
Polychaeta 10 16 21
Porifera 5 6 8
Rotifera 6 8 9
Sipuncula 1 2 2
Tardigrada 3 3 3
Xenacoelomorpha 3 3 3
Total general 266 313 402

6.3. Comparacidn de alcances y limitaciones de las dos técnicas (categoria taxonémica familia)

Para el sistema lagunar Chacahua-Pastoria fueron identificadas con morfologia un total de 11 familias
de anélidos, de estas 9 (82 %) fueron identificadas con alguno de los tres marcadores genéticos
evaluados. De estas familias detectadas con morfologia y marcadores genéticos, 9 se encontraron con
V4, 8 con V9 y 3 con COIl. Por otro lado, con los marcadores genéticos se encontraron 15 familias
que con morfologia no se detectaron. En el caso de Corralero-Alotengo, se detectaron 13 familias
con taxonomia tradicional, de estas 12 (92 %) se encontraron con alguno de los tres marcadores
analizados. De estas familias detectadas con morfologia y marcadores genéticos, 10 se encontraron
con V4, 12 con V9 'y 3 con COI; con los marcadores genéticos se encontraron 15 familias que con

morfologia no se detectaron.
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Se encontraron diferencias significativas en la riqueza de MOTUs de anélidos entre los
marcadores tanto en Chacahua-Pastoria (Kruskal-Wallis chi-squared = 21.021, df = 3, p = 0.000104)
como en Corralero-Alotengo (Kruskal-Wallis chi-squared = 21.021, df = 3, p = 0.000104). Segun el
analisis SIMPER, la estructura en la composicion de familias de anélidos dada por la identificacién
con taxonomia tradicional versus los marcadores genéticos en el sistema lagunar Chacahua-Pastoria
fue dada por las familias Naididae (11.31 %), Orbiniidae (10.90 %), Capitellidae (10.14 %), Spionidae
(9.58 %) y Hesionidae (8.91%) (Figura 5). Por su parte, en Corralero-Alotengo fue impulsada
principalmente por las familias Spionidae (10.81 %), Orbiniidae (9.14 %), Protodrilidae (8.61 %),
Hesionidae (8.18 %), Capitellidae (8.04 %) y Syllidae (5.97 %) (Figura 6).
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Figura 5. Heat-map que representa la presencia-ausencia (P/A) de MOTUs y OTUs de familias de
anélidos en el sistema lagunar Chacahua-Pastoria.
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Figura 6. Heat-map que representa la presencia-ausencia (P/A) de MOTUs y OTUs de familias de
anélidos en el sistema lagunar Corralero-Alotengo.

En el caso de los artropodos, para Chacahua-Pastoria se detectaron 5 familias con taxonomia
tradicional, de estas 3 se detectaron con los marcadores genéticos. De estas familias, 2 se detectaron
con V4, 2 con V9 y 2 con COI. Con los marcadores genéticos se detectaron 79 familias que no se
encontraron con taxonomia tradicional. Para Corralero-Alotengo, se detectaron 4 familias con
morfologia y de estas 3 con marcadores moleculares; de estas una se detecté con V4, una con V9 y
una con COI; se detectaron 88 familias con marcadores genéticos que no se habian detectado con

taxonomia tradicional.
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Se encontraron diferencias significativas en la riqueza de MOTUs de artrépodos entre los
marcadores tanto en Chacahua-Pastoria (Kruskal-Wallis chi-squared = 60.482, df = 3, p = 4.638e-13)
y Corralero-Alotengo (Kruskal-Wallis chi-squared = 60.482, df = 3, p-value = 4.638e-13). El analisis
SIMPER mostrd que en el caso de los artropodos en Chacahua-Pastoria, la diferenciacién en la
composicion de familias entre la taxonomia tradicional y los marcadores moleculares fue dada por
Geometridae (10.86 %), Cytheruridae (8.51 %), Limnocytheridae (5.97 %), Macrothricidae (3.26 %),
Cyclopidae (3.12 %), Paracalanidae (3.12 %), Candonidae (2.67 %), Argestidae (2.17 %), Miraciidae
(2.17 %), Canthocamptidae (2.13 %), Portunidae (2.13 %), Halacaridae (1.63 %) (Figura 7). En
Corralero-Alotengo, las familias responsables de esta diferenciacion fueron Geometridae (8.23 %),
Balanidae (6.4 %), Paracalanidae (4.66 %), Limnocytheridae (4.08 %), Alpheidae (3.88 %),
Cyclopidae (3.11 %), Cytheruridae (3.01 %), Macrothricidae (2.47 %), Ameiridae (2.23 %),
Oithonidae (2.23 %), Miraciidae (2.04 %), Stenocopiinae (2.04 %), Formicidae (1.94 %), Calanidae
(1.7 %) y Acartiidae (1.5 %) (Figura 8).

En el caso de los moluscos 23 familias se detectaron con taxonomia tradicional para Chacahua-
Pastoria, de estas 8 también fueron detectadas con los marcadores moleculares, 4 con V4, 6 con V9
y ninguna con COl. Con los marcadores moleculares se detectaron 21 familias que no se habian
detectado con taxonomia tradicional. Para Corralero-Alotengo, se encontraron 23 familias con
taxonomia tradicional y de estas también se detectaron 8 por marcadores genéticos, de estos 4 con
V4, 7 con V9 y ninguna con COI. Con los marcadores moleculares se detectaron 21 familias que no

se habian detectado con taxonomia tradicional.

Se encontraron diferencias significativas en la riqueza de MOTUs de moluscos entre los
marcadores tanto en Chacahua-Pastoria (Kruskal-Wallis chi-squared = 10.96, df = 3, p = 0.01194)
como en Corralero-Alotengo (Kruskal-Wallis chi-squared = 23.148, df = 3, p = 3.761e-05). Segun el
analisis SIMPER, la diferencia en la estructura de la composicion de familias de moluscos dada por
la identificacion con taxonomia tradicional versus los marcadores genéticos en el sistema lagunar
Chacahua-Pastoria fue dada por las familias Mytiloidea (6.14 %), Cerithiidae (5.77 %), Pisaniidae
(5.77 %), Mytilidae (5.59 %), Solecurtidae (4.63 %), Naticidae (4.03 %), Veneridae (4.03 %),
Semelidae (3.66 %), Assimineidae (2.89 %), Caecidae (2.89 %) y Cerithiopsidae (2.89 %) (Figura
9). Para Corralero-Alotengo, las familias responsables de la diferenciacién por técnica fueron
Mytilidae (10.02 %), Caecidae (9.63 %), Nassariidae (7.22 %), Mytiloidea (5.27 %), Cerithiidae (4.81
%), Pisaniidae (4.81 %), Solecurtidae (4.81 %) y Anomiidae (2.41 %) (Figura 10).
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Figura 7. Heat-map que representa la presencia (1) -ausencia (0) (P/A) de MOTUs y OTUs de
familias de artropodos en el sistema lagunar Chacahua-Pastoria.
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Figura 8. Heat-map que representa la presencia-ausencia (P/A) de MOTUs y OTUs de familias de
artropodos en el sistema lagunar Corralero-Alotengo.
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Potamididae
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Figura 9. Heat-map que representa la presencia-ausencia (P/A) de MOTUs y OTUs de familias de
moluscos en el sistema lagunar Chacahua-Pastoria.
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Figura 10. Heat-map que representa la presencia-ausencia (P/A) de MOTUs y OTUs de familias de
moluscos en el sistema lagunar Corralero-Alotengo.

7. Discusion de resultados
En el presente estudio, la comparacién de métodos de identificacion bioldgica por morfologia y por
marcadores moleculares se restringid a tres filos de animales, estos fueron Annelida, Arthropoda y
Mollusca; lo anterior debido a que para la parte morfol6gica se cont6 con la experticia de taxdnomos
para estos grupos. Esto representa una de las limitaciones de las técnicas de identificacion tradicional,

las cuales para su desarrollo requieren de expertos en determinados grupos, los cuales muchas veces
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se limitan a un filo, clase, orden, familia o incluso género especifico (Sundberg y Arlin 1998, Kotov
y Gololobova 2016). Ademas de esto, el tiempo de identificacion de las muestras se puede extender
ameses o afios en comparacién con los métodos moleculares como el c6digo de barras metagenémico,
debido a que requieren de la revision de ndmeros elevados de especimenes por muestras y de la

evaluacidn de caracteristicas especificas de identificacion que requieren un ojo entrenado.

En la identificacion con taxonomia tradicional se detectaron 112 OTUs, mientras que para
COl se hallaron 124 MOTUs, 414 MOTUs con 18S-V4 y 402 MOTUSs con 18S-V9. Basandose en
la cantidad de taxones detectados, los marcadores moleculares mostraron ser méas efectivos que la
morfologia; esto puede deberse a que en algunos grupos los estadios de desarrollo inicial, como larvas
y juveniles, resultan dificiles de identificar por su morfologia, mientras que con su DNA suele ser
menos complicado (Schroeder et al. 2020); también a la presencia de organismos incompletos para
los cuales no se cuenta con los apéndices o caracteres morfologicos completos que permitan su
identificacion morfoldgica. Aunque, la similitud en la composicion de la fauna entre las muestras
identificadas con técnicas tradicionales y las moleculares resulté ser baja, el cddigo de barras
metagenomico ha demostrado en otros estudios, ser sensible para el monitoreo a largo plazo debido
a que puede replicar patrones ecoldgicos en varios afios en sedimentos (Basset et al. 2022, Castro-

Cubillos et al. 2022) y en la columna de agua (Schroeder et al. 2020).

Los marcadores moleculares aqui empleados lograron detectar la presencia de otros filos,
ademés de los identificados con taxonomia tradicional, los cuales fueron Acanthocephala,
Brachiopoda, Ctenophora, Entoprocta, Gastrochida, Gnathostomulida, Kinorhyncha, Nematoda,
Platyhelminthes, Porifera, Rotifera, Tardigrada y Xenacoelomorpha. Lo anterior se logr6é con la
combinacion de tres marcadores moleculares diferentes, COIl y 18S region V4 y region V9, lo que
permitio la deteccidén de mas grupos, como se sugiere en otros estudios donde se combinan genes
mitocondriales con genes nucleares, por ejemplo (Cowart et al. 2015, Ginther et al. 2018, Zhang
et al. 2018, Liu y Zhang 2021). Cabe resaltar que, aunque COI es el marcador usado para metazoos
por excelencia, los pertenecientes al gen 18S usados en protistas han demostrado la coamplificacion
de taxones de metazoos (Di Capua et al. 2021, Fonseca et al. 2022). En el meiobentos, COl y 18S
han demostrado una estructura similar para los metazoos mas dominantes (Fonseca et al. 2022). En
el caso de algunos grupos como los nematodos bentonicos, el gen 18S ha demostrado ser mas potente
gue el gen COl, para la identificacion de los mismos debido a que su éxito de amplificacion es mayor

(Avé et al. 2017), como se pudo observar en el presente estudio.

La categoria taxondmica seleccionada para hacer las comparaciones entre marcadores

morfol6gicos y moleculares fue la de familia, debido a que en las bases de datos disponibles la mayor
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confiabilidad se encuentra a este nivel (Cowart et al. 2015). De las familias de anélidos, artropodos y
moluscos encontradas con marcadores moleculares y no con morfologia y reportadas previamente
para el estado de Oaxaca (Bastida-Zavala et al. 2013, Bastida-Zavala y Garcia-Madrigal 2022), se
citan: Para Anélidos: A.) con 18S V4 y V9: Ampharetidae, B.) con 18S V4: Phyllodocidae, C.) con
18S V9: Chrysopetalidae, Cossuridae, Eunicidae, Onuphidae y Tomopteridae, D.) con COI:
Polynoidae, E.) con COIl y 18S V4 y V9: Sabellidae. En el caso de los artrépodos, A.) con V9:
Hippolytidae, B.) con V4: Grapsidae y C.) con COI: Euphausiidae. Y para los moluscos, A.) con
18S V4 y V9: Chamidae, Chitonidae, Conidae, Ostreidae, Semelidae y Pholadidae, B.) con 18S V4:
Limidae, C.) con 18S V9: Glycymerididae, Isognomonidae, Spondylidae, Pectinidae, D.) con COI:
Loliginidae, Onchidiidae y Psammobiidae, E.) y con COIl y 18S V9: Mytiloidea (super familia).

Dentro de las especies de moluscos reportadas previamente en estos sistemas lagunares y que
no se detectaron con morfologia en el presente, pero si con los marcadores moleculares se citan:
Martesia striata y Diplodonta sp, identificadas con los marcadores 18S V4 y V9; Hyotissa
hyotis identificada con 18S-V9 Argonauta nouryi identificada con COI (Bastida-Zavala et al. 2013,
IllescasEspinoza et al. 2018). En el caso de los anélidos, se encontraron Armandia sp. con 18S-V4

y, Marphysa sp. con 18S-V9.

Algunas de las especies detectadas con marcadores moleculares son invasoras y/o
introducidas, se encontré a Perna perna con 18S-V9, y a Perna viridis con 18S-V4. P. perna, se
registra como invasora en la Global Invasive Species Data Base y P. viridis, se reporta como especie
introducida; ambas especies resultan ser peligrosas para la navegacién y con potencial bio acumulador
(Okolodkov et al. 2007). Con COI se encontrd el percebe Amphibalanus eburneus, artrépodo invasor
nativo del Atlantico americano, reportado previamente en el golfo de California (Galil et al. 2011,
Rodriguez-Almaraz y Garcia-Madrigal 2014).

En conclusion, para estos dos sistemas lagunares costeros, el uso de marcadores moleculares
para el monitoreo de la diversidad permite obtener un panorama méas amplio de la composicién de
esta, sin embargo, como se citd en parrafos anteriores, se recomienda hacer uso de distintos
marcadores y se espera que las contribuciones de secuencias de organismos lagunares y marinos,

incremente a corto y mediano plazo para asi lograr el inventario mas completo de estos sistemas.
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Capitulo 2
Paradmetros ambientales que modulan la distribucion de la diversidad de micro, macro y meio

eucariotas en los sistemas lagunares costeros Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo

1. Introduccion

Las lagunas costeras son uno de los ecosistemas mas importantes del mundo, funcionan como
ecotonos entre sistemas terrestres, de agua dulce, intermareales y marinos con alta productividad y
capacidad de carga. Debido a la alta heterogeneidad ambiental y espacio-temporal de estos sistemas
puede coexistir un amplio espectro de especies (Barbosa et al. 2004, Esteves et al. 2008). Por la tasa
relativamente baja de descarga de agua de las lagunas, son habitats favorables para los productores
primarios, lo que a su vez favorece la produccion secundaria (Kjerfve 1994, Whitfield 2011). No
obstante, si la produccion primaria excede la demanda de los consumidores puede causar
eutrofizacion, lo que conlleva a reducir los niveles de oxigeno, la penetracion de la luz, causar estrés
y muerte de los organismos, cambios en la estructura de la comunidad y una posible pérdida de
diversidad (Anthony et al. 2009).

A causa de su naturaleza de transicion, tienen gradientes abidticos muy variables, como en la
temperatura, la salinidad y el oxigeno, y una alta productividad biolégica (Basset et al. 2013). En las
zonas tropicales humedas, las lagunas costeras reciben gran cantidad de descargas fluviales y
sedimentos, mayormente arcilla y limo lo que las hace turbias con gran cantidad de sedimentos en
suspension (Bird 1994). La circulacion lagunar esta dominada en las entradas por las corrientes de
marea y en el interior por la fuerza del viento; al ser cuerpos de agua poco profundos, son sensibles a
procesos de calentamiento y enfriamiento, registrandose cambios de temperatura incluso durante el
dia (Smith 1994). En cuanto a la salinidad, esta puede ser similar o superior a la del agua de mar.
Esto depende en gran medida de las caracteristicas hidroldgicas de la laguna, las cuales se determinan
por su configuracion, la entrada de agua del mar (el rango de marea), la precipitacion, el agua dulce
de los rios y la evaporacion (Bird 1994, Barnes et al. 2008). Este es uno de los factores ecoldgicos
mas importantes que modelan la estructura de la biodiversidad a escala local y regional en las lagunas
costeras. A nivel local, cambios leves promueven la biodiversidad al disminuir el dominio de
especies, creando microhabitats o gradientes ecolégicos. A nivel regional, la salinidad puede reducir
la diversidad si sus efectos espacio-temporales son generalizados y lo suficientemente fuertes para
homogenizar la composicion de especies en el ecosistema. No obstante, si estos efectos son
discontinuos se favorecera la biodiversidad (Esteves etal. 2008). Por su parte, sistemas con

comunicacion restringida o nula con el mar presentan cambios bruscos en la salinidad debido a
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precipitaciones e insolacion, causando el dominio de especies eurihalinas como consecuencia del alto
contraste estacional (Pantaledn-Ldpez et al. 2005). La salinidad en estos cuerpos de agua resulta ser
el parametro ambiental mas variable, otros pardmetros experimentan cambios minimaos; sin embargo
debe tenerse en cuenta que estas variables ambientales no necesariamente actuan independientemente

sobre los organismos sino que actdan en conjunto (Landa-Jaime 2003).

El valor de los bienes y servicios proporcionados por las lagunas costeras se encuentra entre los
mas altos de los sistemas naturales, debido al reciclaje de nutrientes, cosecha directa, recreacion y
valor estético (Basset et al. 2013). Las lagunas costeras proporcionan diferentes tipos de habitats,
como manglares, pantanos y praderas marinas (Newton et al. 2018). Estos héabitats funcionan como
areas de desove, de reproduccién, de alimentacion y vias de migracion para vertebrados e
invertebrados (Heck etal. 1995, Franco etal. 2006). A pesar de la clara importancia de estos
ecosistemas, la biodiversidad de las lagunas costeras no esta bien caracterizada, particularmente en
regiones tropicales. Para muchos sistemas de lagunas costeras, se carece de datos de biodiversidad y
se sabe poco sobre el impacto de la variacién espacial y temporal en las comunidades dentro de
sistemas altamente heterogéneos. Esto es particularmente cierto para la diversidad eucariota, donde
muchos grupos de organismos no se han estudiado o no se pueden identificar basandose solo en la
morfologia, especialmente la meiofauna y los micro eucariotas (Balzano et al. 2015). Las técnicas
moleculares representan una forma ideal de identificacion rapida y creacion de perfiles de
comunidades eucariotas, ya que proporcionan varias ventajas sobre los métodos de caracterizacion
tradicionales (Yu et al. 2012, Bittleston et al. 2015, Fjord et al. 2017, Aylagas et al. 2018, Glinther
et al. 2018, Lopez-Escardo et al. 2018, Polinski et al. 2019).

Para un monitoreo maés eficiente de la biodiversidad en diferentes ecosistemas, es necesario un
enfoque de conservacion de mdaltiples taxones, junto con el uso de herramientas que permitan el
monitoreo a gran escala (Park y Razafindratsima 2019). EI metabarcoding de ADN ambiental
(eDNA) permite obtener una gran cantidad de datos para estudios de monitoreo y caracterizacion y
revela la estructura y composicion espacio-temporal de la comunidad en diferentes sistemas (Taberlet
et al. 2012, Massana et al. 2015, Guardiola et al. 2016, Aylagas et al. 2018, Cronin-O’Reilly et al.
2018, Koziol etal. 2018, Wangensteen et al. 2018, Mcdevitt et al. 2019, Pan et al. 2020). Sin
embargo, es importante notar que la mayoria de los estudios de secuenciacion de alto rendimiento
tiene como objeto de estudio al plancton y no al bentos (Dasilva et al. 2014, Forster et al. 2016,
Pearman et al. 2016, Alves-De-Souza et al. 2017, Banerji et al. 2018).

En general, los sistemas de lagunas a menudo son areas habitadas y utilizadas intensivamente por

comunidades humanas, lo que influye fuertemente en la ecologia de las lagunas (Berkes y Seixas
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2005). Las alteraciones antropogénicas a estos pueden provocar estresores naturales gque causan
eutrofizacion, floraciones de algas e hipoxia (Elliott y Whitfield 2011). Aqui, se evaluaron los
cambios espaciales y temporales en la composicion de la comunidad eucariota bentdnica en dos
sistemas de lagunas con diferentes niveles de impacto antropogénico durante dos temporadas
climéticas a lo largo de un afio. También, se evaluaron las diferencias ambientales en los dos sistemas
lagunares y se correlacionaron con la comunidad biol6gica presente en las mismas. La diversidad de
metazoos (macro y meio eucariotas) y micro eucariotas, se evalué por separado amplificando
fragmentos de genes especificos; la subunidad | del gen citocromo oxidasa (COIl) se usé para
metazoos y la region V4 del gen 18S rRNA para micro eucariotas, debido al sesgo taxonémico

encontrado previamente en ciertos grupos (Cowart et al. 2015).

2. Antecedentes

En México, algunos estudios han evaluado la correlacion entre los pardmetros ambientales de los
sistemas lagunares costeros con la distribucion bioldgica en los mismos. La salinidad y la temperatura
suelen ser los factores con mayor incidencia en la distribucion bioldgica en estos sistemas. Este es el
caso de algunas comunidades de peces en la laguna Carretas-Pereyra en Chiapas (Veldzquez-
Veldzquez et al. 2008) y el sistema lagunar Chacahua-Pastoria en Oaxaca (Esparza y Guerra Mendoza
2010), comunidades de moluscos bentdnicos en los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y
Corralero-Alotengo (Zamorano et al. 2010) y Agua Dulce/ El Ermitafio en Jalisco (Landa-Jaime
2003), la comunidad micro-fitoplancténica de las lagunas Chantuto-Panzacola y Carretas-Pereyra en

Chiapas y los crustaceos en la laguna Mecoacan en Tabasco (Dominguez et al. 2003).

Los sistemas de lagunas costeras de ChacahuaPastoria (CH) y Corralero-Alotengo (CA)
representan una gran relevancia comercial y ecoldgica, ya que mantienen especies de importancia
comercial como el callo de hacha (Atrina maura), el camardn blanco (Litopenaeus vannamei), el
camaron marrén (Farfantepenaeus californiensis), el camarén de cristal (Farfantepenaeus
brevirostris), el camardn azul (Litopenaeus stylirostris), el mejillén o tichinda (Mytella strigata),
entre otros (Sanchez-Meraz y Martinez-Vega 2000, Angel-Pérez et al. 2007, Sdnchez Méndez et al.

2015), y son laboratorios potenciales para investigacién ecoldgica y bioprospeccion.

