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Resumen

La integracién de monitoreos tradicionales de biodiversidad con metabarcoding de ADN
ambiental se ha vuelto frecuente por su complementariedad taxondmica. Sin embargo, las
comparaciones de métodos tradicionales y novedosos con datos histéricos a largo plazo siguen
siendo escasas, dificultando poner en perspectiva la contribucién de cada uno. Se llevaron a cabo
evaluaciones exhaustivas de la biodiversidad en las regiones Norte y Central del Golfo de
California utilizando tanto metabarcoding de ADN ambiental, como censos visuales, capturas de
peces con uso de anestésico, y un compilado histdrico de especies de la regidon. En primer lugar,
se empled el metabarcoding de ADN ambiental con el metabarcode 18S para apuntar a grandes
grupos de eucariotas: invertebrados, vertebrados, algas, hongos y otros eucariotas. El nuevo
compilado de eucariotas incluyd 52 phyla, 160 clases, 577 érdenes, 1,599 familias, 3,525 géneros,
y 6,375 especies. Los analisis revelaron una diversidad taxonédmica sustancial previamente pasada
por alto, con el metabarcode 18S detectando una gran diversidad de altos rangos taxonémicos
dentro de mirco-invertebrados, hongos microscépicos y otros micro-eucariotas. En general, se
encontré que cada método de monitoreo presentd diferente sesgo taxondmico, con pocas
detecciones de vertebrados con el metabarcode 18S, censos visuales enfocados a peces y algunos
macroinvertebrados dentro de 7 phyla, y registros histdricos con una pobre riqueza de hongos y
micro-eucariotas. En segundo lugar, se compararon peces cripticos y conspicuos detectados
mediante el metabarcode 12S, censos visuales y capturas con anestésico, cuyos niveles se
compararon con aquellos del registro histérico. Mientras que la contribucién del ADN ambiental
alas 139 especies de peces conspicuos fue equiparable a censos visuales, solo 5 de las 60 especies
de peces cripticos detectadas aparecieron en el metabarcode 12S, destacando el uso de
anestésico como el mejor método de deteccidn, bajo las limitantes del presente estudio. A pesar
de los desafios, como las bases de datos de referencia genética incompletas y los sesgos
metodolégicos detectados, la combinacién de métodos expandio significativamente la amplitud
taxondmica en comparacién con los registros histdricos, enfatizando la necesidad de incorporar
técnicas novedosas para una comprension mas completa de la biodiversidad regional del Golfo
de California. Por ultimo, se identificaron patrones heterogéneos de biodiversidad regional,
posiblemente relacionados a sesgos metodoldgicos y diferencias intrinsecas a los distintos grupos
de eucariotas. Los resultados del presente estudio resaltan que la biodiversidad del Golfo de
California es mucho mayor de lo que se creia, y que los paradigmas de distribucién de la riqueza
y composicién comunitaria pueden no ser compartidos entre todos los eucariotas.

Palabras clave: ADN ambiental, metabarcoding, biodiversidad comunitaria, arbol de la vida,
biomonitoreo.
Orcid ID: 0000-0002-3156-201X
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Summary