3. Hipotesis

Debido a su proximidad geogréfica y caracteristicas similares, se podria esperar que la estructura y
composicidn de la diversidad eucariota (metazoos y otros eucariotas) sea similar, independiente de la
temporada climatica estudiada (secas y lluvias). Ademas, dentro de cada uno de los sistemas la

regionalizacion (cerca, media, lejos), en funcion de la proximidad de las estaciones a la boca de cada
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sistema lagunar, estard dada tanto por las caracteristicas fisicas y quimicas del ambiente como por la

composicidn bioldgica, encontrandose asi, las tres regiones bien definidas.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general
Describir y comparar la diversidad de metazoos y microeucariotas en el sedimento y su relacién con

los parametros fisicoquimicos, en dos periodos del afio, en los sistemas lagunares costeros Chacahua-
Pastoria (CH-P) y Corralero-Alotengo (C-A), mediante el uso de secuenciacién masiva del codigo de

barras genético en muestras ambientales.

4.2. Objetivos particulares

1. Caracterizar y comparar la diversidad, composicion y estructura de la comunidad de
metazoos y microeucariotas en el sedimento en los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y
Corralero-Alotengo en la zona costera del estado de Oaxaca.

2. Describir el comportamiento de los parametros ambientales de los dos sistemas lagunares
durante las dos temporadas de muestreo.

3. Evaluar el grado de correlacion de la comunidad biolégica de estos sistemas lagunares con

los pardmetros ambientales en dos tiempos diferentes.

5. Materiales y métodos

5.1. Area de estudio: Ubicacion de las estaciones y tipo muestreo

El 4rea de estudio cubri6 dos sistemas de lagunas costeras en el Pacifico Sur mexicano, el primero es
Chacahua-Pastoria (CH-P) (15 ° 57 '0.237"' - 16 ° 03' 05.96 "N y 97 © 31'57.15" - 97 © 48 '01.01" 'W)
gue se encuentra dentro del Parque Nacional Lagunas de Chacahua y el segundo es el sistema
Corralero-Alotengo (CA) (16 ° 11-15y 16 °16'30"Ny 98 °05'00' 'y 98 ° 12' 30 " W).

Se tomaron muestras de sedimento con una draga Petite Ponar en dos periodos de muestreo en 2018.
El primer periodo de muestreo fue durante la estacién seca, marzo (20 al 22) y abril (10y 11) y el
segundo durante la temporada de lluvias, septiembre (17 al 20) (Figura 11). Cada laguna se dividid
en diferentes zonas de acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas (salinidad, temperatura, pH) y
suelo (arena, barro), definidas en estudios previos. En total hubo 11 zonas para CH-P y 9 zonas para
C-A, en cada zona se tomaron tres muestras. Estas zonas se integraron en regiones dentro de los
sistemas de lagunas. Estas regiones se definieron de acuerdo con la distancia a la boca de cada una.
Se tomd la distancia total de cada cuerpo de laguna y se dividio en tres partes, lo que result6 en las

regiones: cercana, media y lejana. Para C-A, cerca de (N): 0-4 km, medio (M): 4-8 km y lejos (F): 8-
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12 km; para CH-P, cerca de (N): 0-7 Km, medio (M): 7-14 Kmy lejos (F): 14-21 Km. En cada sitio
de muestreo, se midieron la profundidad, la salinidad, la temperatura, el pH y la concentracion de
oxigeno con un multipardametro Hanna HI 9828. Todas las muestras se colocaron dentro de bolsas
Ziploc ® y se almacenaron bajo hielo hasta su llegada al laboratorio. Después, cada muestra se
homogeneizé con una licuadora de cocina, que se limpi6 con hipoclorito de sodio entre cada muestra.

Finalmente, las muestras se almacenaron a -20°C hasta la extraccion de ADN.

‘ \l
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Figura 11. Zona de estudio y estaciones de muestreo en los dos sistemas lagunares estudiados. A)
Chacahua-Pastoria (CH): 33, B) Corralero- Alotengo (CA): 27. Los simbolos indican las regiones
dentro de los sistemas ( A=cerca, m= medio, *=lejos) y los colores indican las zonas dentro de cada
region.

64



5.2. Extraccion de ADN y secuenciacion
Para las extracciones de ADN, se procesaron 10 g de cada muestra de sedimento homogeneizado con

el kit de extraccion de ADN PowerMax (QIAGEN, Valencia, CA, EE. UU.) De acuerdo con las
instrucciones del fabricante, el ADN se resuspendi6 en un volumen final de 5 ml. El tamafio del ADN

se confirmo con electroforesis en gel y cada muestra se cuantifico con un Nanodrop 2000.

La region V4 del gen 18S rRNA se amplifico con los cebadores E572F (5’-CYGCGGTA
ATTCCAGCTC-3’) y EI009R (5’-AYGGTATCTRATCRTCTTYG-3"). Para amplificar un
fragmento parcial del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa | (COl), se usaron los cebadores
mICOIlintF-XT (5-GGWACWRGWTGRACWITITAYCCYCC-3’) y el cebador jgHCO21 (5°-
TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA-3’). Ambos cebadores adelantados contenian el adaptador
del kit Illumina NextEra y 12 bases aleatorias para aumentar la diversidad en el portaobjetos illumina
(5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGANNNHNNNWNNNH-3") vy los
cebadores inversos contenian el adaptador [llumina Nextera (5°-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGT-3’).

Las amplificaciones de 18S V4 se prepararon hasta un volumen final de 25 pl, con 0.625 U de
GoTag G2 Flexi DNA polymerase (Promega), 0.5 ul de 0.2 mM de cada cebador, 5 ul de Buffer 1X,
2 ul de MgCl2, (25 mM) 0.5 pl de dNTPs 10 mM y 1.5 pl de ADN. Para COl, el volumen final fue
de 25 ul y todos los reactivos fueron iguales, excepto 25 mM de MgCI2 y 2 pl de ADN. Para 18s-
V4, las condiciones de PCR consistieron en un paso de activacién de la polimerasa de 5 minutos a 94
©C, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 30 s, alineamiento a 50 °C durante 45 s y
alargamiento a 72 °C durante 90 s, la extension final fue por 72 °C por 7 min. Para COlI, la activacion
de la polimerasa a 95 °C fue por 7 min, seguido de 46 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 s,
alineamiento a 44 °C por 45 sy alargamiento a 72 °C por 90 s, la extension final fue de 72 °C por 5

min.

Los productos de PCR se purificaron con perlas Agencourt® AMPure® a una concentracién de
0,8x perlas por muestra. La concentracion de ADN de los productos de PCR se midié en un lector de
microplacas FLUOstar Omega® utilizando el sistema dsDNA QuantiFluor® (Promega, Reino
Unido). Los amplicones 18S V4 y COIl se agruparon en concentraciones equimolares y la indexacion
se realizo utilizando un kit de cddigos de barras lllumina NextEra segun las instrucciones del
fabricante. Las bibliotecas indexadas se agruparon, cuantificaron y diluyeron a 4pM y se ejecutaron

en Illumina Miseq usando el kit de secuenciacion V3 2x 300bp lllumina (Illumina®).
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5.3. Bioinformética y analisis estadisticos
Las secuencias se analizaron con QIIME 1.9.1.4 y Usearch versiéon 8.1 5. EI comando Usearch

mergepairs se uso para ensamblar las secuencias finales emparejadas sin procesar (hacia adelante y
hacia atras). Se realizo6 un filtro de calidad y los datos de las muestras se separaron en 18S V4 y COI
basados en la secuencia del cebador usando CUTADAPT 6. Los cebadores se eliminaron antes de un
analisis posterior. Se descartaron las secuencias con una longitud inferior a 370 pb para 18S V4 y 300
pb para COI y se filtraron las secuencias por calidad para eliminar aquellas con el error maximo
espera 0 >0.5. Las lecturas se desduplicaron y se eliminaron las secuencias Unicas, luego se agruparon
las MOTUs utilizando el algoritmo USEAR UPARSE 7 al 97% para los conjuntos de datos 18S V4
y COIl. UCHIME 8 se utilizé para encontrar y eliminar quimeras comparandose con la base de datos
Silva (version 132) para 18S V4 y una base de datos personalizada para COIl. Esta base personalizada
se realizd a partir de secuencias COIl descargadas del NCBI (consultado el 17/05/2018). Las
secuencias se filtraron para contener COI de longitud completa y fragmentos parciales >300 pb, y no
mas de dos bases N consecutivas. Luego, la base de datos fue desduplicada de secuencias idénticas y
agrupadas al 99%, antes de que los archivos fasta como la taxonomia fueran formateados
manualmente para ingresarlos en QIIME. Después de la eliminacién de las quimeras, las MOTU se
clasificaron en las bases de datos de referencia utilizando UCLUST con una similitud minima de 0.6.
Las secuencias COIl también se verificaron individualmente con la base de datos BOLD
(Ratnasingham y Hebert 2007a). Las lecturas originales se mapearon en las MOTU al 97% y se
produjo una tabla de MOTUs.

Las MOTUs de metazoos y micro-eucariotas se separaron en cada muestra y la matriz de
frecuencia absoluta rarificada se utilizé para realizar anélisis estadisticos y de diversidad. Para cada
sistema lagunar, las muestras de cada zona se unieron en unay luego las abundancias se ajustaron por
zona. Para los metazoos, se rarificd a 300 secuencias y para los otros eucariotas a 3000 secuencias.
Para la diversidad alfa, se analizé la riqueza (S) de las MOTUs. También, se aplicd un anélisis de
ANOVA de una via para determinar si las diferencias entre estas medidas de diversidad fueron
significativas. Para hallar la mejor correlacién de la riqgueza de MOTUs con los 5 parametros

ambientales se calculé el indice de correlacion de Pearson con la libreria Stats V.3.5.2 en R

Se uso6 el programa R y la libreria Stats v.3.5.2, para evaluar las variaciones de los parametros
ambientales entre las regiones y las temporadas de estudio, se corrié un andlisis de varianza ANOVA
de dos vias y su prueba posterior o post-hoc (Tukey HDS). Posteriormente, se realizd un andlisis de
correspondencia canénica (ACC) en PAST 3.25 con las abundancias rarificadas de MOTUs para cada
zona de cada sistema lagunar y las cinco variables ambientales medidas (salinidad, temperatura, OD,

pH y profundidad) para detectar las relaciones entre datos bioldgicos y datos ambientales.
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Para determinar las diferencias en la composicion bioldgica de los sistemas, se ejecutd un
PERMANOVA (Anderson 2017) en Primer V7. Primero, las abundancias de secuencias por MOTU
de cada conjunto de datos se transformd en presencia / ausencia. Lo anterior para evitar sobre
estimaciones en abundancias de MOTUSs, en el entendido de que cada secuencia no representa un
individuo como tal. Ya que algunos organismos tienen multiples copias del genoma mitocondrial, lo
que inflaria el conteo de sus lecturas en comparacién con individuos con copias Unicas.
Posteriormente se aplic6 una prueba de similitud Jaccard a cada matriz, con el resultado de la
semejanza se aplicé un disefio PERMANOVA de 3 factores, temporada (secas y lluvias), sistema de
lagunas (CH-P y CA) y region (distancia a la boca: cerca, medio y lejos). Estos andlisis se realizaron
con 999 permutaciones y una p <0.05. La regién estaba anidada en el sistema de lagunas. Se realizé
un analisis SIMPER para obtener los grupos responsables de las diferencias entre los factores que

mostraron diferencias significativas en el PERMANOVA.

6. Resultados

6.1. Condiciones ambientales de los sistemas lagunares durante los muestreos

Se observé una alta variabilidad en los parametros ambientales a lo largo de la temporada y dentro de
cada laguna tanto en CH como en C (Figura 12 y Figura 13). En C, la profundidad varié entre las
tres regiones de la laguna (ANOVA, df = 4, F = 5.18, p = 0.00149), la temperatura varié entre
estaciones (ANOVA, df = 1, F =53.847, p = 2.23e-09) y entre regiones de la laguna (ANOVA, df =
4, F = 5.455, p = 0.00106). La salinidad mostré una disminucion en los valores en las tres regiones
del sistema lagunar desde la época seca hasta la lluviosa (ANOVA, df = 1, F= 508.082, p = 2e-16),
asi como diferencias entre las regiones lagunares en cada época (ANOVA, gl =4, F = 6,747, p =
0,000216). El pH vari6 significativamente entre temporadas (ANOVA, df = 1, F= 72.86, p = 3.46e-
11) y entre regiones (ANOVA, df =4, F =5.35, p =0.00121), y OD varié entre temporadas (ANOVA,
df = 1, F=4.216, p = 0,0455) y entre regiones (ANOVA, df =4, F = 13.500, p = 1,91e-07).
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Figura 12. Diagramas de caja y bigotes para las cinco variables ambientales analizadas en tres
regiones (N: cerca, M: media, F: lejos) del sistema lagunar Corralero-Alotengo durante dos

temporadas a lo largo de un afio (D: secas, R: lluvias).

En CH, la profundidad fue similar entre temporadas y regiones de la laguna, la temperatura
fue diferente entre regiones de diferentes estaciones (ANOVA, df =1, F = 77.88, p = 1.95e-12), y
entre regiones de una misma temporada (ANOVA, gl =4, F = 14,28, p = 3,03e-08). La salinidad vario
entre regiones dentro de la misma temporada (ANOVA, df = 4, F= 58.701, p= 2e-16). El pH vari6
entre regiones en diferentes temporadas (ANOVA, df = 1, F = 18.311, p = 6.85e-05) y entre regiones
en la misma temporada (ANOVA, df = 4, F = 5.964, p = 0.000415). OD vari6 entre temporadas
(ANOVA, df =1, F =43,946, p = 1,07e-08) y entre regiones dentro de la misma temporada (ANOVA,
df =4, F = 6,147, p = 0,000326).
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Tabla 8. Resumen de pardmetros ambientales por sistema lagunar, temporada y region. Promedio,
desviacion estandard (DS), valores minimos (min) y méximos (max) por temporada y region (N:

cerca, M: medio, F: lejos).

Sis. Lagunar/temporada | Corralero Secas Corralero Lluvias Chacahua Secas Chacahua Lluvias
Region N M |F N M F N M |F N M |F

Promedio | 2.86| 2.17| 1.16| 2.88| 2.44| 1.26| 3.19| 1.66| 2.29| 3.25| 2.24| 259

Profundidad | DS 146| 1.18| 0.78| 1.44| 1.24| 0.35| 3.45| 0.82| 0.78| 3.66| 0.90| 0.77
(m) Min 1.2| 0.70| 0.30] 040| 0.95| 0.75| 1.10| 0.45| 0.70| 1.35| 1.20| 1.00
Max 5.30| 3.50| 3.00| 5.60| 4.00| 1.75/12.00| 3.10| 3.85/12.80| 3.98| 4.10

Promedio | 31.56 | 31.47 | 30.61 | 33.74 | 32.92 | 32.17|25.97 [ 29.16 | 30.31 |31.97 [32.06 | 31.58
Temperatura | DS 1.57| 0.21| 0.83]| 0.64| 059| 0.21| 3.29| 1.00| 057| 057| 0.76| 0.77
°C Min 28.56 | 31.16 | 29.15 | 32.48 | 32.20 | 31.81| 21.67 | 27.50 | 29.34|31.08 | 30.84| 30.35
Max 32.85|31.65 | 31.64 | 34.65 | 33.77 | 32.43|29.66 | 30.39 | 31.47|32.79|32.98| 32.63

Promedio | 40.48 | 42.42 | 44.94 | 29.41 | 29.20 | 26.92 | 36.54 | 27.23 | 16.11 | 35.91|26.76 | 18.54

Salinidad | DS 2.23| 1.44| 1.72| 350| 1.78| 0.85| 0.29| 9.27| 057| 0.84| 6.65| 0.67
UPS | Min 36.35 | 40.84 | 42.30 | 23.27 | 27.54 | 25.60|36.16 | 17.16 | 15.23|34.34[19.59 | 17.11
Max 42.88|43.99 | 47.65 | 33.65| 31.20 | 28.05|37.11|36.36 | 17.53|36.65|34.10 | 20.01

Promedio | 8.29| 8.36| 8.23| 8.03| 7.76| 7.70| 8.21| 7.99| 857| 7.92| 7.77| 8.0

oH DS 0.27| 0.13| 0.08| 0.15| 0.26| 0.11| 0.15| 0.41| 0.40| 0.38] 0.41| 0.18
Min 8.03| 8.19| 8.13| 7.64| 7.33| 7.54| 7.99| 7.35| 8.17| 7.28| 7.26| 7.61

Max 8.91| 852| 8.33| 8.27| 8.03| 7.85| 8.48| 8.48| 9.85| 855| 8.27| 8.31

Promedio | 5.98| 5.12| 3.94| 546| 4.41| 3.71| 539| 5.23| 7.91| 457| 4.06| 2.90

0D (mg/l) DS 0.56| 0.93| 0.70| 0.68| 0.95| 1.22| 045| 2.51| 1.91| 0.64| 2.31| 1.46
Min 49| 355| 291| 34| 27| 1.95| 48| 094| 6.06| 3.3| 0.74 0

Max 7.06| 5.98| 4.95| 6.03| 534| 543| 6.05| 853| 14.38| 5.26| 7.67| 5.02

6.2. Secuenciacion

Se analizaron un total de 120 muestras para cada gen marcador. Para el 18S-V4, la cantidad inicial
de secuencias fue de 2.248.247 y después del control de calidad, la cantidad final fue de 1.576.493.
Para COl, se obtuvieron 1.758.686 lecturas sin procesar y después del filtrado, el nimero final fue de
319.417 lecturas. Después de la agrupacion de MOTUs para 18S-V4, se detectaron un total de 3.410
MOTUs y 1.182 MOTUs para COI.

6.3. Composicion y riqueza taxonoémica en los dos sistemas lagunares

Los artropodos (31.1 +/- 17.6 % MOTU) dominaron en los sistemas de lagunas y en las temporadas,
compuestos principalmente por Hexapoda (17.3 % MOTU +/-6,8), seguidos por Chordata (14.0 %
MOTU +/-7.8), Annelida (12.4 +/ - 7.9 % MOTU), Mollusca (10.6 +/- 4.8 % MOTU) principalmente
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Bivalvia (5.3 +/- 4.5 % MOTU) y Cnidaria (9.3 +/- 5.2 % MOTU) (Figura 14, Anexo 2). Dentro de
las bibliotecas de eucariotas, los taxones mas dominantes fueron Ochrophyta (19.4 +/- 7.3 % MOTU),
principalmente diatomeas (17.4 +/- 7.4 % MOTU), Ciliophora (13.4 +/- 5.18 % MOTU), Cercozoa
(10.4 +/- 3.5 % MOTUSs), Opisthokonta (9.6 +/-3.16 % MOTUSs), Archaeplastida (7.3 +/- 3.05 %
MOTUs) y Dinoflagellata (6.6 +/- 2.6 % MOTUSs) en cada zona (Figura 15).

A. B.

Cercana Media Lejana Cercana Media Lejana
= - 2
. i .
© ]
o
£ £
3
B < &
o J
~
© | =
= | 2 i \
[ 4 -~
¢ £ i
e [ |y |- ® g =
i ] © o
g o
c
© - & 3 . .
=4 =]
2 o
< <
o
2
o o
= =
= =
< =
5 8 <
& o o
"
- o J
&
o
= - i } & | [ ——.] < - S - ol |
T T T T T T T T T © T T T
1C 2C 3C 4C 5C 6C 7c 8C 9C 1CH 2CH 3CH  4CHSCHGCH 7CH 8CH 9CH10CHI1CH
Zona Zona
B Anneiida Cnidoria Gastrochida [l Nematoda 1] Poritera
Filo Arachnida Collembola Insecta Nemertea Pycnogonldu
Chaotognatha Crustacea Klnomyncna Plncozou Roh(ora
Chordata Echinodermata I h

Figura 14. Abundancia relativa de MOTUSs de filos de metazoos en las bibliotecas de secuencias de
amplicones del gen COI generadas a partir de sedimentos recolectados de los sistemas lagunares
Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria a lo largo de estaciones, regiones y zonas lagunares. A.) C:
Corralero-Alotengo en temporada de secas y lluvias. Regiones en los sistemas lagunares (distancia a
la desembocadura del sistema lagunar), Cercana (Zonas: 1, 2, 3, 4), Media (Zonas: 5, 6) y Lejana

(Zonas: 7, 8, 9). B.) CH: Chacahua-Pastoria en temporada de secas y lluvias. Regiones en los sistemas
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lagunares (distancia a la desembocadura del sistema lagunar), Cercana (Zonas: 1, 2, 3), Media (Zonas:
4,5, 6)y Lejana (Zonas: 7, 8, 9, 10, 11).
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Figura 15. Abundancia relativa de MOTUs de filos de micro-eucariotas en las bibliotecas de
secuencias de amplicones del gen COI generadas a partir de sedimentos recolectados de los sistemas
lagunares Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria a lo largo de estaciones, zonas y regiones
lagunares. A.) C: Corralero-Alotengo en temporada de secas y lluvias. Regiones en los sistemas
lagunares (distancia a la desembocadura del sistema lagunar), Cercana (Zonas: 1, 2, 3, 4), Media
(Zonas: 5, 6) y Lejana (Zonas: 7, 8, 9). B.) CH: Chacahua-Pastoria en temporada de secas y lluvias.
Regiones en los sistemas lagunares (distancia a la desembocadura del sistema lagunar), Cercana
(Zonas: 1, 2, 3), Media (Zonas: 4, 5, 6) y Lejana (Zonas: 7, 8, 9, 10, 11).

Varios MOTUSs presentaron coincidencias cercanas con taxones que no se habian informado

previamente para estos sistemas, algunos crustaceos y Dinoflagellata importantes en las floraciones
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de microalgas y potencialmente toxicas. Con un porcentaje de identidad de secuencia del 100 % se
identificaron Amphibalanus eburneus, Alexandrium leei, Amphidinium klebsii y Gyrodinium
jinhaense. Se encontraron otras coincidencias mas cercanas, con porcentajes de identidad de
secuencia de 98.5-100 %, que coinciden con Macrothrix sp., Calanus propinquus, Lingulodinium
polyedrum,  Prorocentrum  triestinum, Pellucidodinium  psammophilum,  Nusuttodinium
amphidinioides, Alexandrium ostenfeldii, Alexandrium pohangense y Gonyaulax spinifera (Anexo

3). Es importante notar la presencia de Mytella strigata especie de interés comercial en la regién.

Se detectaron un total de 497 MOTU de metazoos en CH en comparacion con 392 en C. En
este Gltimo, hubo una tendencia de mayor riqueza hacia la region cercana a la boca de la laguna
durante ambas temporadas, mientras que en CH fue en la regidn alejada de la boca. En ambos casos,
la riqueza dentro de cada region fue muy variable; por lo tanto, estas diferencias no fueron
significativas. La riqueza de MOTUs fue mayor en época de lluvias para C, pero las diferencias entre
épocas no fueron significativas, mientras que en CH se encontraron diferencias significativas, en
época de lluvias entre las regiones (ANOVA, F2,6= 7.926, p = 0.0207), mas exactamente entre las
regiones N-F (Tukey HDS, p=0.0205), (Figura 18) y la mayor riqueza se encontr6é en la época
lluviosa. La riqueza de MOTUs mostrd correlaciones moderadas con factores ambientales como la
salinidad (Pearson, r = -0.69, p = 0.016) y el pH (Pearson, r = 0.46, p = 0.0746), con la correlacién
maés alta en CH (Figura 16); mientras tanto, C mostrd una alta correlacion con la temperatura
(Pearson, r = 0.45, p=0.1087) y la salinidad (Pearson, r = -0.36, p= 0.0488).
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Figura 16. Correlacién de Pearson para riqueza (S) de MOTUs de metazoos y las cinco variables

ambientales medidas en A.) C: Corralero-Alotengo y B.) CH: Chacahua-Pastoria.

73



Para los microeucariotas, la riqueza de MOTUs (S) fue mayor en ambos sistemas de lagunas
durante la época de lluvias; siendo mayor en CH (1818) que en C (1470). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre las regiones de ambas lagunas en ambas temporadas. Por
otro lado, la correlacion de S con los pardmetros ambientales fue baja, en CH el parametro con mayor
correlacion fue la salinidad (Pearson, r = 0.51, p= 0.1326), seguido de la temperatura (Pearson, r = -
0.41, p=0.1907) y en C las mayores correlaciones fueron con el OD (Pearson, r = -0.13, p= 0.0393)
y el pH (Pearson, r = 0.11, p= 0.8030) (Figura 17).
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Figura 17. Correlacién de Pearson para riqueza (S) de MOTUs de microeucariotas y las cinco

variables ambientales medidas en A.) C: Corralero-Alotengo y B.) CH: Chacahua-Pastoria.
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Figura 18. Diagramas de caja para comparaciones de diversidad alfa (S) de comunidades de metazoos
y microeucariotas entre los dos sistemas lagunares estudiados: Metazoos A) CH, B) C;
microeucariotas C) CH, D) C. # indica diferencias significativas entre los pares de regiones analizadas
(ANOVA, F2,6 =7.926, p = 0.0207), (Tukey HDS, p = 0.0205). En el eje x (Region-Temporada) la
primera letra indica la regién N: cercana, M: media y F: lejos y la segunda letra indica la temporada

D: Secas y R: Lluvias. En el eje Y se representa la riqueza de MOTUs.

6.4. Composicion y estructura de metazoos marino-costeros y la comunidad eucariota en ambos
sistemas lagunares

La composicion de la comunidad de metazoos y microeucariotas basada en la presencia y ausencia

de taxones no mostrd diferencias entre ambos sistemas lagunares o en cada sistema lagunar entre

temporadas (PERMANOVA p>0.05). Después de las comparaciones pareadas, no se encontraron

diferencias significativas entre las regiones de C, pero si en CH para los metazoos; para este Gltimo,
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N-M (PERMANOVA df= 6, t = 1.2598, p = 0.047), N-F (PERMANOVA df=7,t = 1.9294, p =
0.006) y M-F (PERMANOVA df=7, t = 1.5704, p = 0.006). Las comunidades de metazoos N, M, F
no son diferentes entre cada temporada en cada laguna; ni entre lagunas. Para los microeucariotas en
C, las regiones diferentes fueron N-F (PERMANOVA df=7,t=1,239, p = 0,032); en CH las regiones
con diferencias fueron N-F (PERMANOVA df= 11, t = 1.8322 p = 0.002) y M-F (PERMANOVA
df=12,t=1.4211 p = 0.005). En la época seca en CH hubo diferencias entre L-F (PERMANOVA df
=6, t = 1.299, p = 0.034), mientras que en la época lluviosa entre N-F (PERMANOVA df =6, t =
1.427, p = 0.019) y M-F (PERMANOVA df = 6, t = 1,2311, p = 0,034). La composicién de la
comunidad microeucariota en CH fue similar en la region lejana F independientemente de la
temporada, mientras que la composicion de la comunidad microeucariota fue significativamente
diferente en las regiones M y N entre temporadas (Figura 19). Comparando una misma region en una
laguna diferente, solo se encontraron diferencias en la época de lluvias entre la region F
(PERMANOVA df = 6, t = 1.5022, p = 0.041).
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Figura 19. NMDS para comunidades de metazoos y microeucariotas identificadas en los sistemas
lagunares Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria en ambas temporadas. Metazoos: A.) C, B) CH.
Microeucariotas: C.) C, D) CH. Todas las representaciones tienen un valor de estrés, para cada una
se aplico una transformacion presencia/ausencia y una prueba de similitud de Jaccard. Los grupos se

definieron mediante el analisis SIMPROF.
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Generalmente, los mismos filos marcaron las diferencias entre las estaciones y los sistemas
lagunares (moluscos, artrépodos, nematodos, cnidarios y cordados). Los artropodos y cordados
fueron los principales grupos que contribuyeron a la diferenciacion entre regiones en ambos sistemas
lagunares en ambas temporadas, seguidos por Nematoda y Cnidaria en C y por Mollusca, Cnidaria 'y
Annelida en CH, segun el andlisis SIMPER de riqueza de abundancia relativa de MOTUs. En cuanto
a los microeucariotas, el analisis SIMPER mostr6 que las diatomeas Stramenopile fueron las que méas
contribuyeron a la diferenciacién entre regiones, seguidas de Alveolata (Apicomplexa, Ciliophora,
Dinoflagellata y Protalveolata) y Rhizaria (principalmente, Cercozoa y en menor medida Rotaria) en
C durante ambas temporadas, mientras que en CH el mayor aporte lo dieron los organismos
pertenecientes al grupo SAR (Stramenopiles-Alveolata-Rhizaria), siendo Alveolata el que presentd

los valores mas altos, seguido de Stramenopiles y Rhizaria.

6.5. Variables ambientales y su efecto sobre la distribucion bidtica en ambos sistemas de lagunas

Los metazoos mostraron una fuerte correlacion con la salinidad (c=0,95), la temperatura (c=-0,94) y
el pH (c=-0,83) en CH; aca las variables que influyen en la estructura de la comunidad son la
profundidad-temperatura-salinidad-pH (Sperman= 0.477) y de estas en mayor medida la salinidad
(Sperman= 0.407). Mientras que C mostrd un gradiente en la distribuciéon de la comunidad en el
sedimento influenciado por el pH (c =-0,86) y la profundidad (c=-0,72) en ambas estaciones (Figura
20y Figura 21). Acé las variables que influyen en la estructura de la comunidad son la profundidad-

temperatura-pH (Sperman= 0.201) y de estas en mayor medida la temperatura (Sperman= 0.147).

La composicién de la comunidad microeucaridtica mostré una mayor correlacion con la temperatura

(c = -0.97), la salinidad (c = 0.96) y el pH (c = -0.86) en CH; donde variables que influyen en la
estructura de la comunidad son la temperatura-pH (Sperman= 0.785), y en mayor medida la
temperatura (Sperman= 0.773). C, mostré una mayor correlacion de la distribucion de organismos
en las tres regiones con el pH (c = -0.92) en ambas épocas del afio. No obstante, las variables que
influyeron en la estructura de la comunidad fueron la salinidad-OD (Sperman= 0.378), y de estas la
salinidad en mayor medida (Sperman= 0.370). Sin embargo, la diferencia entre temporadas estuvo
dada por la salinidad (c = -0.97) y la temperatura (c = 0.96), por lo que las areas de la época seca
presentaron valores de salinidad mas altos que las areas de la época lluviosa (Figura 22 y Figura
23).
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Figura 20. CCA para comunidades de metazoos identificadas en el sistemas lagunar Chacahua-
Pastoria y sus caracteristicas ambientales (profundidad, salinidad, temperatura, pH, OD) durante cada
temporada. Chacahua-Pastoria; CHD: Chacahua-Pastoria temporada seca, CHR: Chacahua-Pastoria

temporada lluviosa.
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Figura 21. CCA para comunidades de metazoos identificadas en el sistema lagunar Corralero-
Alotengo y sus caracteristicas ambientales (profundidad, salinidad, temperatura, pH, OD) durante
cada temporada. Corralero-Alotengo; CD: Corralero-Alotengo temporada seca, CR: Corralero-

Alotengo temporada de lluvias.
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Figura 22. CCA para comunidades de microeucariotas identificadas en el sistemas lagunar

Chacahua-Pastoria y sus caracteristicas ambientales (profundidad, salinidad, temperatura, pH, OD)
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Figura 23. CCA para comunidades de microeucariotas identificadas en el sistema lagunar Corralero-

Alotengo y sus caracteristicas ambientales (profundidad, salinidad, temperatura, pH, OD) durante

cada temporada. Corralero-Alotengo; CD: Corralero-Alotengo temporada seca, CR: Corralero-

Alotengo temporada de lluvias.
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7. Discusion de resultados

El cddigo de barras metagendmico ha revolucionado la deteccion de la biodiversidad en comunidades
bénticas (Forster et al. 2016, Aylagas et al. 2018, Cronin-O’Reilly et al. 2018, Broman et al. 2019),
y este estudio no es la excepcidn con una gran riqueza de metazoos y microeucariotas que se detectan
por primera vez en estos dos sistemas de lagunas y en la region en general. La composicion
taxondmica obtenida aqui fue similar a la de otros estudios de metabarcodificacion en ambientes
bentdnicos, donde las MOTUs mas abundantes corresponden a artropodos, moluscos, anélidos,
ochrophyta, cercozoa y ciliophora (Lallias et al. 2015, Brannock et al. 2016b, Guardiola et al. 2016,
Kim etal. 2017, Broman etal. 2019, Polinski etal. 2019). En estos sistemas de estudio, la
recuperaciéon de eDNA de los sedimentos reveld la presencia de grupos que suelen ser dificiles de
identificar a simple vista, como la meiofauna, en particular los nematodos, y los microeucariotas
(Barnes y Turner 2016, Holman et al. 2019). Se recuper6 una riqueza mucho mayor de todos los filos
en comparacion con estudios previos realizados con taxonomia tradicional en estos sistemas de
lagunas, que se enfocan en grupos especificos (Sdnchez-Meraz y Martinez-Vega 2000, Angel-Pérez
et al. 2007, Zamorano et al. 2010, Bastida-Zavala et al. 2013). Ademas, en comparacion con muchos
estudios moleculares, es probable que el enfoque utilizado del sedimento homogeneizado, combinado
con la extraccién de 10 g, haya capturado toda la diversidad eucaridtica dentro de los sedimentos
(Nascimento et al. 2018).

También, se detectaron especies que no habian sido reportadas previamente para el area, entre
ellas se encuentran algunas especies no autoctonas y otras bioindicadoras de la salud del ecosistema.
Se encontr6 el percebe Amphibalanus eburneus, una especie de artrépodo invasor nativo del Atlantico
americano; aunque en el Pacifico mexicano ya se habia reportado en el golfo de California, y mas al
sur (Galil et al. 2011, Rodriguez-Almaraz y Garcia-Madrigal 2014), es la laguna de Corralero (este
estudio) el registro mas austral hasta el momento. Dentro de los copépodos, el género Calanus en CH
se reporta por primera vez en el area; Cletocamptus deitersi habia sido previamente reportada en
sistemas lagunares costeros y en estuarios en la parte costera del norte del océano Pacifico mexicano
en Sinaloa (Gomez et al. 2010); en el presente estudio se encontrdé Unicamente en la laguna de
Corralero. El género Macrothrix (Branchiopoda), es un género cosmopolita compuesto en su mayoria
por especimenes de agua dulce y algunos otros que han incursionado en ambientes marinos, en
plancton y bentos (asociados a lodo y escombros); también se ha encontrado en lagunas costeras y
aguas abiertas, a menudo en la vegetacion (Ciros Pérez et al. 1996, Fuentes-Reines et al. 2012,
Thakur et al. 2013).
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Aungue los microeucariotas no han sido estudiados a fondo en el area, existen registros de
algunos dinoflagelados de los géneros Alexandrium, Gymnodinium y Amphidinium en el Pacifico
mexicano, se sabe que estos causan intoxicacion humana por la ingestion de mariscos, asi como la
mortalidad de peces y mamiferos marinos (Band-Schmidt et al. 2011, Maciel-Baltazar 2015); y en
este estudio se han identificado por primera vez en estos sistemas lagunares, donde la pesca artesanal
es el principal sustento de las comunidades indigenas. Algunos de los dinoflagelados encontrados
aqui, en sedimentos arenosos marinos, intermareales o estuarinos, representan un riesgo para las
actividades acuicolas (cria de camar6n y engorde de peces en cautiverio), la megafauna marina y la
salud humana (Murray et al. 2015, Géarate-Lizarraga et al. 2019), como es el caso de Alexandrium
leei, A. ostenfeldii, A. pohangense, Amphidinium klebsii, Prorocentrum triestinum gque se encontraron
en este estudio, en su mayoria presentes en C, y previamente identificados en el norte del Pacifico
mexicano (Okolodkov y Gérete-lzarraga 2006, Band-Schmidt et al. 2011). También se encontraron,
Lingulodinium polyedrum, una especie cosmopolita bioluminiscente que habita aguas salobres en
areas costeras subtropicales (Maciel-Baltazar 2015), L. polyedrum especie con gran demanda de
nutrientes (Cyril y Guy 2009) y otros dinoflagelados, como Gonyaulax spinifera, que pueden causar
muerte a la fauna marina por medio del consumo de oxigeno en el ambiente (Cyril y Guy 2009); estos
también fueron encontrados por primera vez en C y CH, aunque su presencia ya habia sido
documentada en otras regiones del Pacifico mexicano (Okolodkov y Gérete-lzarraga 2006, VVarona-
Cordero y Gutiérrez 2006, Maciel-Baltazar 2015). También, se encontraron otros dinoflagelados no
toxicos y herbivoros como, Gyrodinium jinhaense, Pellucidodinium psammophilum y Nusuttodinium
amphidinioides (Onuma et al. 2015, Hyeon y Jin 2019). Los florecimientos de algas en estas lagunas
pueden estar asociados a la resuspension de quistes del sedimento a la columna de agua debido al
dragado, contaminacion antrépica, eutrofizacion e hipoxia que llega a estos cuerpos de agua (Elliott
y Whitfield 2011).

La distribucién de la diversidad bioldgica en estas lagunas tiene una fuerte relacion con los
parametros ambientales, ambas lagunas muestran una transicion de agua dulce a agua de mar a medida
que se acerca a la desembocadura del sistema. Esta transicion no solo se observa en los parametros
fisicoquimicos, siendo més evidente con la salinidad, sino también con la comunidad bioldgica que
habita el sistema. La salinidad en estos cuerpos de agua es la caracteristica ambiental que mayor
efecto tiene sobre la biota (Sreenivasulu et al. 2015), sin embargo, se debe tener en cuenta que estas
variables ambientales no necesariamente actlan de manera independiente sobre los organismos
(Landa-Jaime 2003, Smyth y Elliott 2016). Se observaron claras diferencias en la riqueza de taxones
entre las lagunas, siendo CH mas rico en MOTUs de metazoos y microeucariotas que C. Los

resultados muestran que, aunque los dos sistemas de lagunas son similares en términos de
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composicion de metazoos y microeucariotas, son diferentes en estructura, lo que resulta en una
regionalizacion de la diversidad para CH. Esta regionalizacion es més clara en la estacion seca y la
salinidad parece ser el factor determinante en la composicion de la comunidad. Los taxones
dominantes que impulsaron esta diferencia entre regiones fueron los artropodos (148 MOTUSs), los
cnidarios (33 MOTUEs), los moluscos (32 MOTUs) y los anélidos (30 MOTUSs). En otras lagunas
costeras mexicanas, la diversidad de metazoos marinos (vertebrados e invertebrados) suele ser
ligeramente mayor en grupos como moluscos, crustaceos y poliquetos (Contreras et al. 1998). Sin
embargo, la menor diversidad presentada en C puede explicarse por las variadas condiciones
ambientales debido a la poca profundidad y por la comunicacion restringida con el mar, como se ha
observado en las lagunas mediterraneas (Reizopoulou y Nicolaidou 2004). Claramente, para C la
diversidad en la regién cercana a la boca de la laguna fue mayor en las dos temporadas para los
metazoos y microeucariotas. En CH se observa un claro predominio de especies marinas en
microeucariotas, mientras que en metazoos predominan especies salobres. Los valores de los indices
de diversidad tienden a disminuir a medida que aumenta el grado de confinamiento dentro de las
lagunas; los valores mas altos se registran adyacentes a los canales de comunicacién con el medio
marino (Reizopoulou y Nicolaidou 2004). Es bien sabido que la salinidad tiene un impacto en la
riqueza de crustaceos (Rivera-Velazquez et al. 2008, Obolewski et al. 2018), moluscos (Gainey y
Greenberg 1977, Landa-Jaime 2003, Baqueiro-Cardenas et al. 2007) y cnidarios (Purcell et al. 2007),
asi como en la comunidad de microeucariotas, como Ochrophyta (diatomeas) (Nemcova et al. 2016).
Existe una fuerte correlacion entre la salinidad y la comunidad de protistas en estos ecosistemas,

generando un gradiente en la diversidad (Sun et al. 2017, Li et al. 2018, Kataoka y Kondo 2019).

Si bien la composicion de taxones en los dos sistemas es muy similar, se encuentran
diferencias en el nimero total de MOTUs de metazoos y microeucariotas en los dos sistemas
lagunares, que podria haber sido debido al esfuerzo de muestreo. Siendo el sistema protegido (CH)
mas diverso, con claras diferencias en la composicion entre regiones debido a sus diferencias
ambientales. Claramente, la region media de CH representa la transicion, tanto fisicoquimica como
bioldgica, entre los ambientes marino y salobre. En C ocurre lo contrario, donde las caracteristicas
ambientales son mas homogéneas entre regiones en cada momento a lo largo del sistema lagunar.
Esto puede deberse a la comunicacion mas restringida, y en consecuencia intercambio de agua con el
mar que presenta C. Por lo tanto, cuando la boca de la laguna esta cerrada, tiene una mayor influencia
de agua dulce, lo que cambia drasticamente la configuracion ambiental del sistema y
consecuentemente la distribucién de la comunidad bioldgica. Otro factor que puede afectar
directamente la diversidad en C es el dragado realizado con alta periodicidad y la deposicién de

sedimentos en diferentes partes del sistema. El dragado mueve organismos de una regién a otra,
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provocando la pérdida de diversidad que suele proporcionar un entorno heterogéneo. Este efecto es
mas evidente en la comunidad de metazoos, que incluye grupos de importancia comercial y
alimentaria, evidenciando los beneficios del estado parcial de conservacion del sistema CH y la

importancia de los sitios Ramsar.

Aunque la comparacién entre estudios previos y el presente fue una de las principales preguntas
de investigacién para dar perspectiva a la eficiencia de la técnica de metacodificacion de barras, esto
ha resultado ser muy dificil debido a diversas razones. Estudios previos de biodiversidad en Chacahua
se han enfocado principalmente en ciertas especies de invertebrados (poliquetos y moluscos), por lo
gue la comparacion se limitaria solo a estos taxones (Zamorano et al. 2010, Chavez-Lépez y Cruz-
Gomez 2019). En segundo lugar, al hacer esta comparacion de especies, encontramos solo unas pocas
coincidencias de especies conspicuas como Mytella strigata (molusco de importancia comercial).
Esto podria deberse principalmente a que, si bien a través de los afios se han realizado varios esfuerzos
para caracterizar la biodiversidad de estos grupos en el area, estos esfuerzos no han ido acompafiados
de la caracterizacion genética de los ejemplares, por lo que no se cuenta con una biblioteca de
referencia de especies, razén por la cual, algunos de los aciertos de BLAST no podrian encontrar la
especie exacta y daran el registro mas cercano que tienen. Otra razon es que algunas de las especies
han cambiado de nombre, por ejemplo, Tryonia robusta ahora es Ipnobius robustus y Neritina
granosa ahora es Neritona granosa, estos cambios en la situacién taxonémica son dificiles de
identificar si no eres un especialista en el grupo. En cuanto a los poliquetos, ya se han registrado
varios géneros en el Pacifico sur de México como Branchiomma, Neanthes y Polydora, pero incluyen
numerosas especies que muy probablemente no han sido secuenciadas. Existen otros grupos de
anélidos de la meiofauna que no han sido estudiados en absoluto en el Pacifico sur de México
(Doliodrilus, Thalassodrilides, Pontoscolex, Protodrilus), siendo los presentes resultados sus

primeros registros.

En conclusidn, el metabarcode de eDNA de sedimentos ha demostrado la importante contribucion
a la lista de verificacion de especies y grupos relevantes en lagunas costeras tropicales, y amplia la
informacién contenida en las bases de datos para un area muy biodiversa. También, arroja luz sobre
la dindmica espacio-temporal de este tipo de ecosistemas y revela la presencia de algunos grupos de
metazoos y microeucariotas que no habian sido registrados en las lagunas costeras de México, como
oligoquetos, rotiferos, nematodos, branquipodos, turbelarios, cestodos y briozoos. Aca fue posible
observar la regionalizacién de la diversidad en ambas lagunas en funcién de la distancia a la
desembocadura (entrada de agua marina y cambios de salinidad). Si bien, se observan diferencias

espaciales en los dos sistemas lagunares en dos temporadas diferentes, existe una clara
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regionalizacion de la diversidad (en términos de grupos dominantes), lamentablemente al tener solo
un grupo de muestras por temporada en cada sistema lagunar, estas diferencias no se pueden atribuir
a patrones estacionales, se requeriria un muestreo periddico en varios afios al mismo tiempo para

confirmar esto. Aun asi, se puede apreciar un componente temporal en ambos sistemas lagunares.