Integrating traditional biodiversity monitoring with environmental DNA metabarcoding has
become common due to their taxonomic complementarity. However, comparisons of traditional
and novel methods with long-term historical data remain scarce, hindering the perspective on the
contribution of each. Comprehensive biodiversity assessments were conducted in the Northern
and Central regions of the Gulf of California using both environmental DNA metabarcoding and
traditional methods such as visual censuses, fish captures using anesthetics, and a historical
compilation of species in the region. Firstly, environmental DNA metabarcoding with the 18S
metabarcode was employed to target major groups of eukaryotes: invertebrates, vertebrates,
algae, fungi, and other eukaryotes. The new compilation of eukaryotes included 52 phyla, 160
classes, 577 orders, 1,599 families, 3,525 genera, and 6,375 species. Analyses revealed substantial
taxonomic diversity previously overlooked, with environmental DNA metabarcoding detecting a
wide diversity of high taxonomic ranks within micro-invertebrates, microscopic fungi, and other
micro-eukaryotes. Overall, each monitoring method showed different taxonomic biases, with few
vertebrate detections with the 185 metabarcode, visual censuses focused on fish and some
macro-invertebrates within 7 phyla, and historical records with poor richness of fungi and micro-
eukaryotes. Secondly, cryptic and conspicuous fish detected through the 12S metabarcode, visual
censuses, and anesthetic captures were compared, with detections then compared to those of
the historical record. While the contribution of environmental DNA to the 139 species of
conspicuous fish was comparable to visual censuses, only 5 out of 60 species of cryptic fish
detected appeared in the 12S metabarcode, highlighting the use of anesthetics as the best
detection method, under the limitations of the present study. Despite challenges such as
incomplete genetic reference databases and detected methodological biases, the combination of
methods significantly expanded the taxonomic breadth compared to historical records,
emphasizing the need to incorporate novel techniques for a more comprehensive understanding
of the regional biodiversity of the Gulf of California. Lastly, discrepancies in regional biodiversity
patterns were identified, highlighting the influence of methodological biases, intrinsic
characteristics of different groups of eukaryotes, both interacting with the dynamic nature of
marine ecosystems. The results of this study emphasize that the biodiversity of the Gulf of
California is much greater than previously believed, and that paradigms of richness distribution
and community composition may not be shared among all eukaryotes."

Keywords: eDNA, metabarcoding, community biodiversity, tree of life, biomonitoring
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1. INTRODUCCION

La biodiversidad marina es un componente crucial del planeta, albergando entre el 15% y el 35%
de todas las especies conocidas, ademds de constituir el 78% de la biomasa animal global (Mora
et al., 2011; Grosberg et al., 2012; Bar-On et al., 2018). Sin embargo, los océanos reciben menos
del 10% de los recursos para conservacion a nivel mundial, lo que resulta en un desequilibrio en
la atencién hacia la biodiversidad marina en comparacion con los ecosistemas terrestres (Caldwell
et al., 2024). Los cambios en los océanos, como el aumento de temperatura y otras alteraciones
biogeoquimicas, estan provocando cambios en la distribucién de especies y habitats marinos, lo
gue a su vez puede alterar las interacciones ecoldgicas y la estructura de los ecosistemas marinos

(Portner et al., 2019; Lenoir et al., 2020; Pinsky et al., 2020).

Para mejorar el entendimiento y mitigar afectaciones por estos cambios, es fundamental mejorar
los inventarios taxonémicos y considerar grupos histéricamente menos estudiados de la
biodiversidad marina, como la micro-biota, fauna criptica y habitats de dificil acceso (Pawlowski
etal., 2018; Seymour et al., 2020; Caldwell et al., 2024). Adema3s, es esencial describir los patrones
geograficos de biodiversidad a distintas escalas y niveles de organizacién bioldgica, para
establecer nuevas lineas base y comprender cdmo las condiciones del ambiente y la
retroalimentacion de procesos que ocurren al interior de las comunidades moldean los patrones
regionales de biodiversidad (Blowes et al., 2019; Manel et al., 2020). Las técnicas convencionales
de monitoreo de biodiversidad en el medio marino, como artes de pesca o censos visuales
submarinos, se caracterizan por tener elevados costos y una capacidad de resolucion espacio-

temporal y taxondmica limitada.

En este contexto, el metabarcoding de ADN ambiental ha surgido como una herramienta
prometedora para el monitoreo de la biodiversidad. Esta técnica, que analiza el ADN presente en
muestras ambientales, permite detectar una amplia gama de organismos de manera no invasiva
y con un alto poder de resolucidon taxonémica (Rodriguez-Ezpeleta et al., 2021; Takahashi et al.,
2023). Sin embargo, la eficacia del metabarcoding de ADN ambiental para capturar la diversidad
en el medio marino aun no estd completamente comprendida y los protocolos para su uso son
cada vez mas diversos, lo que dificulta su implementacion. Su eficacia puede verse limitada por

diversos factores, como la disponibilidad de secuencias de referencia genética y la resolucion



taxondmica de los diversos marcadores moleculares (Collins et al., 2019; Gomez-Buckley et al.,

2023).