Sin embargo, las especies registradas en esta investigacién y la reproducibilidad de esta técnica
en futuros muestreos permitiran incrementar el conocimiento y seguimiento de la dinamica de la
diversidad de estos ecosistemas, ya que algunos son de importancia pesquera, comercial y de
bioprospeccion. También, es crucial monitorear la presencia de grupos no detectados previamente
gue podrian estar relacionados con el impacto antropogénico, como parasitos, especies invasoras y
floraciones de algas toxicas. Por todas estas razones, el metabarcode resulta ser un medio bastante
eficiente para monitorear la biodiversidad, brindando informacion rapida sobre la distribucion y
abundancia de especies en un mundo cambiante donde la tasa de pérdida y extincion parece ser
superada por el conocimiento que tenemos de ella, especialmente en comunidades donde se
encuentran organismos de tamario pequefio (Thomsen etal. 2012, Thomsen y Willerslev 2015,
Guardiola et al. 2016). No obstante, el metabarcode de eDNA debe ir de la mano con la taxonomia
tradicional para mejorar el desarrollo de bibliotecas de referencia de codigos de barras mas precisas
gue permitan un biomonitoreo y un inventario de especies mas eficientes, especialmente en areas de

gran diversidad con potencial para encontrar nuevas especies (Miller et al. 2016).
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Capitulo 3
Aproximacion espacial y temporal de la diversidad de microorganismos (procariotas y

hongos) en el sedimento de los sistemas lagunares costeros Chacahua-Pastoria y Corralero-

Alotengo a partir de DNA ambiental y su relacion con algunos pesticidas

1. Introduccién

Las lagunas costeras, al ser ambientes con grandes fluctuaciones fisicas y quimicas favorecen la
diversidad de comunidades microbianas, albergan microorganismos de agua dulce y marinos, grupos
que pueden llegar al sedimento durante altas escorrentias, el cambio de mareas o que son propios de
estos ambientes (Piccini et al. 2006, Haider et al. 2016). Estas caracteristicas ambientales exigen una
gran versatilidad fisioldgica que permita la supervivencia de los microorganismos en estos entornos
de transicion de agua dulce y agua de mar (Sawstrém et al. 2016). Las comunidades microbianas
bénticas que viven en ecosistemas costeros promueven la descomposicion de la materia organica, la
regeneracién de nutrientes e influyen en las concentraciones de oxigeno disuelto en la columna de
agua (Ortega-Arbulu et al. 2019). Los sedimentos albergan una amplia variedad de organismos
bénticos, pero los microorganismos procariéticos son particularmente clave para llevar a cabo
procesos biogeoquimicos esenciales en el ciclo natural de nutrientes, asi como en el destino y
comportamiento de los compuestos contaminantes (Obi etal. 2016). Varios parametros
fisicoquimicos influyen significativamente en la diversidad bacteriana de estos sistemas costeros,

como la temperatura, la salinidad y los nutrientes disueltos (Haider et al. 2016).

Los procariotas bentonicos en las lagunas costeras son componentes clave del proceso de
remineralizacion, permiten el reciclaje de los nutrientes necesarios para sostener la produccion
primaria garantizando un sistema amortiguador contra la acumulacion de sulfuro en condiciones
distrdficas y representa una importante fuente trofica para los comederos bentonicos. Un factor
importante que controla la eficiencia en la transferencia de detritos hacia niveles troficos mas altos
esta representado por la actividad procariota (Danovaro y Pusceddu 2007). Por su parte, los hongos
en los sedimentos (micobentos), desempefian un papel relevante en la degradacion y remineralizacion
de la materia organica que se encuentra en la interfaz tierra-mar. En zonas costeras se asocian y
degradan material vegetal, la produccion de biomasa fungica resulta en fuente de alimento para
organismos de mayor tamafio como moluscos y en ambientes bioturbados, suelen hacer parte de la

comunidad microbiana inicial que los coloniza (Ortega-Arbul( et al. 2019).

Debido a la naturaleza de estos sistemas costeros, al presentar fuentes de agua dulce, se ven

afectados por todo aquello que, en el recorrido de los rios o arroyos que los alimenta se les incorpore,
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como por ejemplo micro y macroorganismos, nutrientes, contaminantes, etc. En las zonas aledafas a
distintas lagunas costeras en México y en general, se destaca la presencia de zonas de cultivo las
cuales depositan sus desechos, pesticidas, por ejemplo, en las fuentes de agua que transitan cerca de
ellos y que finalmente se depositan en las zonas costeras, como por ejemplo en las lagunas. Los
pesticidas se pueden clasificar segiin sus mecanismos de accidn; los insecticidas organoclorados,
organofosforados y carbamatos actlian principalmente alterando la funcién del sistema nervioso. El
mecanismo de accidn de los pesticidas en especies microbianas puede no ser el mismo que para los
organismos objetivo, se ha demostrado que los pesticidas interfieren con la respiracion, la fotosintesis
y las reacciones biosintéticas, el crecimiento, la division y la composicion molecular de las células
(DeLorenzo et al. 2001).

2. Antecedentes

En las lagunas costeras mexicanas hasta el momento, se tienen estudios de la distribucion de
procariotas en el golfo de México. En la laguna la Mancha, en Veracruz, se estudiaron los cambios
espaciotemporales de la microbiota anaerobia en el sedimento, mas exactamente sobre las bacterias
sulfatorreductoras (BSR) y las arqueas metanogénicas (AM). Las BSR y AM intervienen de manera
conjunta en la mineralizacion de la materia organica en los sedimentos de la laguna, dominando la
sulfatorreduccion en la temporada de secas y la metanogénesis en la época de lluvias. Los cambios
en el aporte fluvial y la precipitacion en esta laguna afectaron significativamente la salinidad y el
contenido de sulfatos, siendo los principales factores que regularon la dindmica de estos procariotas

en los sedimentos lagunares (Torres-Alvarado 2016).

Por otro lado, en la laguna de Celestun se utiliz6 la secuenciacion de alto rendimiento del gen
16S rRNA, para caracterizar la estructura y composicion de la comunidad microbiana béntica de
bacterias y arqueas a lo largo de tres zonas diferenciadas en la laguna. Dentro de sus resultados, se
resalta la presencia de una amplia variedad de comunidades de bacterias y arqueas, en las cuales la
diversidad alfa no vari6 significativamente a lo largo de las zonas oligohalina, marina y la mezcla
para las bacterias, y solo la diversidad de arqueas fue significativamente mayor en la zona marina.
Alli se encontraron 35 filos bacterianos, los mas abundantes fueron Proteobacteria, Chloroflexi,
Bacteroidetes y Planctomycetes, seguidos por Spirochaetae Acidobacteria, Actinobacteria,
Cyanobacteria y Verrucomicrobia; para las arqueas se encontraron 12 filos, los dominantes fueron
Euryarchaeota, Thaumarchaeota, Woesearchaeota (DHVEG-6), Bathyarchaeota y Lokiarchaeota
(Cadena et al. 2019).
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En algunas lagunas costeras mexicanas, en el golfo de México y en el golfo de California, se ha
reportado la presencia de plaguicidas desde décadas atras, siendo los principales DDT, DDD, DDE,
y endosulfan sulfato en el caso de los organoclorados (OC), y en el caso de los organofosforados
(OP), clorpirifos, paration y malation (Leal-Acosta et al. 2022). También, se ha reportado y estudiado
el efecto de estos sobre algunos macroorganismos marino costeros e incluso en el plancton (Carvalho
et al. 2002, Gonzalez-Farias et al. 2002, Butler 2019, Leal-Acosta et al. 2022).

3. Hipotesis

La composicion y distribucion de procariotas y hongos dentro de los dos sistemas lagunares
estudiados, estara regulada por el comportamiento de los parametros ambientales de las lagunas
durante la temporada de secas y lluvias. Si es asi, se espera encontrar diferencias entre la riqueza y
composicion de ASVs de procariotas y hongos en las tres regiones de ambos sistemas lagunares:
mayor abundancia en la region cerca a la boca de la laguna durante época de secas y en época de
lluvias en la regién media y lejana de la boca de la laguna. Lo anterior debido a la influencia de agua

dulce, que se incrementa en época de lluvias en estos sistemas de lagunas.

Ademas, debido al incremento de la entrada de agua dulce a estos sistemas, la mayor correlacién de

la composicion y distribucion de hongos y bacterias estara dada con la salinidad.

4. Objetivos
4.1. Objetivo general
Caracterizar y comparar la diversidad de procariotas (bacterias y arqueas) y hongos en el
sedimento de los sistemas lagunares costeros Chacahua-Pastoria (CH-P) y Corralero-Alotengo
(C-A) y evaluar su relacion con los parametros ambientales (fisicoquimicos), en dos temporadas

del afio a través del uso de codigo de barras genético en muestras ambientales.

4.2. Objetivos particulares
1. Caracterizar y comparar la diversidad, composicion y estructura de la comunidad de procariotas
y hongos en el sedimento en los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo en

la zona costera del estado de Oaxaca.

2. Evaluar la relacion de la estructura del ensamblaje de procariotas y hongos de estos sistemas

lagunares con las variaciones de los parametros ambientales en dos temporadas diferentes.
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5. Materiales y métodos
5.1 Area de estudio: Ubicacion de las estaciones y tipo muestreo

Se tomaron muestras de sedimento con una draga Petite Ponar en dos temporadas de muestreo en
2018, el primer periodo de muestreo fue durante la sequia, marzo (20 al 22) y abril (10y 11) y el
segundo durante la temporada de lluvias, septiembre (17 al 20). El area de estudio cubrié dos sistemas
de lagunas costeras en el Pacifico sur mexicano, el primero es Chacahua-Pastoria (CH-P) (15° 57
'0.237''-16° 03' 05.96 " Ny 97° 31 '57.15 " - 97 ° 48 '01.01' 'O) que se encuentra dentro del Parque
Nacional Lagunas de Chacahua y el segundo es el sistema Corralero-Alotengo (CA) (16° 11'-15y
16°16'30" Ny 98°05'00''y 98°12'30 " O) (Figura 11). Cada laguna se dividio en diferentes zonas
de acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas (salinidad, temperatura, pH) y suelo (arena, barro),
estas se definieron en estudios previos. En total hubo 11 zonas para CH-P y 9 zonas para C-A, en
cada zona se tomaron tres muestras. Finalmente, estas areas se integraron en regiones dentro de los
mismos sistemas de lagunas. Estas regiones se definieron de acuerdo con la distancia a la boca de
cada una. Se tom0 la distancia total de cada cuerpo de laguna y se dividid en tres partes, lo que resultd
en las regiones: cercana, media y lejana. Para C-A, cerca de (N): 0-4 km, medio (M): 4-8 km y lejos
(F): 8-12 km; para CH-P, cerca de (N): 0-7 Km, medio (M): 7-14 Km y lejos (F): 14-21 Km. En cada
sitio de muestreo, la profundidad, la salinidad, la temperatura, el pH y la concentracion de oxigeno se
midieron con un multipardmetro Hanna HI 9828. Todas las muestras se colocaron dentro de bolsas
Ziploc ® y se almacenaron bajo hielo hasta su llegada al laboratorio. Cada muestra se homogeneiz6
con una licuadora de cocina, la licuadora se limpid con hipoclorito de sodio entre cada una,

finalmente, las muestras se almacenaron a -20°C hasta la extraccién de ADN.

5.2 Extraccion de ADN y secuenciacion
Para las extracciones de ADN, se procesaron 10 g de cada muestra de sedimento homogeneizado con
el kit de extraccion de ADN PowerMax (QIAGEN, Valencia, CA, EE. UU.) De acuerdo con las
instrucciones del fabricante, el ADN se resuspendié en un volumen final de 5 ml. El tamafio del ADN

se confirmd con electroforesis en gel y cada muestra se cuantificé con un Nanodrop 2000.

En la identificacion de procariotas (bacterias y archaeas) se usaron los cebadores 515F-Y-ill
(5>-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGANNNHNNNWNNNH
GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3’) y 806mod-ill (5°-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGT GGACTACNVGGGTWTCTAAT-
3%), aqui se amplifico la region V4 del gen 16S RNA (Walters et al. 2015). Por su parte, para los
hongos se amplificd la region  ITS2 con una PCR anidada, cebadores ITS1f (5°-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3") y ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para
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amplificar la region completa de ITS, y para la region 1TS2 se usaron los cebadores gITS7-ill (5°-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGANNNHNNNWNNNHGTGARTCATC

GARTCTTTG-3) y ITS4-ill (5°-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGT
CCTCCGCTTATTGATATGC-3*) (Ihrmark et al. 2012). Las amplificaciones de los genes 16S e
ITS se realizaron a un volumen final de 25 pl, con 0.125 de ADN polimerasa Flexi GoTaq G2
(Promega) 5 U / ul, 0.5 ul de 0.2 Mm de cada cebador, 5 pl de buffer 1X, 2 pl de MgCl2, 0.5 pl de
dNTPs 10 Mm y 1.5 ul de ADN. Para el gen 16S, las condiciones de PCR consistieron en un paso
de activacion de la polimerasa de 5 minutos a 94 °C, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante
60 s, alineamiento a 53 °C durante 45 s y alargamiento a 72 °C durante 90 s, la extension final fue de
72 °C por 7 min. Para la regién completa del gen ITS, las condiciones de PCR fueron las siguientes,
un paso de activacion de la polimerasa por 5 minutos a 94 °C, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
©C durante 30 s, alineamiento a 55 °C durante 45 sy alargamiento a 72 °C durante 90 s, la extension
final fue por 72 °C por 7 min; en el caso de la regién 1TS2, un paso de activacion de la polimerasa
por 5 minutos a 95 °C, 35 ciclos de desnaturalizacién 94 °C durante 30 s, alineamiento a 55 °C

durante 45 sy alargamiento a 72 °C durante 90 s, la extension final fue por 72 °C por 10 min.

Los productos de PCR se purificaron con perlas Agencourt® AMPure® a una concentracion
de 0,8x perlas por muestra. La concentracién de ADN de los productos de PCR se midié en un lector
de microplacas FLUOstar Omega® utilizando el sistema dsDNA QuantiFluor® (Promega, Reino
Unido). Los amplicones 16S e ITS se agruparon en concentraciones equimolares y la indexacion se
realizé utilizando el kit de codigos de barras Illumina NextEra segun las instrucciones del fabricante.
Las bibliotecas indexadas se agruparon, cuantificaron y diluyeron a 4pM y se ejecutaron en [llumina

Miseq usando el kit de secuenciacion V3 2x 300bp lllumina (Illumina®).

5.3 Bioinformatica y andlisis estadisticos
Los archivos fastq, con cdédigos de barras y adaptadores eliminados previamente, se usaron para
ejecutar el pipe line Dada2 en R (Version 4.2.1). Después de hacer el filtro de calidad y de unir las
secuencias, se hizo una tabla de secuencias para posteriormente eliminar las quimeras. En la
asignacion taxonémica para bacterias se utilizo la base de datos Silva, silva_nr_v128 train_set.fa.gz,
y para la asignacién de especies la base de datos silva_species_assignment_v128.fa.gz. Para los

hongos se utilizd la base de datos UNITE ITS (sh_general_release_dynamic_29.11. 2022.fasta).

Con los archivos obtenidos de la clasificacién taxonémica, los datos ambientales y la distribucion de
ASVs, se cred un objeto phyloseq para hacer el andlisis estadistico usando Phyloseq (Version 1.4.0.)
(McMurdie y Holmes 2013), en R. Para cada sistema lagunar, las muestras correspondientes a cada

zona se unieron y las abundancias se ajustaron por zona. En total para Chacahua- Pastoria se contd
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con ocho zonas y para Corralero-Alotengo con cuatro zonas, para cada una de las temporadas. Para
bacterias la rarefaccion se hizo a 3059 secuencias y para hongos con 7406. Para la diversidad alfa, se
analizo la riqueza (S) de las MOTUs. También, se aplico un analisis de ANOVA de una via para

determinar si las diferencias entre estas medidas de diversidad fueron significativas.

Para determinar las diferencias en la composicién bioldgica de los sistemas, se ejecutd un
PERMANOVA (Anderson 2017) en R. Cada conjunto de datos se transforma en presencia/ ausencia.
Posteriormente se aplicé una prueba de similitud Jaccard a cada matriz, con el resultado de la
semejanza se aplico un disefio PERMANOVA de 3 factores, temporada (seca y lluvia), sistema de
lagunas (CHy C) y regio6n (distancia a la boca: cerca, medio y lejos). Estos analisis se realizaron con
999 permutaciones y una p <0.05. La region estaba anidada en el sistema de lagunas. Posteriormente,
con el fin de visualizar y explorar la relacion entre los datos biolégicos y los pardmetros ambientales,
se hizo un analisis de correspondencia candnica (ACC) en R y la libreria Vegan v.2.6-4, con las
abundancias rarificadas de ASVsy los 5 parametros ambientales evaluados para los dos sistemas
lagunares (salinidad, temperatura, DO, pH y profundidad). Y se para identificar las variables
ambientales mas importantes que influyen en la estructura de las comunidades se hizo un analisis
BEST (Bio-Env) en Primer 6. Se realiz6 un analisis SIMPER para obtener los grupos de especies
responsables de las diferencias entre los factores que mostraron diferencias significativas en el
PERMANOVA.

También, para 13 muestras de CH, divididas entre Chacahua y Pastoria, se analizaron los valores
de la concentracion de plaguicidas en el sedimento, evaluados por Aguilar Jiménez (2021), y se
correlacionaron con la distribucion de la comunidad de procariotas y hongos aqui estudiada. Los
pesticidas analizados fueron: p,p"-DDE, p,p’-DDD, p,p"-DDT, Dieldrin, Endrin, Endrin Aldehido,
Endosulfain o, Endosulfan p, Endosulfan Sulfato,Heptacloro, HCH o, HCH 3, HCH
Lindano,Metoxicloro y Materia organica (MO); estos datos se obtuvieron del estudio de Leal-Acosta
et al. 2022.

6. Resultados

6.1. Métricas de secuencias
Para los dos marcadores se analizaron 71 muestras, cuatro para C y ocho para CH, en cada una de las

dos temporadas climéticas. Para 16S el nimero inicial de secuencias fue de 1 016 377, después de la
unién de secuencias paired-end, la eliminacion de lecturas cortas y de baja calidad, el nimero final
fue de 565 319 (55.6 %). En el caso de el gen ITS, la cantidad de secuencias iniciales fue de 1 824
257, después de la limpieza de lecturas cortas y de baja calidad, el nimero final fue de 1467 662 (80.5
%).
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6.2. Composicion taxonomica y diversidad alfa en los dos sistemas lagunares costeros
Bacterias y Arqueas

Para las bacterias, Proteobacteria (32.1 +/- 9.6 % ASVs) domino en los dos sistemas lagunares durante
las dos temporadas estudiadas, seguido de Chloroflexi (9.8 +/- 3.1 % ASVs), Bacteroidetes (7.8 +/-
10.0% ASVs), Planctomycetes (4.9 +/- 2.0 % ASVs) y Latescibacteria (2.7 +/- 1.2 % ASVSs) . En el
caso de las arqueas, Euryarchaeota (5.6 +/- 3.2 % ASVs) domind, seguido de Bathyarchaeota (5.3 +/-
3.2 % ASVs) y Woesearchaeota (DHVEG-6) (2.5 +/- 1.3 % ASVSs) (Figura 24 y Figura 25).

Dentro de las bacterias, las familias con mayor cantidad de ASVs fueron Anaerolineaceae,
Desulfobacteraceae, Spirochaetaceae, Planctomycetaceae, Desulfarculaceae y Saprospiraceae. En el
caso de las arqueas, la mayor cantidad de ASVs fue para Marine_Benthic_Group_D_and_DHVEG-
1, CCA47, 20c-4 y AMOS1A-4113-D04.

De los 10 130 ASVs identificados en las muestras evaluadas, en CH se encontraron 17 314
veces y en C se hallaron 7551 veces, de un total general de 24 716 presencias. La riqueza total de
ASVs obtenida en estas muestras fue cercana a la sugerida por los estimadores de riqueza (Chao =
24551.28, Jacknifel = 16551.27, Jacknife2 = 21491.78 y Bootstrap = 12739.28), entre el 41.3 % y el
79.5 %. Hubo una tendencia de mayor riqueza hacia la region media y lejana a la boca del sistema
lagunar durante la temporada de secas y una riqgueza mayor en la region cercana a la boca de la laguna
en lluvias, para CH; mientras que en C la region mas cercana a la boca presenté mayor riqueza en
secas Y lluvias. Se encontraron diferencias significativas entre las regiones de C en secas (ANOVA,
F2,9=7.8, p =0.0108), especificamente entre las regiones cercana y media (Tukey HDS, p = 0.0317)
y cercanay lejana (Tukey HDS, p = 0.0087). Para CH, en lluvias hubo diferencias significativas entre
la riqueza de las regiones (ANOVA, F2,21 = 3.5, p = 0.0488), méas exactamente entre la regién
cercana y la lejana (Tukey HDS, p = 0.0496) de la boca de la laguna (Figura 26). La riqueza de
ASVs, mostro una correlacion moderada y no significativa para el OD (Pearson, r = 0.55, p = 0.094)
y el pH (Pearson, r = 0.259, p = 0.277), en Chacahua-Pastoria; en Corralero-Alotengo las mayores
correlaciones significativas de la riquezay los factores ambientales, se presentaron con la profundidad
(Pearson, r =0.822, p = 0.008), la temperatura (Pearson, r = 0.754, p = 0.001) y la salinidad (Pearson,
r =-0.5292654, p = 0.005).
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Figura 24. Abundancia absoluta de ASVs de filos de bacterias y arqueas obtenidos a partir de bibliotecas de amplicones del gen 16S generadas a
partir de sedimentos recolectados del sistema lagunar Chacahua-Pastoria, en temporada de secas y lluvias a lo largo de tres regiones dentro del

sistema lagunar; N: Cercana, M: Media y F: Lejana.
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Figura 26. Diagramas de caja para comparaciones de diversidad alfa-riqueza (S) de comunidades de

procariotas (bacterias y arqueas), en los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo.

En el eje x (Region-Temporada) la primera letra indica la regién (N=cerca, M=media y F= lejana) y
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la segunda letra indica la estacion (D= secas y R= lluvias). En el eje Y se representa la riqueza de
ASVs.

Hongos

En el caso de los hongos, Ascomycota (50.9 +/- 9.8 % ASVs) domind en los dos sistemas lagunares
durante las dos temporadas estudiadas, seguido de Fungi_phy_Incertae_sedis (18.3 +/- 9.2 % ASVS),
Basidiomycota (13.2 +/- 7.2 % ASVs) y Glomeromycota (1.13 +/- 2.2 % ASVSs) (Figura 27). Las
familias con mayor cantidad de ASVs fueron Fungi_fam_Incertae_sedis (8.1 +/- 5.5 % ASVS),
Phaeosphaeriaceae (2.9 +/- 1.2 % ASVs), Chytridiomycota fam_Incertae_sedis (2.4 +/- 2.7 %
ASVs), Agaricomycetes_fam_Incertae_sedis (1.9 +/- 1.4 % ASVs) y Pyronemataceae (1.9 +/- 0.5 %
ASVs).

De los 1023 ASVs identificados en las muestras evaluadas, en CH se encontraron 1995 veces
y en C se hallaron 1067 veces, de un total general de 3062 presencias. La riqueza total de ASVs
obtenida en estas muestras fue cercana a la sugerida por los estimadores de riqueza (Chao = 4611.75,
Jacknifel = 1793.98, Jacknife2 = 2473.49 y Bootstrap = 1322.02), entre el 22.18 % y el 77.38 %.
Hubo una tendencia de mayor riqueza hacia la regién media y lejana a la boca del sistema lagunar
durante la temporada de secas y lluvias para CH; en el caso de C, se presentd la misma tendencia que
en CH en temporada de secas, sin embargo, en lluvias las regiones cerca y media a la boca de la
laguna presentaron una riqueza similar difiriendo de la region lejana con una riqueza mayor. No
obstante, no se encontraron diferencias significativas entre las regiones de C ni CH en secas y lluvias,
y tampoco entre los dos sistemas lagunares (ANOVA p>0.05) (Figura 28). La riqueza de ASVs,
mostré una correlacion moderada y significativa para el pH (Pearson, r = - 0.56, p = 0.27) y OD
(Pearson, r = -0.52, p = 0.01) y el, en Chacahua-Pastoria; en Corralero-Alotengo las mayores
correlaciones significativas de la riqueza y los factores ambientales, se presentaron con la salinidad
(Pearson, r = - 0.56, p = 0.01), el pH (Pearson, r = - 0.54, p = 0.003) y la temperatura (Pearson, r =
0.48, p = 0.11).
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Figura 27. Abundancia relativa de ASVs de filos de hongos obtenidos a partir de bibliotecas de
amplicones del gen 16S generadas a partir de sedimentos recolectados de los sistemas lagunares (a)
Chacahua-Pastoria y (b) Corralero-Alotengo, en temporada de secas y lluvias a lo largo de tres

regiones dentro de cada sistema lagunar; N: Cercana, M: Media y F: Lejana.
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Figura 28. Diagramas de caja para comparaciones de diversidad alfa-riqueza (S) de comunidades de
hongos, en los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y Corralero-Alotengo. En el eje x (Region-
Temporada) la primera letra indica la region (N=cerca, M=media y F=lejana) y la segunda letra indica

la estacion (D= secas y R= lluvias). En el eje Y se representa la riqueza de ASVSs.

6.3. Composicidn y estructura de las comunidades de procariotas y hongos en los dos sistemas
lagunares costeros
Bacterias y Arqueas

La composicion de la comunidad de procariotas de los sistemas lagunares basada en la
presencia/ausencia de taxa mostrd que no hay diferencias entre temporadas para el conjunto de datos
de las dos lagunas (PERMANOVA p>0.05); sin embargo, si las hay entre los dos sistemas lagunares
(PERMANOVA df=1, F = 1.6671, p = 0.005) y entre un mismo sistema lagunar de secas a lluvias
(PERMANOVA df=1, F=1.5052, p=0.018) (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). E
n el caso de C, la composicion de bacterias y arqueas fue similar entre temporadas, regiones y las
mismas regiones en las dos temporadas (PERMANOVA p>0.05). Para CH, las diferencias se
encontraron entre temporadas (PERMANOVA df= 1, F = 1.6372, p = 0.004) y regiones
(PERMANOVA df=2, F=1.5707, p = 0.001), al comparar la misma regién entre las dos temporadas
no se encontraron diferencias (PERMANOVA p>0.05).

Segun el andlisis SIMPER, los filos bacterianos que causaron la diferenciacion entre los dos
sistemas lagunares fueron Proteobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Omnitrophica, Deferribacteres,

Spirochaetae, con mayor presencia en CH, y Planctomycetes y Aminicenantes con mayor presencia
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en C. Para las arqueas, Woesearchaeota. DHVEG.6, Euryarchaeota, Bathyarchaeota mostraron mayor
presencia en Chacahua.
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Figura 29. NMDS para comunidades de bacterias y arqueas identificadas en los sistemas lagunares
Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria en ambas temporadas. Se muestra el valor de estrés. Para
esta representacion se aplicd la transformacion de presencia/ausencia y la prueba de similitud de
Jaccard.

La composicion de la comunidad de procariotas mostr6 una fuerte correlacion con la salinidad
(c =-0.97) y el pH (c = 0.62) en CH, igualmente en C la mayor correlacion con la distribucion de
estos microorganismos fue con la salinidad (c = -0.40) y el pH (c = -0.33) (Figura 30). Acj, las
variables que influyen en la estructura de la comunidad de bacterias y arqueas son para CH, la
salinidad-temperatura-profundidad (Sperman= 0.582) y de estas en mayor medida la salinidad
(Sperman= 0.571). Para C, son la salinidad-temperatura (Sperman= 0.993) y de estas en mayor
medida la salinidad (Sperman= 0.981).
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Figura 30. CCAs para la comunidad de procariotas y sus caracteristicas ambientales en los sistemas
lagunares Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria durante cada temporada. (a) Chacahua-Pastoria.
(b) Corralero-Alotengo. EIl nimero de cada muestra hace referencia a cada una de las zonas en las

diferentes regiones de los sistemas lagunares.

Hongos

La composicion de lacomunidad de hongos de los sistemas lagunares basada en la presencia/ausencia
de taxa mostro que entre temporadas no hay diferencias para C (PERMANOVA p>0.05), pero si entre
CH (PERMANOVA df= 1, F = 1.2405, p = 0.013) (Figura 31). En el caso de C, la composicion de
hongos fue similar entre temporadas, regiones y las mismas regiones en las dos temporadas
(PERMANOVA p>0.05). Sin embargo, para CH las diferencias se encontraron entre temporadas
(PERMANOVA df= 1, F = 1.2405, p = 0.013) y regiones (PERMANOVA df= 2, F = 1.1694, p =
0.012), al comparar la misma region entre las dos temporadas no se encontraron diferencias
(PERMANOVA p>0.05).

El analisis SIMPER, mostr6 que los filos de hongos que causan la diferenciacion entre los
dos sistemas lagunares fueron Fungi_phy Incertae_sedis, Basidiomycota y Rozellomycota, con

mayor presencia en CH; y Ascomycota y Chytridiomycota en C.
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Figura 31. NMDS para comunidades de hongos identificadas en los sistemas lagunares Corralero-
Alotengo y Chacahua-Pastoria en ambas temporadas. Se muestra el valor de estrés. Para esta

representacion se aplicé la transformacidn de presencia/ausencia y la prueba de similitud de Jaccard.

La composicién de la comunidad de hongos mostr6 una fuerte correlacién con la salinidad (c
=-0.80), el pH (c = 0.65) y el OD (c = 0.62), en CH. Para C, la mayor correlacion fue con el OD (c
=-0.78), la salinidad (c = - 0.76), la temperatura (c = 0.74) y el pH (c =- 0.72) (Figura 32). Ac4, la
variable que influye en la estructura de la comunidad de hongos es para CH, la temperatura-salinidad-
pH (Sperman= 0.248), de estas en mayor medida la temperatura (Sperman= 026.5). Para C, es la
salinidad (Sperman= 0.366).
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Figura 32. CCAs para la comunidad de hongos y sus caracteristicas ambientales en los sistemas
lagunares Corralero-Alotengo y Chacahua-Pastoria durante cada temporada. (a) Chacahua-Pastoria.
(b) Corralero-Alotengo. EI nimero de cada muestra hace referencia a cada una de las zonas en las

diferentes regiones de los sistemas lagunares.

6.4. Distribucion de la comunidad de bacterias y hongos en Chacahua y Pastoria y su relacion
con la presencia de pesticidas en el sedimento de las lagunas

La composicién de la comunidad de procariotas mostré una fuerte correlacion con el endosulfan o (¢
=-0.84), el HCH a (¢ = 0.66), el DDT (c = 0.63) y el endrin (c = 0.58), en temporada de secas y en
general para la laguna Pastoria, permitiendo diferenciar asi los grupos de muestras para las dos
temporadas y para las dos lagunas dentro del sistema (Figura 33 y Figura 34). De estos
contaminantes la variable que influye en la estructura de la comunidad de procariotas es el complejo
DDE-Endrin- endosulfan a-Heptacloro-HCH Lindano (Sperman= 0.282) y de estos el HCH Lindano

en mayor medida (Sperman= 0.126).

Por su parte, la comunidad de hongos tuvo una fuerte correlacion con el DDD (c = 0.63), HCH B (c
=-0.61), endosulfan o (c = - 0.47) y el HCH Lindano (¢ = - 0.36) (Figura 35y Figura 36). Ac4, es
el HCH o (Sperman= 0.214) la variable que influye en la estructura de la comunidad de hongos.
Siendo asi, la laguna de Chacahua en temporada de secas presenté mayor concentracion de DDE y
de endosulfan o; las dos lagunas mostraron concentraciones similares de Endrin, Endosulfan B y
Heptacloro. Asi mismo, la laguna de Pastoria mostré una mayor concentracién de DDD, DDT,
Dieldrin, Endrin Aldehido, Endosulfan Sulfato, HCH a, HCH B, HCH Lindano, Metoxicloro y MO,
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en la misma época. En lluvias, Chacahua presentd mayor concentracion de DDE, DDT, Endrin,

Endosulfan Sulfato, HCH a y Metoxicloro; Pastoria, por su parte, tuvo mayor concentracion de DDD,
Endrin Aldehido, Heptacloro, HCH B y HCH Lindano (Aguilar Jiménez 2020, Leal-Acosta et al.

2022).
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Figura 33. CCAs para la comunidad de bacterias y arqueas y la concentracion de pesticidas en el

sistema lagunar Chacahua-Pastoria durante la temporada de secas y lluvias. EI nimero de cada

muestra hace referencia a cada una de las zonas en las diferentes regiones de los sistemas lagunares.
Chacahua (1, 2, 5, 6, 8 y 19), Pastoria (22, 24, 31, 33, 35, 37 y 44). Diferenciacion a nivel laguna.
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Figura 34. CCAs para la comunidad de bacterias y arqueas y la concentracion de pesticidas en el
sistema lagunar Chacahua-Pastoria durante la temporada de secas y lluvias. EI nimero de cada
muestra hace referencia a cada una de las zonas en las diferentes regiones de los sistemas lagunares.
Chacahua (1, 2, 5, 6, 8y 19), Pastoria (22, 24, 31, 33, 35, 37 y 44). Diferenciacion a nivel temporada.
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Figura 35. CCAs para la comunidad de hongos y la concentracidn de pesticidas en el sistema lagunar
Chacahua-Pastoria durante la temporada de secas y lluvias. El ndmero de cada muestra hace
referencia a cada una de las zonas en las diferentes regiones de los sistemas lagunares. Chacahua (1,
2,5, 6,8y 19), Pastoria (22, 24, 31, 33, 35, 37 y 44). Diferenciacion a nivel laguna.
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Figura 36. CCAs para la comunidad de hongos y la concentracidn de pesticidas en el sistema lagunar
Chacahua-Pastoria durante la temporada de secas y lluvias. El ndmero de cada muestra hace
referencia a cada una de las zonas en las diferentes regiones de los sistemas lagunares. Chacahua (1,
2,5, 6,8y 19), Pastoria (22, 24, 31, 33, 35, 37 y 44). Diferenciacion a nivel temporada.

7. Discusion de resultados

Estudios previos en los sistemas lagunares Chacahua- Pastoria y Corralero-Alotengo han evaluado la
diversidad de peces, moluscos, poliquetos y otros eucariotas en general en el sedimento y/o en la
columna de agua (Zamorano et al. 2010, Castro-Cubillos et al. 2022). Sin embargo, la comunidad de
microorganismos, procariotas y hongos no ha sido estudiada a fondo hasta el momento en los mismos,

ni su relacion con factores ambientales que pueden modular su distribucién.

Composicion taxonémica y diversidad alfa en los dos sistemas lagunares costeros

En el presente estudio, se observé que la composicién taxondmica de bacterias y arqueas es similar a
la de otros sistemas lagunares costeros y estuarios, donde los grupos dominantes son Proteobacteria,

Bacteroidetes, en el caso de las bacterias y Bathyarchaeota, Euryarchaeota y Thaumarchaeota para
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las arqueas (Torres-Alvarado 2016, Liu et al. 2018, Cadena et al. 2019, Navarrete-Euan et al. 2021).
Acé se encontr6 que los filos bacterianos dominantes fueron Proteobacteria, Chloroflexi y
Bacteroidetes en ambos sistemas; en el caso de las arqueas fue Euryarchaeota. El filo Proteobacteria
se Vvio mayormente representado por las familias Anaerolineaceae, Desulfobacteraceae,
Spirochaetaceae, Planctomycetaceae, Desulfarculaceae y Saprospiraceae, dentro de estas
Desulfobacteraceae y Desulfarculaceae son bacterias anaerébicas reductoras de sulfato,
foto/quimioheterétrofos aerdbicos y anaerdbicos y heterdtrofos (Cadena etal. 2019, Aldeguer-
Riquelme etal. 2022); Anaerolineaceae son quimiolito-organo-heterétrofos, degradadores de
carbohidratos y aminoacidos, y algunos de ellos también son hidrogendgenos. Planctomycetaceae es
un grupo bacteriano encontrado en diferentes ambientes, dentro de los que se destacan medios
marinos, de agua dulce y suelos. Asi mismo, se destaca su importancia ecoldgica en el ciclo del
nitrdgeno (Fuerst y Sagulenko 2011). Saprospiraceae, presenta microorganismos aerobios
facultativos, quimioorganotrofos y quimiolitotrofos, algunos con capacidad para la hidrélisis, la
utilizacion de fuentes complejas de carbono y otros asociados con la depredacion de otras bacterias y
algas dentro de ambientes acuaticos y marinos; se encuentran asociados con sedimentos marinos u
organismos eucariotas (Mcllroy y Nielsen 2006). Spirochaetaceae es una familia de bacterias
anaerobias facultativas en forma de espiral de alta motilidad, algunos son agentes etiol6gicos de
varios animales y humanos; son causantes de enfermedades importantes, incluidas la sifilis, la

enfermedad de Lyme, fiebres, etc (Karami et al. 2014).

Los representantes del filo Chloroflexi son degradadores importantes de la materia organica
compleja y de la procedente de las algas (Blazejak y Schippers 2010, Suominen et al. 2021), son
organismos fotoautétrofos que generalmente se asocian con la decloracion (Feng et al. 2019). En
lagos eutréficos, Chloroflexi ha sido més abundante en comparacion con sistemas oligotroficos, y se
encuentra en mayor cantidad en el sedimento en comparacion con la columna de agua (Feng et al.
2019). El filo Bacteroidetes, se reconoce por su capacidad para colonizar todo tipo de ambientes,
tracto digestivo de organismos y ambientes marinos, por degradar compuestos de alto peso molecular,
por su capacidad de establecer transferencia horizontal de genes con otras bacterias, por su actividad
mutualista con algunos hospederos y por sus caracteristicas patogénicas. En ambientes marinos, se
encuentran en la superficie, en sedimentos, biopeliculas, corales, macroalgas, ventanas hidrotermales

y en el bacterioplancton (Thomas et al. 2011).

En el caso de las arqueas, Euryarchaeota, grupo con caracteristicas metandgenas y haléfilas
(Abreu et al. 2001),dominé en CH y en C, tal y como se ha visto en otros ecosistemas como lagos,

lagunas costeras, agua marina, suelo y sedimentos. Bathyarchaeota, el segundo filo dominante en
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estas lagunas, presenta gran variedad de enzimas que le permiten degradar polimeros de carbohidratos
complejos de origen fotosintético reciente que se acumulan en la superficie del sedimento y sustratos
de carbono procesados de bajo peso molecular y proteinas (Lazar etal. 2016). Su presencia y
dominancia en estos sistemas lagunares se asocia con la alta concentracidn de materia organica y la
existencia de material vegetal que se acumula en el sedimento (Amézquita et al. 2015), el cual es
fuente de alimento para estos microorganismos. Woesearchaeota domina en ambientes andxicos,
como suelo, sedimentos y otros habitats. En C las estaciones con mayor numero de ASVs de este
grupo fueron la C16 y C14, y en CH la CH44, CH26 y CH37, estas ubicadas en la zonas mas
alejadas de las bocas de las lagunas o en la periferia de estas, donde el intercambio de agua fresca con
el mar es minimo y donde se encuentran zonas con menores concentraciones de oxigeno. Este filo ha
demostrado ser relevante en procesos de desnitrificacion, fijacion de nitrégeno y reduccion
disimilatoria de nitritos, especialmente en los sistemas de tratamiento de aguas residuales (Liu et al.
2021). También, tienen la capacidad potencial de reduccién de sulfatos, oxidacion de sulfuros y
oxidacion de tiosulfato en ambientes sulfuricos o ricos en sulfidicos, compuestos presentes en el
sedimento de las lagunas costeras y que con el dragado pueden ser liberados al medio y quedar

disponibles para estos microorganismos (Olguin et al. 2007, Liu et al. 2021).

El filo Lokiarchaeota, por su parte, se ha encontrado abundante en sedimentos anaerobios de
zonas marinas y estuarinas (Cadena et al. 2019), en CH se encontrd en mayor medida en la estacion
CH44, la cual se encuentra cerca del poblado de Zapotalito y dentro de la zona de intercambio
limitado de agua marina y dulce, donde los niveles de oxigeno son reducidos y se favorece la
acumulacidn de sustancias contaminantes. En C, se present6 la mayor presencia en la estacion C13,
punto cercano a la poblacién de Corralero, donde es posible que se encuentren sedimentos con menor

cantidad de oxigeno, debido a la descarga de aguas grises y negras de esa poblacion.

La composicion taxondmica de hongos estuvo dominada por Ascomycota en mas del 50 % en los
dos sistemas lagunares durante las dos temporadas de estudio, al igual que en sedimentos de zonas de
manglar en otros sistemas. La clase dominante dentro de este filo fue Dothideomycetes, organismos
gue se encuentran como saprobios de materiales lefiosos en descomposicién en ambientes marinos y
entre los cuales algunos Ordenes estan presentes en floraciones exhibiendo algunas adaptaciones
morfol6gicas al ambiente marino como ascosporas o vainas mucilaginosas (Luis et al. 2019). Algunos
representantes de Basidiomycota son responsables de la descomposicion de tejido en las raices de los
manglares (Jones et al. 2015), otros se encargan de la descomposicion de moléculas recalcitrantes
como la ligninay los taninos, lo que aumenta la disponibilidad de celulosa o sustancias que son usadas

por otros organismos marinos, estan activos en el ciclo de los nutrientes y permiten que grandes
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cantidades de biomasa regresen a la cadena alimentaria del ecosistema (Raghukumar 2017, Poli et al.
2018). Glomeromycota, se encuentra en simbiosis con las raices de alrededor del 80 % de las familias
de plantas existentes en el planeta tierra incluyendo a las plantas acuéticas (Bessa De Queiroz,
Mariana Khadija et al. 2015). La composicién taxondmica de la comunidad de hongos de estas
lagunas muestra la importancia de los mismos en la degradacion del material vegetal proveniente del
manglar que se encuentra alrededor y dentro de las islas de estos sistemas lagunares. Cabe destacar
que, este material contiene gran concentracién de lignocelulosa y que la mayoria de los hongos

marinos y costeros que se han identificado a partir de sustratos que la contienen (Hyde et al. 1998).

Composicion y estructura de las comunidades de procariotas y hongos en los dos sistemas lagunares
costeros La composicion de la comunidad de procariotas de los sistemas lagunares mostré que hay
diferencias entre CH y C, y entre los mismos de secas a lluvias y una fuerte correlacion con la
salinidad en ambos sistemas lagunares, mas estrictamente en CH. En gradientes salinos, se ha
comprobado dentro de las proteobacterias, las alfa y gamma proteobacterias, incrementan con el
aumento de la salinidad mientras que las beta-proteobacterias muestran una tendencia opuesta
(Behera et al. 2017). En sedimentos estuarinos y salobres se ha demostrado que las proteobacterias
predominan en una variedad de sedimentos de agua dulce, estuarinos y marinos y pueden representar
hasta el 85% de la poblacion total bacteriana. Las comunidades de proteobacterias juegan un papel
crucial en el ciclo global del carbono, nitrégeno y azufre en el ambiente sedimentario de agua salobre
(Behera et al. 2017). Tanto en CH como en C, se encontrd que la diversidad de arqueas es mayor en
la zona marina, tal y como se ha visto en otros sistemas lagunares costeros, donde la diversidad de
este grupo incrementd con la salinidad en comparacion con las zonas de agua dulce (Webster et al.
2015, Liu et al. 2018, Cadena et al. 2019). La estructura de la comunidad de procariotas en estos dos
sistemas lagunares costeros a lo largo del gradiente de salinidad es consistente con los patrones

globales de estructuras de microorganismos regidos por la salinidad (Lew et al. 2022).

En cuanto a los hongos, no se observaron diferencias entre temporadas, regiones y las mismas
regiones para C, pero si para CH entre temporadas y regiones. Lo cual obedece a que en CH hay una
mayor regionalizacién en la concentracidn salina de la columna de agua. Ademas, los factores
ambientales que mayor correlacion tuvieron con la distribucion de la comunidad de hongos fue la
salinidad, el OD y la temperatura, tal y como se ha observado para otras comunidades de hongos en
sistemas marinos donde estos factores impulsan la variacion en las mismas (Jeffries et al. 2016,
Tisthammer et al. 2016). Las lagunas costeras, al ser ecosistemas de transicion entre el medio terrestre
y marino, se comportan como un ecotono, donde coexisten hongos terrestres, estuarinos y de mar

abierto; el mar abierto estd dominado por una alta proporcion de taxones no identificados previamente
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gue potencialmente representan un conjunto de hongos que tienen caracteristicas especificas (Jeffries
et al. 2016). En los dos sistemas estudiados se observo que, la mayor cantidad de ASVs de hongos
sin identificar se ubicaban en las regiones cerca de la boca de la laguna, es decir las que tienen mayor
influencia marina. Cabe tener en cuenta que la composicién de la comunidad de hongos en sistemas
marinos y costeros, difiere en la columna de agua en comparacion con el sedimento (Tisthammer
et al. 2016).