El Golfo de California, con su rica biodiversidad y caracteristicas geograficas Unicas, proporciona
un escenario ideal para investigar la eficacia del metabarcoding de ADN ambiental en la deteccion
de biodiversidad de diferentes grupos taxondmicos. Este mar interior del Pacifico Oriental alberga
una gran cantidad de especies endémicas y es considerado un hotspot de biodiversidad (Roberts
et al., 2002). La distribucién y abundancia de los distintos habitats, las condiciones oceanograficas
y la marcada heterogeneidad ambiental influyen sobre la diversidad y estructura meta-
comunitaria de diferentes grupos de organismos (Ulate et al., 2016; Galland et al., 2017; Olivier
et al., 2018). El estudio de la biodiversidad del golfo tiene una larga historia, de mds de 150 afios
(Brusca et al., 2005), y ha devenido en amplio conocimiento, principalmente de peces (Hastings
et al., 2010; Galland et al., 2017; Olivier et al., 2018), maco-invertebrados bentdnicos (Brusca y
Hendrickx, 2010; Ulate et al., 2016), y componentes del plancton como huevos y larvas de peces
(Peguero-Icaza et al., 2008; Sanchez-Velasco et al., 2017; Ahern et al., 2018). En un compilado
reciente, se han identificado mds de 12,000 especies incluyendo vertebrados e invertebrados,
algas y otros microorganismos (Morzaria-Luna et al., 2018), cuya distribucidon ha servido para

mapear la distribucién de la rigueza a nivel regional (Munguia-Vega et al., 2018a).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la diversidad y estructura meta-comunitaria a escala
regional de grandes grupos de eucariotas, usando una combinacidon de metabarcoding de ADN
ambiental, censos visuales submarinos, capturas de peces con uso de anestésico y el compilado
histérico georreferenciado del Golfo de California. La técnica de metabarcoding de ADN
ambiental se aplicd para dos marcadores moleculares de diferente tasa mutacional, cuya
resolucién taxondmica aborda al conjunto de eucariotas sin entrar a gran detalle (metabarcode
18S), y a los vertebrados con mejor discriminacion a nivel de especie (metabarcode 12S). Los
eucariotas fueron clasificados en 5 grandes grupos: vertebrados, invertebrados, algas, hongos y
otros eucariotas, mientras que los peces fueron clasificados en cripticos y conspicuos. De este
modo, se pudo discriminar las diferentes contribuciones taxondmicas de métodos tradicionales,
en comparacion con los aportes novedosos del metabarcoding de ADN ambiental, y mapear los

patrones de biodiversidad emergentes.



2. ANTECEDENTES

2.1 Monitoreo de biodiversidad en el medio marino

La biodiversidad se puede entender como tres componentes anidados, al interior de las especies
o diversidad genética, diversidad de especies, y diversidad de ecosistemas (Convention on
Biological Diversity, 1992). Monitorear la diversidad comunitaria presenta un reto especialmente
complejo en el medio marino, ocupando 99% del volumen de habitats del planeta e incluyendo
un estimado de 15-35% de las especies, lo que engloba 78% de la biomasa animal del mundo
(Mora et al., 2011; Grosberg et al., 2012; Bar-On et al., 2018). La vida en el mar es 3 veces mas
antigua que la vida en la superficie, con una historia evolutiva riquisima, incluyendo el doble de
phyla que el ambiente terrestre con 15 phyla exclusivamente marinos. Sin embargo, un meta-
analisis reciente identificando tendencias globales en conservacion de diversidad, encontré que
los océanos reciben menos del 10% de los recursos para conservacion a nivel mundial, con un
sesgo histdrico hacia animales y ecosistemas terrestres, considerando miles de articulos

cientificos de las Ultimas cuatro décadas (Caldwell et al., 2024).

Estudios recientes evidencian cambios en rangos de distribucion de especies y habitats debidos
al calentamiento de los océanos y otras alteraciones biogeoquimicas que afectan el medio marino
(Lenoir et al., 2020; Pinsky et al., 2020). Estos re-arreglos pueden desencadenar nuevas
interacciones ecoldgicas, con el potencial de producir alteraciones en la estructura de
ecosistemas y los servicios que proveen (Portner et al.,, 2019). Para poder identificar y
comprender los desencadenantes de re-estructuracién de comunidades, y sus consecuencias
sobre la salud de los ecosistemas, es importante mejorar los inventarios taxondmicos mas alla de
grupos histéricamente reconocidos, a lo largo del arbol de la vida (Pawlowski et al., 2018;

Seymour et al., 2020).

Las comunidades marinas son tradicionalmente evaluadas a partir de distintos métodos, de
acuerdo con el grupo taxonémico objetivo. Los métodos de monitoreo pueden ser invasivos,
como capturas utilizando trampas, redes, lineas de pesca, etc.; y no invasivos, como censos
visuales realizados por buzos calificados, grabaciones de video y métodos acusticos. Las técnicas

tradicionales de monitoreo enfocadas a captura u observacién de macrofauna, raramente
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incorporan el componente microscopico, poco abundante o criptico de los ambientes marinos,
llevando a sesgos histéricos en la representacidn de estos grupos en inventarios de biodiversidad
marinos (Keck et al., 2022; Caldwell et al., 2024). Un caso ejemplar es el componente
criptobéntico de peces arrecifales, ya que su pequefio tamafio y naturaleza criptica dificultan su
identificacion. Los estudios de diversidad de peces cripticos suelen involucrar muestreos invasivos
con uso de anestésicos para capturar a los individuos (Ackerman y Bellwood, 2000; Gonzalez-
Cabello y Bellwood, 2009). La asignacién taxondmica también es comparativamente compleja en
comparacion con los peces conspicuos (no cripticos) ya que la diversidad filogenética de este
grupo incluye a las familias mas diversas de peces, como los gébidos y blénidos, por lo que la
literatura para la asignacion taxondmica es limitada, quizas no proviene de la regién geografica

de interés y/o ha sido comparativamente poco validada.

2.2 Metabarcoding de ADN ambiental

La técnica de metabarcoding de ADN ambiental ha visto un incremento exponencial en sus
aplicaciones en la ultima década, demostrando ser no invasiva, complementaria a los métodos
tradicionales de monitoreo, y contar con un poder comparable o mayor a los métodos cldsicos en
estudios de biodiversidad (Rodriguez-Ezpeleta et al., 2021; Keck et al., 2022; Takahashi et al.,
2023). Se entiende como ADN ambiental al material genético presente en muestras tomadas del
ambiente, como agua, aire o sedimento. Su origen puede ser células de la piel, de mucosas, saliva,
esperma, huevos, heces, sangre, organismos en descomposicién y microorganismos completos
(Taberlet et al., 2012). EI ADN ambiental se procesa en laboratorio con la técnica de
metabarcoding, en la que se identifica y amplifica una secuencia genética (conocida como
marcador molecular, metabarcode o amplicén) que posee cierto grado de discriminacién
taxondmica, generalmente dentro de genes altamente conservados. Gracias al desarrollo en
secuenciacion de alta resolucién, millones de secuencias amplificadas en distintos ambientes
pueden ser indexadas mediante la adicién de adaptadores (secuencias de ADN conocida de 4-8
pares de bases, “pb”) y multiplexadas (combinadas) para su secuenciacién conjunta, permitiendo

asi la caracterizacion indirecta de comunidades a partir de su “huella genética” en el ambiente.