Distribucion de la comunidad de bacterias y hongos en Chacahua y Pastoria y su relacion con la
presencia de pesticidas en el sedimento de las lagunas

Las lagunas costeras, al igual que otros sistemas naturales marino costeros y terrestres se ven
afectados por las actividades agricolas y por causas antropogénicas, lo que repercute en la
composicidn y distribucion de la comunidad bidtica dentro de los mismos. Dentro de los desechos
que llegan a las lagunas costeras se encuentran los antibidticos y los pesticidas; los pesticidas pueden
afectar a los macro y microorganismos estuarinos y lagunares a través de derrames, escorrentias y
derivas. Tanto la estructura como la funcién de las comunidades microbianas pueden verse afectadas
por la toxicidad de los pesticidas, los cuales podrian ser metabolizados o bioacumulados por
microorganismos. Los mecanismos de toxicidad varian segun el tipo de pesticida y las especies
microbianas expuestas (Widenfalk etal. 2008). Se han demostrado los efectos toxicos de los
insecticidas organofosforados y organoclorados en especies microbianas, aunque sus mecanismos de
toxicidad en especies no objetivo siguen sin estar claros. Existe una gran variabilidad en la toxicidad
de incluso un solo pesticida entre especies microbianas (DeLorenzo et al. 2001, Widenfalk et al.
2008). Al intentar predecir la toxicidad de los pesticidas en los ecosistemas costeros, se deben
considerar los efectos de las mezclas de pesticidas y las interacciones con los nutrientes (DeLorenzo
et al. 2001).

En el presente estudio, la composicion de la comunidad de procariotas mostré una fuerte
correlacion con el endosulfan o (¢ = - 0.84), el HCH a (¢ = 0.66), el DDT (¢ = 0.63) y el endrin (c =
0.58), en temporada de secas y en general para la laguna Pastoria. Esto permiti6 diferenciar los grupos
de muestras para las dos temporadas y para las dos lagunas dentro del sistema. Por su parte, la
comunidad de hongos tuvo una fuerte correlacién con el DDD (c = 0.63), HCH B (c = - 0.61),
endosulfan o (¢ = - 0.47) y el HCH Lindano (c = - 0.36). Para el endosulfan, se han demostrado sus
efectos sobre el ciclo reproductivo de algunas algas. Por ejemplo, en el alga roja marina Champia
parvula, concentraciones de endosulfan de 47 y 130 pg/L afectaron el crecimiento femenino y los
tetrasporofitos, respectivamente. Los niveles mas altos, de 360 a 600 pg/L, produjeron efectos

reproductivos crénicos en el alga (DeLorenzo etal. 2001). El endosulfan es metabolizado por
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bacterias en sulfato de endosulfan y podia persistir en suelos y sedimentos acuaticos como una

sustancia quimica téxica (Carvalho 2017).

El a-HCH se transforma en B-HCH en el suelo por accion microbiana, este ltimo es méas
estable y persistente debido a su baja solubilidad en agua y menor presién de vapor, por lo que
encontrar B-HCH es un buen indicador de degradacién (Lu et al. 2019, Leal-Acosta et al. 2022).
Debido a lo anterior, podria sugerirse que la actividad microbiana en la laguna de Pastoria favorece
la degradacion de a-HCH a B-HCH, lo que se ve representado en la mayor concentracion de este

Gltimo en esta laguna y en las dos temporadas analizadas.

Durante las temporadas de estudio se pudo ver que las concentraciones de DDT, DDD y DDE
se redujeron de secas a lluvias. Esto podria deberse a varios factores como el arrastre de los mismos
por las corrientes de la laguna generadas por el ingreso de agua dulce al sistema y la generacion de
recambios de agua, la accion de microorganismos o por la integracion de los mismos en la cadena
trofica debido a su caracteristicas bioacumulatorias. Para las dos lagunas, la concentracion de DDT
es superior alade DDD y/o DDE. La mayor correlacién de lacomposicion taxondémica de procariotas
se presenta con el DDT y en el caso de los hongos con el DDD. Para el DDT, se ha encontrado que
en algas planctonicas marinas concentraciones menores a 10 ug/L inhibian la fotosintesis y que
incluso concentraciones menores a 0.3 ug/L afectan a algas como Chlorella sp. EI DDT aplicado a
los cultivos se transporta al medio acuético, donde se metaboliza rapidamente a DDE y se bioacumula
en las cadenas alimentarias acuaticas (Kale etal. 1999). En algas verdes y verde-azules,
concentraciones de aldrin, dieldrin y endrin, menores a 1 mg/L (1000 pg/L) no tienen efectos

significativos sobre la respiracion de estas.

Aunque las concentraciones de los plaguicidas encontradas en este sistema lagunar son altas
en comparacion con las de otros sistemas lagunares en México y con las normas internacionales (Leal-
Acosta et al. 2022), segun la informacién encontrada en la bibliografia, no son letales o0 no se ha
comprobado su efecto directo sobre algin grupo de procariotas y/o hongos en general. Sin embargo,
se ha confirmado que los pesticidas contienen algunos compuestos que generalmente persisten en el
medio acuatico y con el tiempo, las descargas continuas pueden formar mayores depositos de residuos
en los sedimentos (Carvalho etal. 2009), y pueden representar una amenaza para los
microorganismos cuando se resuspenden en sedimentos marinos y estuarinos debido a la accion de
las mareas o al dragado (DeLorenzo et al. 2001). Chacahua y Pastoria han presentado dragados en
afios anteriores, desde el 2014 en la boca de Cerro Hermoso, donde se han movido toneladas de arena
a un lado de la laguna (Chaca 2017), lo que ha movilizado material bioldgico y quimico en estos

como posibles contaminantes. En general, estos compuestos podrian sufrir varias transformaciones
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quimicas y transferirse entre compartimentos ambientales, alcanzar otros ecosistemas fuera del area

de aplicacion y ejercer efectos toxicos sobre especies no objetivo (Taylor et al. 2003).

Es importante tener en cuenta para estos sistemas, que los suelos son una fuente relevante de
antibidticos naturales y de resistencia, debido a que las condiciones de estrés influyen en la
produccién de compuestos similares a los antibidticos, la contaminacion de los suelos por pesticidas,
guimicos organicos o antibi6ticos puede aumentar la incidencia y persistencia de genes resistentes a
los antibidticos (Ramakrishnan et al. 2019). En granjas acuicolas, la combinacion de pesticidas y
antibioticos, puede generar “reactores genéticos” o “puntos calientes” para genes de resistencia
antimicrobiana (Ramakrishnan et al. 2019). Lo anterior podria sugerirnos que, de no controlarse la
contaminacion por pesticidas, en este caso, 0 por otros compuestos contaminantes en sistemas
naturales como las lagunas costeras, se verian afectados niveles troficos superiores y la salud del

sistema como tal, lo que influye en la salud de los personas que habitan estas regiones.
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Tropical coastal lagoons are important ecosystems that support high levels of biodiversity and provide
several goods and services. Monitoring of benthic biodiversity and detection of harmful orinvasive
species is crucial, particularly in relation to seasonal and spatial variation of environmental conditions.
In this study, eDNA metabarcoding was used in two tropical coastal lagoons, Chacahua (CH) and
Corralero (C) (Southern Mexican Pacific), to describe the benthic biodiversity and its spatial-temporal
dynamics.The distribution of benthic diversity within the lagoons showed a very particular pattern
evidencing a transition from freshwater to seawater. Although the two lagoon systems are similar in
terms of the species composition of metazoans and microeukaryotes, our findings indicate that they
are differentin taxa richness and structure, resulting in regional partitioning of the diversity with
salinity as the driving factor of community composition in CH. Harmful, invasive, non-indigenous
species, biocindicators and species of commercial importance were detected, demonstrating thereach
of this technique for biodiversity monitoring along with the continued efforts of building species
reference libraries.

Coastal lagoons are among the most important ecosystems in the world. They function as ecotones between
terrestrial, freshwater, intertidal and marine systems, and are highly productive. The value of the goods and
services provided by coastal lagoons is among the highest of all natural systems due to nutrient recycling, direct
harvesting, recreation and aesthetic value'. Coastal lagoons include different types of habitats such as mangroves,
marshes and seagrass beds”. These habitats function as spawning areas, breeding areas, feeding zones and migra-
tion corridors for both vertebrates and invertebrates®*. Despite its clear importance for ecosystems and services,
lagoon biodiversity is not well characterised, particularly in tropical regions.

The high spatial-temporal environmental heterogeneity of lagoons suggests a broad spectrum of species may
coexist®®. Because of the relatively low water discharge rate of lagoons, they are favourable habitats for primary
producers, which in turn favour secondary production”. Due to their transitional nature they have highly vari-
able gradients of abiotic factors, such as temperature, salinity and oxygen, and high biological productivity’. In a
large majority of coastal lagoons and brackish water systems, salinity is one of the most important environmental
factors that determines the structure of biodiversity at local and regional levels®®-!!. Salinity may be similar or
superior to that of seawater in some of these lagoons, depending largely on their hydrological characteristics,
which are determined by their configuration, the entry of seawater (tidal range), precipitation and fresh water
from rivers; and evaporation'*"?.

*Programa de Doctorado en Ecologia Marina, Division de Estudios de Posgrado, Universidad del Mar Campus
Puerto Angel, Cd. Universitaria s/n, 70902 Oaxaca, Mexico. 2UK Centre for Ecology & Hydrology, Maclean Building,
Benson Lane, Crowmarsh Gifford, Wallingford OX10 8BB, UK. 3Comisién Nacional para el Conocimientoy Uso de la
Biodiversidad (CONABIO), Liga Periferico Insurgentes Sur 4903, 14010 Mexico city, Mexico. “Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT), Av. de los Insurgentes Sur 1582, 03940 Mexico, Mexico. *Instituto de Recursos,
Universidad del Mar Campus Puerto Angel, Cd. Universitaria s/n, 70902 Oaxaca, Mexico. Instituto de Genética,
Universidad del Mar Campus Puerto Angel, Cd. Universitaria s/n, 70902 Oaxaca, Mexico. ““email: valentina@
angel.umar.mx

ScientificReports|

(2022)12:10089 | https://doi.org/10.1038/s41598-022-13653-9 nature portfolio



Monitoring of benthic eukaryotic communities in two tropical coastal lagoons through eDNA
metabarcoding: a spatial and temporal approximation

Margoth L. Castro-Cubillos 2, Joe D. Taylor ¢, Alicia Mastretta-Yanes ¢, Francisco Benitez-

Villalobos f, VValentina Islas-Villanueva & ¢ *

a. Programa de Doctorado en Ecologia Marina, Division de Estudios de Posgrado, Universidad del
Mar Campus Puerto Angel, Cd. Universitaria s/n, Oaxaca, 70902, México.

lilianacastrocubillos@gmail.com ORCID:0000-0002-6233-1572

b. School of Environment & Life Sciences, University of Salford, Peel Building, Salford, M5 4WT,
UK.drjoetay@gmail.com ORCID: 0000-0003-0095-0869

c. UK Centre for Ecology & Hydrology, Maclean Building, Benson Lane, Crowmarsh Gifford,
Wallingford, OX10 8BB, UK

d. Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO), México.

amastretta@conabio.gob.mx ORCID: 0000-0003-2951-6353
e. Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), México.

f. Universidad del Mar, Instituto de recursos, campus Puerto Angel, Oaxaca, México.

fov@angel.umar.mx ORCID: 0000-0002-0951-7757

g. Universidad del Mar, Instituto de Genética, campus Puerto Angel, Oaxaca, México.

valentina@angel.umar.mx ORCID: 0000-0001-8829-3052

Abstract

Tropical coastal lagoons are important ecosystems that support high levels of biodiversity and provide
several goods and services. Monitoring of benthic biodiversity and detection of harmful or invasive
species is crucial, particularly in relation to seasonal and spatial variation of environmental

conditions. In this study, eDNA metabarcoding was used in two tropical coastal lagoons, Chacahua
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(CH) and Corralero (C) (Southern Mexican Pacific), to describe the benthic biodiversity and its
spatial-temporal dynamics. The distribution of benthic diversity within the lagoons showed a very
particular pattern evidencing a transition from freshwater to seawater. Although the two lagoon
systems are similar in terms of the species composition of metazoans and microeukaryotes, our
findings indicate that they are different in taxa richness and structure, resulting in regional partitioning
of the diversity with salinity as the driving factor of community composition in CH. Harmful,
invasive, non-indigenous species, bioindicators and species of commercial importance were detected,
demonstrating the reach of this technique for biodiversity monitoring along with the continued efforts

of building species reference libraries.
Introduction

Coastal lagoons are among the most important ecosystems in the world. They function as ecotones
between terrestrial, freshwater, intertidal and marine systems, and are highly productive. The value
of the goods and services provided by coastal lagoons is among the highest of all natural systems due
to nutrient recycling, direct harvesting, recreation and aesthetic value ®. Coastal lagoons include
different types of habitats such as mangroves, marshes and seagrass beds 2. These habitats function
as spawning areas, breeding areas, feeding zones and migration corridors for both vertebrates and
invertebrates 4. Despite its clear importance for ecosystems and services, lagoon biodiversity is not

well characterised, particularly in tropical regions.

The high spatial-temporal environmental heterogeneity of lagoons suggests a broad spectrum of
species may coexist >®. Because of the relatively low water discharge rate of lagoons, they are
favourable habitats for primary producers, which in turn favour secondary production £, Due to their
transitional nature they have highly variable gradients of abiotic factors, such as temperature, salinity
and oxygen, and high biological productivity *. In a large majority of coastal lagoons and brackish
water systems, salinity is one of the most important environmental factors that determines the

structure of biodiversity at local and regional levels %, Salinity may be similar or superior to that
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of seawater in some of these lagoons, depending largely on their hydrological characteristics, which
are determined by their configuration, the entry of seawater (tidal range), precipitation and fresh water

from rivers; and evaporation>*3,

Basic biodiversity data is lacking and little is known about the impact of spatial and temporal variation
on communities within highly heterogeneous lagoon systems, especially regarding the benthos. This
is particularly true for the smallest representatives of eukaryotic biodiversity. In particular, eukaryotic
organisms have been shown to be effective indicators of pollution and anthropogenic disturbance 415,
Many such organisms have not been studied or are unidentifiable based on morphology alone,
especially meiofauna and microeukaryotes . Molecular techniques represent an ideal means of rapid
identification and profiling of eukaryotic communities, as they provide several advantages over

traditional characterization methods 17-1°.

For more efficient biodiversity monitoring in different ecosystems, a multi-taxon approach is
necessary, along with the use of tools that allow large-scale monitoring %. The metabarcoding of
environmental DNA (eDNA) allows researchers to obtain a large amount of data for monitoring and
characterization studies and reveals the community spatial-temporal structure and composition in
different systems 2:-23, In lagoons and estuaries investigations have focused on seasonal and temporal
variability in eukaryotic plankton 2426, benthic microbial eukaryote 2" and bacterial communities

2930 however, few studies have been carried out in tropical regions.

In this study we focus on two tropical lagoon systems: the Chacahua Pastoria (CH) and Corralero-
Alotengo (C) systems, located in the Eastern Tropical Pacific 3!, in the Southern Mexican Pacific .
The former lies within the Lagunas de Chacahua National Park, is a natural protected area 3, and has
been classified as a RAMSAR site (Ramsar Convention on Wetlands of International Importance
Especially as Waterfowl Habitat) since 2008 (rsis.ramsar.org), while the latter is not, and is
periodically subjected to dredging for artisanal fisheries. Due to their geographical proximity and

similar characteristics, it is expected that the structure and composition of the eukaryotic diversity
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would be similar. The Chacahua-Pastoria (CH) system is composed of two lagoons. It used to have a
permanent connection with the sea through a natural entrance in Chacahua and an artificial one in
Pastoria. The former was naturally closed in 1981 but it was reopened again in 1997 by Hurricane
Paulina. Since 2003, Chacahua has been the only connection to the sea 3%, The Corrralero-Alotengo
system (C) has a seasonal closing and opening cycle of the connection to the sea, regulated by
freshwater inputs from land and coastal processes. The reduction of these inputs contributes to the
clogging in the mouth and interior channels, which hinders the entry of seawater, nutrients and species
%, Over the last few decades, both lagoon systems have shown increased sedimentation, due to the
closure of their connection to the sea and the reduction of freshwater inputs coming from land.
However, both represent great commercial and ecological relevance, since they sustain species of
commercial importance such as pen shell (Atrina maura), white shrimp (Litopenaeus vannamei),
brown shrimp (Farfantepenaeus californiensis), crystal shrimp (Farfantepenaeus brevirostris), blue
shrimp (Litopenaeus stylirostris), Charru mussel (Mytella charruana) and others 3-%°; and they are
potential laboratories for ecological research and bioprospecting. However, due to the increase in
contaminating waste from the surrounding human populations, some parasitic or pathogenic species

could become a source of diseases not only for the species that inhabit the lagoon, but also for humans.

In the present study, the spatial and seasonal (biannual) changes in benthic eukaryotic community
composition were evaluated in two lagoon systems with varying levels of protection. The diversity
of metazoans (macroeukaryotes and meioeukaryotes) and microeukaryotes was assessed separately
by amplifying fragments of specific genes; Cytocrome Oxidase subunit I (COI) was used for
metazoans and 18S rRNA (V4 region) for microeukaryotes, due to the taxonomic bias previously
found in certain groups and the status of these markers as standardised barcodes for metazoans and
microeukaryotes “°. The use of eEDNA Metabarcoding allowed us to describe the baseline biodiversity
in order to develop an efficient way of monitoring these systems and to evaluate the effects of

anthropogenic disturbances and their conservation status. Sediments were selected because, in aquatic
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systems, a greater number of MOTUs (Molecular Operational Taxonomic Units) are obtained in
sediment samples than in water samples. However, this depends on the group of organisms of interest
for each study *1. The benthic community of these lagoons is the focus of the current study. The
expected findings include: 1) clear differences in the composition of the metazoan and
microeukaryote community between seasons, between lagoons and sections of the lagoon; 2)
differences in the composition of the metazoan and microeukaryote community will be given by the
environmental parameters; 3) a higher species richness compared to previous studies in these lagoons;
4) the detection of invasive or exotic species; and 5) higher levels of biodiversity in the lagoon system
that experiences less anthropogenic influence.

Material and methods

Study area and sampling

We chose two coastal lagoons of the Southern Mexican Pacific. The first one is Chacahua-Pastoria
(CH) (15°57°0.237°’- 16° 03° 05.96”” N and 97° 31° 57.15°’- 97° 48” 01.01”> W) a RAMSAR site;
and the second one is the Corralero-Alotengo system (C) (16°11°-15 and 16° 16* 30°” N and 98° 05’
00’* and 98° 12° 30”> W) along the Corralero fishing village which does not have a protected status
even though both lagoon systems include mangrove ecosystems 2 (Fig. 1). The climate of the region
is tropical sub-humid with summer rainfall, from June to August. The salinity shows seasonality,
presenting the highest values from February to June and the lowest from August to December *,
There are marked differences between the mouth and the interior of the system in salinity and
temperature; whereas the dissolved oxygen (DO) does not show clear spatial-temporal trends, and the

pH shows extreme values in the dry season 374,

Each lagoon was divided into different zones according to physicochemical (salinity, temperature,
pH) and soil (sand, mud) characteristics, previously defined in other studies 3“3, In total, there were
11 zones for CH and 9 zones for C, and three samples were taken from each zone. Finally, these areas

were integrated into regions within the same lagoon systems; these regions were defined according
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to each lagoon’s distance to the mouth. The total distance of each lagoon body was taken and divided
into three parts, resulting in the following regions: near, middle and far. For C, near (N): 0-4 km,
middle (M): 4-8 km and far (F): 8-12 km; for CH, near (N): 0-7 Km, middle (M): 7-14 Km and far

(F): 14-21 Km.

Sediment samples were collected with a Petite Ponar grab twice in 2018. The first sampling period
was towards the end of the dry season, March (20th to 22nd) and April (10th and 11th) and the second
was at the end of the rainy season, September (17th to 20th). In each sampling location depth, salinity,
temperature, pH and oxygen concentration were measured from the overlying water with a calibrated
Hanna HI 9828 multi-parameter probe. All the samples were placed inside Ziploc bags and stored
under ice until arrival at the laboratory. Each sample was homogenized with a blender that was
cleaned with sodium hypochlorite between each use, finally, the sample was stored at -20 °C until
DNA extraction. The method of blending to homogenize sediment samples has been used previously
(method outlined in Aylasgas et al. 2016; Wangensteen et al. 2018) and was conducted to homogenize
as many organisms from a larger sample as possible, meaning DNA would be extracted from intact

living organisms rather than DNA “traces” 224445,

DNA extraction and sequencing

For DNA extractions, 10 g of each homogenized sediment sample were processed with the PowerMax
DNA Isolation Kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions, and
DNA was resuspended in a final volume of 5mL. The size of the DNA was confirmed with gel

electrophoresis and each sample was quantified with a Nanodrop 2000.

The V4 region of the 18S rRNA gene was amplified with the forward primer E572F (5°-
CYGCGGTAATTCCAGCTC-3) and reverse primer E1009R (5’-AYGGTATCTRATCRTCTTYG-
3) %8, To amplify a partial fragment of the mitochondrially encoded cytochrome ¢ oxidase | (COI)

gene, the forward primer mICOlintF-XT (5’-GGWACWRGWTGRACWITITAYCCYCC-3’) and
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reverse primer jgHCO21 (5°-TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA-3") were used %. Both
primers contained the Illumina NextEra kit adapter and 12 random bases to increase diversity on the

Illumina slide and the reverse primers contained the Illumina Nextera adapter.

The 18S-V4 amplicons had 25 pl final volume, with 0.625 U of GoTaq G2 Flexi DNA polymerase
(Promega), 0.5 pl of 0.2 mM of each primer, 5 pl of Buffer 1X, 2 pl of MgCly, (25 mM) 0.5 ul of
dNTPs 10 mM and 1.5 pl (15 ng) of DNA template. For COI the final volume and concentrations
were the same except for 25 mM of MgClI2 and 2 pl (15 ng) of DNA template. For 18S-V4, the PCR
conditions consisted of a polymerase activation step of 5 minutes at 94 °C, 35 cycles of denaturation
at 94 °C for 30 s, annealing at 50 °C for 45 s and elongation at 72 °C for 90 s, the final extension was
for 72 °C for 7 min. For COl, the polymerase activation at 95 °C was for 7 min, followed by 46 cycles
of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 44 °C for 45 s and elongation at 72 °C for 90 s, the

final extension was at 72 °C for 5 min.