La seleccion del marcador molecular tiene una gran influencia en la diversidad recuperada, debido

principalmente a factores como la tasa mutacional, que incide en el balance entre amplitud



taxondmica (el tamafio del grupo objetivo, por ej. eucariotas, corales o peces) y resoluciéon
taxondmica (el nivel de detalle al que se pueden identificar las secuencias recuperadas, por ej.
orden, género o especie). Otro factor determinante es la eficiencia de amplificacion dentro del
grupo taxonédmico objetivo, debido a diferencias en la afinidad entre cebador y secuencia objetivo
al momento de realizar la amplificacién, lo que resulta en una proporcién desigual del producto
de amplificacién con respecto a la proporcidn inicial de taxa en la muestra (Collins et al., 2019;

Casey et al., 2021).

Por ejemplo, el gen ribosomal 16S presente en la mitocondria es comUnmente usado en
descripcidn de procariotas, invertebrados y peces (Djurhuus et al., 2020; Holman et al., 2021); el
gen ribosomal 18S, de tasa mutacional menor y presente en numerosas copias en el genoma
nuclear, puede detectar diversidad de eucariotas, con un compromiso de resolucién a nivel
especie (Guardiola et al., 2015; Wangensteen et al., 2018); el gen mitocondrial citocromo oxidasa
1 (COI) posee una rapida tasa mutacional y ha sido ampliamente utilizado para numerosos grupos
taxondmicos por su alta resolucién, aunque posee elevados niveles de deteccién de taxa no-
objetivo (Collins et al., 2019; Gédmez-Buckley et al., 2023); el gen ribosomal 12S presente en la
mitocondria ha sido ampliamente usado para peces por su resolucion y especificidad (Valentini

et al., 2016; Sawaya et al., 2019; Miya et al., 2020).

La ventaja de conocer el compromiso entre la amplitud taxondmica y nivel de resolucidn de cada
marcador molecular confiere al ADN ambiental la versatilidad de abordar la biodiversidad desde
multiples niveles jerarquicos, ya que existen regiones del genoma que permiten discriminar el
nivel de diversidad entre poblaciones al interior de una especie (Sigsgaard et al., 2017), hasta
diversidad de grandes linajes evolutivos (Bakker et al., 2019). Esto facilita abordar distintas
problematicas de manejo y conservacion, que van desde evaluar la salud de una especie mediante
marcadores especificos, a procesos ecosistémicos en los que quizas la identificacién de especies
es menos relevante en contraste con la identificacién de grandes grupos funcionales o niveles

tréficos (Zhang et al., 2020).

El poder de deteccion de cada marcador también se ve fuertemente condicionado por la
abundancia y calidad de referencias que se pueden extraer de repositorios publicos como

GenBank (Pruitt et al., 2005), a partir de los cuales se realiza la asociacion entre secuencia y



especie, o ancestro comin mas cercano (Deiner et al., 2017a; Rodriguez-Ezpeleta et al., 2021). La
cobertura taxondmica y geografica de la biodiversidad en repositorios publicos es una de las
principales limitantes de la técnica (Schroeter et al., 2019; Bucklin et al., 2021; Questel et al.,
2021), por lo que numerosos trabajos generan en paralelo sus propias bases de referencia locales
para mejorar el poder de asignacidn taxondmica de las secuencias recuperadas (Wangensteen et

al., 2018; Cilleros et al., 2019; Saenz-Agudelo et al., 2021).