PCR clean-up was performed with Agencourt AMPure beads at a concentration of 0.8x beads per
sample. The DNA concentration of the PCR products was measured in a microplate reader FLUOstar
Omega using the QuantiFluor dsDNA System (Promega, UK). 18S-V4 and COIl amplicons were then
pooled in equimolar concentrations and indexing was performed using an Illumina Nextera barcoding
kit as per the manufacturer’s instructions. Indexed libraries were then pooled, quantified and diluted

to 4pM and ran on Illumina Miseq using the V3 2x 300bp Illumina sequencing kit (Illumina).
Sequence processing and bioinformatics

The sequences were analysed with QIIME 1.9.1. 4" and the Usearch version 8.1 8, The Usearch
mergepairs command was used to assemble the raw paired ends sequences (forward and reverse). A
quality filter was performed and the samples were separated out into 18S-V4 and COI datasets based
on primer sequence using CUTADAPT “°. Both primers, forward and reverse, were removed before

further analysis. Sequences with lengths less than 370bp for 18S-V4 and 300 bp for COIl were
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removed, and sequences were quality filtered to remove those with maximum expected error >0.5.
Sequences were dereplicated, and any singleton sequences were removed, MOTUs were then
clustered using the USEARCH UPARSE algorithm * at 97% for both 18S-V4 and COI datasets.
UCHIME 5! was used to find and eliminate chimeras compared to the Silva (132 version) database *2
for 18S-V4 and a custom database for the COIl. The custom COI database was made from COI
sequences downloaded from the NCBI (National Center for Biotechnology Information) (accessed
17/05/2018). Sequences were filtered to contain full length COI and partial fragments >300bp and no
more than two consecutive N bases. The database was then dereplicated of identical sequences and
clustered at 99% before both fasta files and taxonomy were manually formatted for input into QIIME.
After removal of chimeras, MOTUSs were classified against the reference databases using UCLUST
with a minimum similarity of 0.6. COI sequences were also checked individually against the BOLD
database *3. Original reads were then mapped onto the MOTUs at 97% and a MOTU table was
produced. The MOTUSs sequences were checked against the full NCBI database at 100 % for potential

new records in the region.
Statistical analysis

To analyze significant differences in the measured physicochemical parameters between regions,
two-way ANOVAs and their post-hoc tests were performed (Tukey HDS), using the Stats v.3.5.2
package in R *. The metazoan and microeukaryotic MOTUSs were separated out in each sample and
the rarified absolute frequency matrix was used to perform diversity and statistical analyses;
rarefaction curves were generated for each marker and richness estimators were evaluated in Vegan
in R (Chao, Jacknifel, Jacknife2 and Bootstrap). For each lagoon system, the samples from each
zone were pooled together and the abundances were adjusted by zone. For the metazoans, it was
rarefied at 300 sequences and for the other eukaryotes at 3000 sequences (Supplementary material
Fig. S1 and Fig. S5). For the alpha diversity, the richness of MOTUs was analysed in each zone. A

one-way ANOVA and post-hoc test was done to verify if the differences found in the diversity

120


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

measures (richness S) were significant, a = 0.05. To find the best correlation of richness within the 5
measured environmental parameters, the Pearson's correlation index was also evaluated with the Stats

V.3.5.2 package, both for metazoans and microeukaryotes.

To determine differences in the benthic community composition of the systems, a PERMANOVA %°
was performed in Primer V7. Each data set was transformed to a presence/absence matrix to then
apply a Jaccard similarity test to each one. With the resemblance result a 3 factor PERMANOVA
design was applied, season (dry and rainy), lagoon system (CH and C) and region (distance to the
lagoon mouth: near, medium and far). These analyses were run with 999 permutations and a p < 0.05.
The region was nested in the lagoon system. A SIMPER analysis was done to obtain the groups that
are responsible for the differences between the factors that showed significant differences in the

PERMANOVA.

Subsequently, a canonical correspondence analysis (CCA) °6°" was carried out in PAST 3.25 % with
the rarefied abundances of MOTUs for each zone within each lagoon system and the 5 environmental
variables measured (salinity, temperature, DO, pH and depth) were measured to detect potential

relationships between biological and environmental data.

Results

Lagoon conditions and environmental sampling

High variability in environmental parameters across season and within each lagoon were observed in
both CH and C (Supplementary material Table S1, Fig. S3 and Fig. S4). In C, the depth varied
between the three regions of the lagoon (ANOVA, df = 4, F = 5.18, p = 0.00149); the temperature
varied between seasons (ANOVA, df = 1, F = 53.847, p = 2.23e-09) and between lagoon regions
(ANOVA, df =4, F =5.455, p = 0.00106). Salinity showed a decrease in values in the three regions
of the lagoon system from the dry to the rainy season (ANOVA, df = 1, F= 508.082, p = 2e-16), as

well as differences between the lagoon regions in each season (ANOVA, df = 4, F = 6.747, p =
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0.000216). pH varied significantly between seasons (ANOVA, df = 1, F= 72.86, p = 3.46e-11) and
between regions (ANOVA, df =4, F=5.35, p=0.00121), and DO varied between seasons (ANOVA,

df =1, F= 4,216, p = 0.0455) and between regions (ANOVA, df =4, F = 13,500, p = 1.91e-07).

In CH, the depth was similar between seasons and regions of the lagoon, the temperature was different
between regions of different seasons (ANOVA, df = 1, F = 77.88, p = 1.95e-12), and between regions
of the same station (ANOVA, df =4, F = 14.28, p = 3.03e-08). Salinity varied between regions within
the same season (ANOVA, df = 4, F=58.701, p= 2e-16). The pH varied between regions in different
seasons (ANOVA, df = 1, F = 18.311, p = 6.85e-05) and between regions in the same season
(ANOVA, df =4, F =5.964, p = 0.000415). DO varied between seasons (ANOVA, df = 1, F = 43.946,
p = 1.07e-08) and between regions within the same season (ANOVA, df =4, F =6.147, p = 0.000326).

Sequence metrics and comparisons between 18S V4 and COI

A total of 120 samples were analysed for each marker gene, 27 from C and 33 from CH for each
season. For the 18S-V4 the initial number of raw sequences was 2,248,247. After read pair merging
and the removal of short and low-quality reads control, the final number was 1,576,493 (70%
remaining). For COI 1,758,686, raw reads were obtained and after the filtering, the final number was
319,417 (20% remaining) reads, with a high level of non-target amplification. After the MOTU
clustering for 18S-V4 a total of 3,410 MOTUs and 1,182 for COI were detected. The COI marker
dataset detected 16 phyla and the 18S-V4 marker 19 phyla. COI showed more metazoan MOTUs,
despite V4 having more MOTUs overall. For this reason, COl was used to analyse the metazoan
community in both lagoon systems. While COl and 18S V4 are standard barcodes for metazoans and
eukaryotes, we found that several metazoan phyla were exclusively detected with 18S-V4
(Acanthocephala, Bryozoa, Ctenophora, Gnathostomulida and Tardigrada), while the Placozoa and
Xenacoelomorpha phyla were only assigned in the samples analysed with COI; 13 phyla were

assigned with the two markers (Annelida, Arthropoda, Chaetognatha, Chordata, Cnidaria,
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Echinodermata, Kinorhyncha, Mollusca, Nematoda, Nemertea, Platyhelminthes, Porifera and

Rotifera).

Taxonomic composition

Arthropoda (31.1 +/- 17.6 % MOTUSs) dominated in both lagoon systems and seasons. They were
composed of Hexapoda (17.3 % MOTUs +/- 6.8), followed by Chordata (14.0 % MOTUs +/- 7.8),
Annelida (12.4 +/- 7.9 % MOTUSs), Mollusca (10.6 +/- 4.8 % MOTUSs) primarily Bivalvia (5.3 +/-
4.5 % MOTUSs) and Cnidaria (9.3 +/- 5.2 % MOTUs) (Fig. 2, Supplementary material Table S2).
Within the eukaryotic libraries, the most dominant taxa were the Ochrophyta (19.4 +/- 7.3 % MOTUs)
primarily Diatomea (17.4 +/- 7.4 % MOTUS), Ciliophora (13.4 +/- 5.18 % MOTUSs), Cercozoa (10.4
+/- 3.5 % MOTUSs), Opisthokonta (9.6 +/-3.16 % MOTUSs), Archaeplastida (7.3 +/- 3.05 % MOTUSs)

and Dinoflagellata (6.6 +/- 2.6 % MOTUS) in each zone (Fig. 3).

Several MOTUs had close matches to taxa that had not been previously reported for these systems,
namely some Crustacea and Dinoflagellata important in microalgal and potentially toxic blooms.
With a sequence identity percentage of 100 %, the barnacle Amphibalanus eburneus and the
dinoflagellates Alexandrium leei, Amphidinium klebsii and Gyrodinium jinhaense were identified.
Other closer matches were found, with sequence identity percentages of 98.5-100 %, that match the
crustaceans Macrothrix sp. and Calanus propinquus, and with the dinoflagellates Lingulodinium
polyedrum,  Prorocentrum triestinum, Pellucidodinium  psammophilum,  Nusuttodinium
amphidinioides, Alexandrium ostenfeldii, Alexandrium pohangense and Gonyaulax spinifera
(Supplementary material Table S3). It is important to note the presence of bivalve species, Mytella

charruana and Mytella strigata which are synonyms and species of commercial interest in the region

59,60

Taxonomic richness in the lagoon systems
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Of the 636 total metazoan MOTUs detected, 497 were from CH while 392 were detected in C. The
richness of total MOTUSs obtained in these samples was very close to that suggested by the richness
estimators (Chao = 811.7, Jacknifel = 835.3, Jacknife2 = 921.8 and Bootstrap = 729.5), between 69%
and 87% (Supplementary material Fig. S2). There was a trend of higher richness towards the region
near the mouth during both seasons, while in CH it was in the region farthest from the mouth.
Richness of MOTUSs was higher in the dry season for C and for CH (Supplementary material Fig. S3
and Fig. S4). Significant richness differences were found between the CH regions during the rainy
season (ANOVA, F2,6 =7.926, p = 0.0207), specifically between the N-F regions (Tukey HDS, p =
0.0205), (Fig. 4). MOTUs richness showed moderate correlations with environmental factors such as
salinity (Pearson, r = -0.69, p = 0.016) and pH (Pearson, r = 0.46, p = 0.0746) with highest correlation
in CH (Supplementary material Fig. S11); meanwhile, C showed a high correlation with temperature
(Pearson, r = 0.45, p = 0.1087) and salinity (Pearson, r = -0.36, p = 0.0488) (Supplementary material

Fig. S12).

For microeukaryotes, MOTUSs richness (S) was higher in both lagoon systems during the rainy season;
being higher in CH (1818) than in C (1470) (Supplementary material Fig. S7 and Fig. S8). The
richness of total MOTUSs obtained in these samples was very close to that suggested by the richness
estimators (Chao = 4225.3, Jacknifel = 4151.4, Jacknife2 = 4759.7 and Bootstrap = 3519.67),
between 71 % and 85 % (Supplementary material Fig. S6). However, no significant differences were
found globally among the regions of both lagoons in both seasons. (Fig. 4). Meanwhile, the
correlation of S with the environmental parameters was low. In CH, the parameter with the highest
correlation was salinity (Pearson, r = 0.51, p = 0.1326) followed by temperature (Pearson, r = -0.41,
p = 0.1907) and in C the highest correlations were with the OD (Pearson, r = -0.13, p = 0.0393) and

pH (Pearson, r =0.11, p = 0.8030) (Supplementary material Fig. S13 and Fig. S14).

Composition and structure of the marine-coastal metazoan and eukaryotic community in both

lagoon systems
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Metazoan and microeukaryote community composition based on presence and absence of taxa
showed no difference between both lagoon systems or in each lagoon system between seasons
(PERMANOVA p>0.05). After the pairwise comparisons, no significant differences were found
between the C regions, but there were differences in CH for the metazoans; for CH, N-M
(PERMANOVA df = 6, t = 1.2598, p = 0.047), N-F (PERMANOVA df =7, t = 1.9294, p = 0.006)
and M-F (PERMANOVA df = 7, t = 1.5704, p = 0.006). No differences in N, M, F metazoan
communities were observed between seasons in either lagoon; nor between lagoons. For the
microeukaryotes in C, the different regions were N-F (PERMANOVA df =7, t = 1.239, p = 0.032);
in CH the different regions were N-F (PERMANOVA df = 11, t = 1.8322 p = 0.002) and M-F
(PERMANOVA df = 12, t = 1.4211 p = 0.005). In the dry season in CH, differences between M-F
were observed (PERMANOVA df = 6, t = 1.299, p = 0.034), whereas in the rainy season between N-
F (PERMANOVA df = 6, t = 1.427, p = 0.019) and M-F (PERMANOVA df = 6, t = 1.2311, p =
0.034). CH microeukaryotic community composition was similar in the far region F regardless of
season, while microeukaryotic community composition was significantly different in M and N
regions between seasons (Fig 5). Comparing the same region across the two lagoons, the only
significant differences were found in the rainy season with region F (PERMANOVA df = 6, t =

1.5022, p = 0.041).

Generally, the same metazoan phyla marked the differences between the seasons and the lagoon
systems (molluscs, arthropods, nematodes, chidarians and chordates). Arthropoda and Chordata were
the main groups contributing to the differentiation between regions in both lagoon systems in both
seasons, followed by Nematoda and Cnidaria in C and by Mollusca, Cnidaria and Annelida in CH,
according to the SIMPER analysis of MOTUs relative abundance richness. Regarding
microeukaryotes, the SIMPER analysis showed that Stramenopile diatoms made the largest
contribution to the differentiation between regions, followed by Alveolata (Apicomplexa, Ciliophora,

Dinoflagellata and Protalveolata) and Rhizaria (mainly, Cercozoa and to a lesser extent Rotaria) in C
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during both seasons, while in CH, the largest contribution was made by the organisms belonging to
the SAR (Stramenopiles-Alveolata- Rhizaria) group, with Alveolata showing the highest values,

followed by Stramenopiles and Rhizaria.

Metazoans showed a strong correlation with salinity (¢ = 0.95), temperature (¢ = -0.94) and pH (c =
-0.83) in CH, while a gradient in the distribution of the community in the sediment influenced by pH
(c =-0.86) and depth (c = -0.72) was identified in C in both seasons (Supplementary material Fig.
S9). Microeukaryotic community composition showed a greater correlation with temperature (c = -
0.97), salinity (c = 0.96) and pH (c = -0.86) in CH (Supplementary material Fig. S15). Meanwhile in
C, a greater correlation of the distribution of organisms with pH (c = -0.92) was observed in the three
regions in both seasons. The difference between seasons was marked by salinity (c = -0.97) and
temperature (¢ = 0.96), thus, the regions in both lagoons had higher salinity values during the dry

season than during the rainy season (Supplementary material Fig. S15).

Discussion

Metabarcoding has revolutionised the detection of benthic biodiversity 623, |everaging this
method, the current study detected and documented the richness of metazoans and microeukaryotes
in these lagoons, and in the wider region, for the first time. Taxonomic composition was similar to
those of other metabarcoding studies in benthic environments, where the most abundant MOTUs
correspond to Arthropoda, Mollusca, Annelida, Ochrophyta, Cercozoa and Ciliophora 1:17:27:64-66 |
this study, the recovery of eDNA from sediments revealed the presence of groups that are usually
difficult to identify with the naked eye such as meiofauna, particularly Nematoda, and
microeukaryotes *67. Previous studies have shown that in aquatic systems, using metabarcoding to
identify the benthic community, a greater number of MOTUs is obtained when using sediment
samples compared to water samples **. A much higher richness of phyla was recovered using this

method when compared to previous studies in these lagoon systems made with traditional taxonomy,
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which are focused in specific groups 337388, In comparison to many molecular studies, the approach
used (homogenized sediment, combined with 10g extraction) is likely to have captured the most of
the eukaryotic diversity within the evaluated sediments; however, without complete records of the
metazoan and microeukaryotic communities in these lagoon systems, it's unknown whether these
samples are representative of the diversity of the entire lagoon system. However, the data collected

for the current study considerably enhances the existing inventories ©°.
Hidden Biodiversity: New reports for coastal lagoons in the area

Species that have not been previously identified in the area were also detected; among the newly
reported organisms, some were non-indigenous, invasive or harmful species, and others were
bioindicators of the ecosystem's health. The barnacle Amphibalanus eburneus, an invasive arthropod
species native to the American Atlantic was found; in the Mexican Pacific it had already been reported
in the Gulf of California, and further south 7™, the Corralero lagoon (this study) being the
southernmost register so far. Within the copepods, the genus Calanus in CH was reported for the first
time in the area; Cletocamptus deitersi had been previously reported in coastal lagoon systems and in
estuaries in the coastal part of the northern Mexican Pacific Ocean in Sinaloa "% in the present study
it was found only in the Corralero lagoon. The Macrothrix genus (Branchiopoda), is a cosmopolitan
genus composed mostly of freshwater specimens and a few others that have ventured into marine
environments, in plankton and benthos (associated with mud and debris); it has also been found in

coastal lagoons and open waters often carried in vegetation ">,

Although microeukaryotes have not been thoroughly studied in the area, there are records of some
dinoflagellates of the genera Alexandrium, Gymnodinium and Amphidinium in the Mexican Pacific,
which can cause human and animal intoxication via the consumption of shellfish containing these
organisms 777, These genera were identified for the first time in these lagoon systems in the current
study, and could pose a risk to the Indigenous communities in the region for whom artisanal fisheries

are a primary source of subsistence. Some of the dinoflagellates found in the sediments, mostly
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present in C and previously identified in the North of the Mexican Pacific "®, represent a risk for
aquaculture activities (shrimp farming and the fattening of fishes in captivity), marine megafauna and
human health %, such as Alexandrium leei, A. ostenfeldii, A. pohangense, Amphidinium klebsii,
Prorocentrum triestinum, Lingulodinium polyedrum and Gonyaulax spinifera 778!, Other non-toxic
and grazer dinoflagellates were found too, Gyrodinium jinhaense, Pellucidodinium psammophilum,
and Nusuttodinium amphidinioides 883, The algal blooms in these lagoons may be associated with
the resuspension of cysts from the sediment to the water column due to dredging, anthropogenic
contamination, eutrophication and hypoxia that reaches these water bodies 8. Furthermore, a total of
981 OTUs showed no hit on the Genebank; this represents a great amount of biodiversity that is yet

to be discovered.

Taxonomic composition and structure of the marine-coastal metazoan and eukaryotic community and

its relation with environmental lagoon conditions

The results obtained from the ANOVA show that the variations in the physicochemical parameters
in the two lagoons over the two collection periods, show a typical characteristic of a coastal lagoon,
where seasonal changes in the flow of rivers, changes in waves and tides, and meteorological
variations, modify their salinity, temperature, dissolved oxygen, pH and depth 18, Clear differences
can be found between the areas near the mouth of the lagoon with marine influence, and far from the
mouth of the lagoon with influence of rivers or freshwater sources. Being the middle zone, the
transition zone between the other two areas, it is possible that here there is a mix of terrestrial,
freshwater and marine MOTUSs given the nature of the system. It is also plausible that we may have

several MOTUSs associated with individual taxa.

The distribution of benthic diversity in these lagoons has a strong relationship with environmental
parameters, both lagoons show a transition from freshwater to seawater near the mouth of the system.
This transition is not only observed in the physicochemical parameters, as it is more evident with

salinity, but also with the biological community that inhabits the system. Salinity in these water bodies
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is the environmental characteristic that has the greatest effect on the biota &, however, it should be
taken into account that these environmental variables do not necessarily act independently on
organisms 87 [t is well known that salinity has an impact on the richness of crustaceans ®®, molluscs
86.89.90 and cnidarians °; as well as in the microeukaryotic community, such as Ochrophyta (diatoms)
%2 There is a strong correlation between salinity and the protist community in the coastal lagoons,
generating a gradient in diversity ®-, Distinct differences in richness of taxa between the lagoons
was observed, with CH being richer in metazoan and microeukaryotes MOTUs than C, considering
the two seasons. Our results show that although the two lagoon systems are similar in terms of the
composition of metazoans and microeukaryotes, they are different in relative abundance in each
lagoon, resulting in regional partitioning of the diversity for CH. This regional partitioning is clearer
in the dry season, and salinity seems to be the driving factor in community composition. The dominant
taxa driving this dissimilarity between regions were Arthropoda (148 MOTUSs), Cnidaria (33
MOTUSs), Mollusca (32 MOTUSs) and Annelida (30 MOTUSs). In other Mexican coastal lagoons, the
diversity of marine metazoans (vertebrates and invertebrates) is usually slightly higher in groups such
as Mollusca, Crustacea and Polychaeta *. However, the lower diversity presented in C can be
explained by the varied environmental conditions due to shallow depth and restricted communication
with the sea, as has been observed in Mediterranean lagoons *. Clearly, for C the diversity in the
region near the mouth of the lagoon was greater in the two seasons for the metazoans and
microeukaryotes; in CH, a clear predominance of marine species was observed in microeukaryotes,
whereas in metazoans brackish species predominate. This result shows that the values of diversity

indices tend to decrease as the degree of confinement within the lagoons increases ¥'.

Even though the composition of taxa in the two systems is very similar, differences are found in the
total number of MOTUs of metazoans and microeukaryotes in the two lagoon systems which could
have been down to the differences in the sampling effort for both lagoons. The protected system (CH)

is more diverse, with clear differences in the composition between regions due to their environmental
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differences. Clearly, the middle region of CH represents the transition, both physiochemically and
biologically, between the marine and brackish environments. The opposite occurs in C, where the
environmental characteristics are more homogeneous between regions at each time throughout the
lagoon system. This may be due to the more restricted communication with the sea. Therefore, when
the mouth of the lagoon is closed, it has a bigger influence of freshwater, which drastically changes
the environmental configuration of the system and consequently the distribution of the biological
community. Another factor that can directly affect diversity in C is the dredging carried out with high
periodicity and the deposition of sediments in different parts of the system. Dredging moves
organisms from one region to another, causing the loss of diversity that a heterogeneous environment
usually provides. This effect is more evident in the metazoan community, which includes groups of
commercial and alimentary importance, evidencing the benefits of the partial state of conservation of

the CH system and the importance of Ramsar sites.

Although the comparison between previous studies and the present was one of our main research
questions in order to give perspective to the efficiency of the metabarcoding technique, this has
proven to be very difficult due to a couple of reasons. Previous biodiversity studies in Chacahua have
focused primarily on certain species of invertebrates (polychaetes and molluscs), so the comparison
would be limited only to these taxa %, Secondly, when doing this comparison of species, we found
only a few coincidences of conspicuous species such as Mytella strigata (mollusc of commercial
importance). These could be mainly because although through the years there has been several efforts
to characterise the biodiversity of these groups in the area, these efforts have not been accompanied
by the genetic characterisation of the specimens, therefore a species reference library is not available,
for this reason some of the BLAST hits would not be able to find the exact species and will give the
closest register they have. Another reason is that some of the species have changed names, for
example Tryonia robusta is now Ipnobius robustus and Neritina granosa is now Neritona granosa,

these changes in taxonomic situation are difficult to identify if you are not a specialist in the group.
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Regarding polychaetes, several genera have already been registered in the Southern Mexican Pacific
such as Branchiomma, Neanthes, and Polydora, but they include numerous species that most likely
have not been sequenced. There are other groups of meiofauna annelids that have not been studied in
the Southern Mexican Pacific at all (Doliodrilus, Thalassodrilides, Pontoscolex, Protodrilus), our

results becoming their first registers.

In conclusion, eDNA metabarcoding of sediments has proven an important contribution to the
documentation of relevant species and groups in tropical coastal lagoons expanding the information
contained in databases for a very biodiverse area. It also provides insight into the space-time
landscape of this type of ecosystem and reveals the presence of some groups of metazoans and
microeukaryotes that had not been previously registered in Mexico’s coastal lagoons, such as
oligochaetes, rotifers, nematodes, gills, turbellarians, cestodes and bryozoans. It was also possible to
observe the regional partitioning of diversity in both lagoons depending on the distance from the
mouth (entry of marine water and changes in salinity). Although spatial differences are observed in
the two lagoon systems at two different times, there is a clear regional partitioning of the diversity (in
terms of dominant groups). In order to establish a clear seasonal pattern, it is recommended that future
studies extend the time and/or the periodicity of the samplings. Despite this limitation of the current

study, a temporal component can be seen in both lagoon systems.

The species registered in this study and the reproducibility of this technique in future samplings will
allow increasing knowledge and monitoring of the diversity dynamics of these ecosystems, since
some are of fishing, commercial and bioprospecting importance. It is also crucial to monitor the
presence of previously undetected groups that could be related to anthropogenic impact such as
parasites, invasive species and toxic algal blooms. For all these reasons, metabarcoding turns out to
be a fairly efficient means to monitor biodiversity, providing fast information on the distribution and
abundance of species in a changing world where the rate of loss and extinction may surpass our

understanding of it, especially in communities where small size organisms are found 66100101,
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However, eDNA metabarcoding should go hand in hand with traditional taxonomy to improve the
development of more precise barcoding reference libraries that will allow for a more efficient
biomonitoring and species inventory especially in areas of great diversity with the potential to find

new species 1%,
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Figure 2. Relative abundance of MOTUs of Metazoan phyla in COl amplicon sequence libraries
generated from sediments collected from Chacahua-Pastoria and Corralero-Alotengo lagoon systems
throughout seasons, regions and lagoon zones. A.) C: Corralero-Alotengo Dry and Rainy seasons.
Regions in the lagoon systems (distance to the mouth), N: Near (Zones: 1, 2, 3, 4), M: Middle (Zones:

5, 6) and F: Far (Zones: 7, 8, 9). B.) CH: Chacahua-Pastoria Dry and Rainy seasons. Regions in the
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libraries generated from sediments collected from Chacahua-Pastoria and Corralero-Alotengo lagoon

systems throughout seasons, regions and lagoon zones. A.) C: Corralero-Alotengo Dry and Rainy
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CONCLUSIONES GENERALES

El metabarcode de eDNA de sedimentos ha contribuido de forma importante a la lista de verificacion
de especies y grupos relevantes en lagunas costeras tropicales, ampliando la informacion contenida
en las bases de datos para un area muy biodiversa. También, permite reconocer la dindmica espacio-
temporal de este tipo de ecosistemas y revela la presencia de algunos grupos de metazoos y
microeucariotas que no habian sido registrados en las lagunas costeras de México, como oligoquetos,
rotiferos, nematodos, braquiopodos, turbelarios, cestodos y briozoos. Se observo la regionalizacion
de la diversidad, de metazoos y micro eucariotas, en ambas lagunas en funcién de la distancia a la

desembocadura (entrada de agua marina y cambios de salinidad).

Se observaron claras diferencias en la riqueza de taxones entre las lagunas, siendo CH més
rico en MOTUs de metazoos y microeucariotas que C. Los resultados muestran que, aunque los dos
sistemas de lagunas son similares en términos de composicién de metazoos y microeucariotas, son
diferentes en estructura, lo que resulta en una regionalizaciéon de la diversidad para CH. Esta
regionalizacion es mas clara en la estacién seca y la salinidad parece ser el factor determinante en la
composicidn de la comunidad. Los taxones dominantes que impulsaron esta diferencia entre regiones
fueron los artrépodos (148 MOTUSs), los cnidarios (33 MOTUSs), los moluscos (32 MOTUSs) y los
anélidos (30 MOTUEs).

La composicién de la comunidad de procariotas de los sistemas lagunares mostré que hay
diferencias entre CH y C, y entre los mismos de secas a lluvias. La composicion de la comunidad de
procariotas mostr6 una fuerte correlacién con la salinidad en ambos sistemas lagunares, mas
estrictamente en CH. Tanto en CH como en C, se encontr6 que la diversidad de arqueas es mayor en
la zona marina, tal y como se ha visto en otros sistemas lagunares costeros, donde la diversidad de
este grupo incrementd con la salinidad en comparacién con las zonas de agua dulce. Los filos
bacterianos dominantes fueron Proteobacteria, Chloroflexi y Bacteroidetes en ambos sistemas; en el

caso de las arqueas fue Euryarchaeota.

La composicion taxonémica de hongos estuvo dominada por Ascomycota en méas del 50 %
en los dos sistemas lagunares durante las dos temporadas de estudio, al igual que en sedimentos de
zonas de manglar en otros sistemas. En cuanto a los hongos, no se observaron diferencias entre
temporadas, regiones y las mismas regiones para C, pero si para CH entre temporadas y regiones. Lo
cual obedece a que en CH hay una mayor regionalizacién en la concentracion salina de la columna

de agua. Ademas, los factores ambientales que mayor correlacion tuvieron con la distribucion de la

145



comunidad de hongos fue la salinidad, el OD y la temperatura, tal y como se ha observado para otras
comunidades de hongos en sistemas marinos donde estos factores impulsan la variacion en las

mismas.

La composicién de la comunidad de procariotas mostré una fuerte correlacién con el
endosulfan o, el HCH a, el DDT vy el endrin, en temporada de secas y en general para la laguna
Pastoria, permitiendo diferenciar asi los grupos de muestras para las dos temporadas y para las dos
lagunas dentro del sistema. Por su parte, la comunidad de hongos tuvo una fuerte correlacion con el
DDD, HCH B, endosulfan a y el HCH Lindano. Aunque no se ha demostrado el efecto nocivo de
alguno de estos compuestos sobre la comunidad de hongos y bacterias en estos sistemas, si se ha
confirmado que los pesticidas contienen algunos compuestos que generalmente persisten en el medio
acuatico y con el tiempo, las descargas continuas pueden formar mayores dep6sitos de residuos en

los sedimentos.

En la identificacion con taxonomia tradicional se detectaron 112 OTUs, mientras que para
COl se hallaron 124 MOTUs, 414 MOTUs con 18S-V4 y 402 MOTUs con 18S-V9. Basandose en
la cantidad de taxones detectados, los marcadores moleculares mostraron ser mas efectivos que la
morfologia; esto puede deberse a que en algunos grupos los estadios de desarrollo inicial, como larvas
y juveniles, resultan dificiles de identificar por su morfologia, mientras que con su DNA suele ser
menos complicado; también a la presencia de organismos incompletos para los cuales no se cuenta
con los apéndices o caracteres morfoldgicos completos que permitan su identificacion. Aunque, la
similitud en la composicidn de la fauna entre las muestras identificadas con técnicas tradicionales y
las moleculares result6 ser baja, el codigo de barras metagenémico ha demostrado en otros estudios,
ser sensible para el monitoreo a largo plazo debido a que puede replicar patrones ecoldgicos en varios

anos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer uso de marcadores moleculares de diferente tipo, por ejemplo, mitocondriales y
nucleares, como los acé usados para lograr detectar una mayor cantidad de grupos taxonémicos y asi
hacer mas eficiente el monitoreo bioldgico basado en eDNA. Asi mismo, el metabarcode de eDNA
debe ir de la mano con la taxonomia tradicional para mejorar el desarrollo de bibliotecas de referencia
de codigos de barras mas precisas, que permitan un biomonitoreo y un inventario de especies mas

eficientes, especialmente en areas de gran diversidad con potencial para encontrar nuevas especies.

Si bien, se observan diferencias espaciales en los dos sistemas lagunares en dos temporadas diferentes,
existe una clara regionalizacién de la diversidad (en términos de grupos dominantes), sin embargo, al
tener solo un grupo de muestras por temporada en cada sistema lagunar, estas diferencias no se pueden
atribuir a patrones estacionales, se recomienda hacer un muestreo periddico en varios afios al mismo
tiempo para confirmar esto. Aun asi, se puede apreciar un componente temporal en ambos sistemas

lagunares.
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ANEXOS

Anexo 1. Matriz de datos (presencia (1)/ausencia (0)) de OTUs identificados morfol6gicamente en los sistemas lagunares Chacahua-Pastoria y
Corralero-Alotengo por temporada (secas y lluvias).

oTuU Filo Clase Familia Género Especie Chacahua | Chacahua | Corralero Corralero
Secas Lluvias Secas Lluvias
1 Annelida Polychaeta Spionidae Boccardiella Boccardiella uncata 1 0 0 0
2 Annelida Polychaeta Capitellidae Capitella Capitella capitata 1 1 0 0
3 Annelida Polychaeta Ctenodrilidae Ctenodrilus Ctenodrilus sp. 1 0 1 0
4 Annelida Polychaeta Hesionidae - Hesionidae sp. 1 0 0 0
5 Annelida Polychaeta Nereididae - Nereidade sp. 1 0 0 0
6 Annelida Polychaeta Capitellidae - Capitellidae sp. 1 0 0 0
7 Annelida Polychaeta Capitellidae Capitella Capitella sp. 1 0 1 1
8 Annelida Polychaeta Capitellidae Capitella Capitella sp2 0 0 1 1
9 Annelida Polychaeta Capitellidae Capitella Capitella cf. capitata 0 0 1 0
10 Annelida Polychaeta Capitellidae Capitella Capitella cf. ovincola 0 0 1 0
11 Annelida Polychaeta Serpulidae - Serpulidae sp. 1 1 1 1
12 Annelida Polychaeta Serpulidae Spirobranchus Spirobranchus minutus 0 1 1 1
13 Annelida Polychaeta Cirratulidae Aphelochaeta Aphelochaeta monilaris 1 1 0 0
14 Annelida Polychaeta Pilargidae Cabira Cabira sp. 1 0 0 0
15 Annelida Polychaeta - - Eunicida sp. 1 0 0 0
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16 Annelida Polychaeta Hesionidae Gyptini Gyptini sp.

17 Annelida Polychaeta Orbiniidae Leitoscoloplos Leitoscoloplos sp.

18 Annelida Polychaeta Orbiniidae Nainereis Nainereis sp.

19 Annelida Polychaeta Hesionidae Ophiodromus Ophiodromus sp.

20 Annelida Polychaeta Hesionidae Podarkeopsis Podarkeopsis sp.

21 Annelida Polychaeta Spionidae Polydora Polydora sp.

22 Annelida Polychaeta Spionidae Pseudopolydora Pseudopolydora sp.

23 Annelida Polychaeta Spionidae Pygospio Pygospio sp.

24 Annelida Polychaeta Spionidae Pygospio Pygospio sp. 2

25 Annelida Polychaeta Sigalionidae Sigalion Sigalion sp.

26 Annelida Polychaeta Pilargidae Sigambra Sigambra ocellata

27 Annelida Polychaeta Pilargidae Sigambra Sigambra sp.

28 Annelida Polychaeta Spionidae - Spionidae sp.

29 Annelida Polychaeta Glyceridae - Glyceridae

30 Annelida Polychaeta Orbiniidae Leitoscoloplos Leitoscolo_plos cf.
panamensis

31 Annelida Polychaeta Orbiniidae Leodamas Leodamas sp.

32 Annelida Polychaeta Orbiniidae Naineris Naineris cf. setosa

33 Annelida Polychaeta Sigalionidae Pisione Pisione sp.

34 Annelida Polychaeta Spionidae Rhynchospio Rhynchospio sp.

35 Annelida Polychaeta Hesionidae Oxydromus Oxydromus minutus
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36 Annelida Polychaeta Cirratulidae Aphelochaeta Aphelochaeta monilaris
37 Annelida Polychaeta - - Errantia sp.

38 Annelida Polychaeta Syllidae - Exagoniae

39 Annelida Polychaeta Orbiniidae Leitoscoloplos Leitoscoloplos sp2
40 Annelida Polychaeta Nereididae Neanthes Neanthes sp.

41 Annelida Polychaeta Opheliidae - Opheliidae sp.

42 Annelida Polychaeta Nereididae Nereis Nereis sp.

43 Annelida Polychaeta Orbiniidae Ophiodromos Ophiodromos sp.
44 Annelida Polychaeta Pectinariidae - Pectinariidae

45 Artropoda Hexanauplia Balanidae - Balanidae sp.

46 Artropoda Ostracoda Cytheruridae - Cytheruridae sp.
47 Artropoda Ostracoda Cyprididae - Cyprididae 1

48 Artropoda Ostracoda Cyprididae - Cyprididae 2

49 Artropoda Ostracoda Cyprididae - Cyprididae 3

50 Artropoda Ostracoda - - Podocopida

51 Artropoda Hexanauplia - - Balanomorpha sp.
52 Artropoda Ostracoda Cytheruridae - Cytheruridae 1
53 Artropoda Ostracoda Cytheruridae - Cytheruridae 2
54 Artropoda Ostracoda Cytheruridae - Cytheruridae 3
55 Artropoda Malacostraca - - Decapoda sp.

56 Artropoda Malacostraca Alpheidae Metalpheus Metalpheus sp.
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57 Artropoda Ostracoda - - Ostracoda sp.

58 Artropoda Malacostraca Pinnotheridae Pinnixa Pinnixa sp.

59 Artropoda Malacostraca Portunidae Portunus Portunus cf. tuberculatus

60 Artropoda Hexanauplia Balanidae Amphibalanus Amphibalanus sp.

61 Artropoda Hexanauplia Balanidae - Balanidae 1

62 Artropoda Hexanauplia Balanidae - Balanidae 2

63 Artropoda Malacostraca Alpheidae Metalpheus Metalpheus sp. 2

64 Artropoda Malacostraca - Thalassinoidea Thalassinoidea sp.

65 Mollusca Gastropoda Tornatinidae Acteocina Acteocina infrequens

66 Mollusca Gastropoda Cerithiidae Alabina Alabina effusa

67 Mollusca Gastropoda Assimineidae Angustassiminea Angustassiminea
californica

68 Mollusca Bivalvia Anomiidae Anomia Anomia peruviana

69 Mollusca Bivalvia Noetiidae Arcopsis Arcopsis solida

70 Mollusca Gastropoda Caecidae Caecum Caecum insculptum

71 Mollusca Bivalvia Arcidae Calloarca Calloarca alternata

72 Mollusca Bivalvia Corbulidae Caryocorbula Caryocorbula colimensis

73 Mollusca Gastropoda Potamididae Cerithideopsis Cerithideopsis montagnei

74 Mollusca Gastropoda Cerithiidae Cerithium Cerithium vulgatum

75 Mollusca Bivalvia Caecidae Chione Chione compta

76 Mollusca Bivalvia Caecidae Chionopsis Chionopsis amathusia
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77 Mollusca Gastropoda Cylichnidae Cylichnella Cylichnella defuncta
78 Mollusca Bivalvia Donacidae Donax Donax californicus

79 Mollusca Bivalvia Tellinidae Eurytellina Eurytellina regia

80 Mollusca Bivalvia Ungulinidae Felaniella Felaniella sericata

81 Mollusca Gastropoda Pisaniidae Hesperisternia Hesperisternia elegans
82 Mollusca Gastropoda Pisaniidae Hesperisternia Hesperisternia panamica
83 Mollusca Gastropoda Caecidae Iliochione Iliochione subrugosa
84 Mollusca Bivalvia Lasaeidae Kelliopsis Kelliopsis obliqua

85 Mollusca Bivalvia Cardiidae Laevicardium Laevicardium elatum
86 Mollusca Bivalvia Veneridae Leukoma Leukoma asperrima
87 Mollusca Bivalvia Mytilidae Mytella Mytella charruana

88 Mollusca Gastropoda Nassariidae Nassarius Nassarius bailyi

89 Mollusca Gastropoda Nassariidae Nassarius Nassarius nodicinctus
90 Mollusca Gastropoda Naticidae Natica Natica sp.

91 Mollusca Gastropoda Neritidae Vitta Vitta virginea

92 Mollusca Bivalvia Lucinidae Parvilucina Parvilucina mazatlanica
93 Mollusca Gastropoda Nassariidae Phrontis Phrontis complanata
94 Mollusca Bivalvia Solecurtidae Tagelus Tagelus longisinuatus
95 Mollusca Bivalvia Solecurtidae Tagelus Tagelus politus

96 Mollusca Gastropoda Cerithiopsidae Seila Seila assimilata

97 Mollusca Gastropoda Muricidae Stramonita Stramonita biserialis
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98 Mollusca Gastropoda Naticidae Notocochlis Notocochlis chemnitzii
99 Mollusca Gastropoda Turritellidae Turritella Turritella sp.

100 Mollusca Gastropoda Columbellidae Mazatlania Mazatlania fulgurata
101 Mollusca Bivalvia Veneridae Cyclinella Cyclinella subquadrata
102 Bryozoa - - - R

103 Cordata - - - R

104 Foraminifera - - - B

105 Cnidaria Hydrozoa - - -

106 Artropoda Insecta - - -

107 Nemertea - - - -

108 Phoronida - - - -

109 Sipunculida - - - R

110 Echinodermata | Ophiuroidea - - -

111 Artropoda - - - R

112 Cordata - - - R
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Anexo 2. MOTUs de metazoos por filo en cada una de los sistemas lagunares estuadiados

Chacahua-Pastoria

Corralero- Alotengo

Filo No Total de MOTUs
No. MOTUs No. MOTUs
Arthropoda 148 110 81
Cnidaria 33 26 22
Mollusca 32 26 21
Annelida 30 23 23
Porifera 25 23 15
Chordata 24 20 18
Nematoda 15 10 10
Rotifera 9 7 8
Echinodermata 3 2 2
Nemertea 3 2 2
Platyhelminthes 3 1 3
Chaetognatha 2 1 1
Placozoa 2 1 1
Gastrochida 1 1 1
Kinorhyncha 1 0 1
Xenacoelomorpha 1 1 0
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Anexo 3. Nuevos reportes. Resultados de BLAST en NCBI para nuevos registros potenciales en la regién.

Metazoos

OoTuU ID

Descripcion

Max.
Score

Total Score

Query Cover

E. Value

Porcentaje de
identidad

Accession

Ndmero de
lecturas

OTU_146

Amphibalanus eburneus isolate
ES_ebur01 cytochrome oxidase subunit
I (COI) gene, partial cds; mitochondrial

555

555

100.0%

7E-154

100.0%

MK240317.

71

0OTU_199

Macrothrix sp. HE-364 cytochrome
oxidase subunit 1 (COI) gene, partial
cds; mitochondrial

551

551

100.0%

9E-153

99.7%

KC617066.1

37

OTU_1120

Calanus propinquus isolate CAPR3
cytochrome c oxidase subunit 1 (cox1)
gene, partial cds; mitochondrial

538

538

100.0%

7E-149

99.0%

KC754433.1

Microeu

cariotas

OTU ID

Descripcion

Max.
Score

Total Score

Query Cover

E. Value

Porcentaje de
identidad

Accession

Numero de
lecturas

OTU 412

Alexandrium leei Al_KOCHI genes for
18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2,
28S rRNA, partial and complete
sequence

684

684

100%

100.00%

LC474142.1

250

OTU 991

Amphidinium Kklebsii isolate
CMSTACO018 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence

684

684

100%

100.00%

EU046335.1

19

OTU 257

Gyrodinium jinhaense strain
GSBS1612 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence; 5.8S
ribosomal RNA gene, complete
sequence; and large subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

684

684

100%

100.00%

MH665395.1

479
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OTU_1298

Lingulodinium polyedrum gene for 18S
rRNA, partial sequence, country: USA:
California, San Pedro Harbor

656

656

100%

98.65%

AB693196.1

45

0oTuU_237

Prorocentrum triestinum isolate
NY13S_196 small subunit ribosomal
RNA gene, partial sequence

673

673

100%

99.46%

KY980052.1

417

0TU_860

Pellucidodinium psammophilum gene
for 18S ribosomal RNA, partial
seguence, isolate: Nosappu

656

656

100%

98.65%

LC027032.1

99

0OTU_2803

Nusuttodinium aeruginosum genes for
18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2,
large subunit ribosomal RNA, partial
and complete sequence

590

590

100.0%

2E-164

95.4%

AB921311.1

OTU_1756

Alexandrium ostenfeldii JS9 gene for
18S ribosomal RNA, partial sequence

667

667

100%

99.19%

LC433644.1

203

OTU_19

Alexandrium pohangense genomic
DNA sequence contains 18S rRNA
gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2 and
28S rRNA gene, strain APPH1409,
isolate#1

673

673

100%

99.46%

LN811348.1

14801

OTU 597

Gonyaulax spinifera genomic DNA
containing 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S
rRNA gene, ITS2, 28S rRNA gene,
culture collection CCAP 1118/2

673

673

100%

99.46%

FR865625.1

194
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