En el mundo, las aplicaciones del metabarcoding de ADN ambiental abarcan un amplio espectro
espacio-temporal, desde estudios que abordan la riqueza global de peces (Jerde et al., 2019), a
planes nacionales de monitoreo de ecosistemas acuaticos (Pawlowski et al., 2020), a estudios a
escala regional (Sevellec et al., 2020; Zhang et al., 2020), y a escala local (Stat et al., 2017).
Numerosos ejemplos y recientes meta-andlisis revelan el potencial del metabarcoding de ADN
ambiental como complemento a los monitoreos tradicionales, por su capacidad de abordar
grupos taxonémicos no detectados, y por recuperar patrones de biodiversidad congruentes con
métodos tradicionales (Keck et al., 2022). Sin embargo, como toda disciplina emergente, requiere
de tiempo y aplicacién en estudios empiricos y tedricos para poder ser utilizado como un método
estandar de monitoreo de biodiversidad (Alberdi et al., 2018; Calderdn-Sanou et al., 2019; Kelly
etal., 2019).

2.3 El Golfo de California y su biodiversidad

El Golfo de California es el unico mar interior del Pacifico Oriental, posee aproximadamente 80
Islas y mas de 800 Islotes, y ha sido catalogado como hotspot de biodiversidad a nivel mundial
por sus niveles de riqgueza y endemismo (Roberts et al., 2002). Sus caracteristicas geograficasy la
diversidad de ecosistemas que alberga ofrecen numerosos servicios ecosistémicos, incluyendo
aproximadamente la mitad de las pesquerias comerciales de México, y un medio de vida para
muchas personas que habitan sus costas a través de la pesca artesanal y deportiva, y el turismo

(Lluch-Cota et al., 2007).

El monitoreo continuo de biodiversidad en el conjunto de ecosistemas que componen el Golfo de
California presenta un reto logisticamente complejo. De acuerdo con una compilacién histérica

realizada a partir de repositorios publicos de biodiversidad y multiples campafias de monitoreo,



se han identificado mas de 12,000 especies, incluyendo algas, peces, mamiferos marinos,
invertebrados y multiples eucariotas unicelulares (Morzaria-Luna et al., 2018). De acuerdo con la
literatura tradicional, la composicidon de la macrofauna del Golfo de California incluye 4,854
especies de macroinvertebrados y 1,115 vertebrados identificados (Brusca et al., 2005). Entre los
vertebrados se distinguen 801 peces teledsteos y 87 elasmobranquios, con un nivel de
endemismo que ronda el 10% (Brusca et al., 2005). El componente de peces arrecifales que
habitan ambientes coralinos y rocosos incluye 361 especies (Robertson y Allen, 2015), de las
cuales 104 son especies catalogadas como criptobénticas o cripticas, y aqui el grado de

endemismo ronda el 40% (Galland et al., 2017).

Ciertos grupos taxonémicos, como peces (Gonzalez-Cabello y Bellwood, 2009; Olivier et al., 2018)
y macroinvertebrados (Ulate et al., 2016), han sido histéricamente favorecidos en el Golfo de
California por sobre otros grupos taxonédmicos de menor tamafio o relaciones mas indirectas con
el ser humano. Las caracteristicas fisicas y estructuraciéon de comunidades de peces e
invertebrados consistentemente dividen al Golfo de California en tres regiones biogeograficas:

norte, centro y sur (Fig. 1) (Walker, 1960; Thomson et al., 2000; Brusca et al., 2005).

En el Golfo Norte se pueden describir dos biomas. El Alto Golfo parte desde la desembocadura
del rio Colorado, alli predomina una baja profundidad y elevados niveles de sedimentos en agua
por la accién de fuertes corrientes causadas por los rangos extremos de mareas. Mas al sur, pero
aun en el Golfo Norte, se ubica la “zona de las grandes Islas” de mayor profundidad y
predominancia de arrecifes rocosos con numerosos bosques de macroalgas. Al sur de las grandes
Islas se da la transicién al Golfo Central, en donde las cuencas tienen mayor tamano vy
profundidad. Alli se distinguen en mayor medida la costa peninsular con numerosos arrecifes
rocosos y pocos afluentes desde la peninsula, de las costas lodosas y arenosas, con multiples
afluentes desde el continente. El Centro y Sur del Golfo se separan en la punta sur de la Bahia de
La Paz del lado peninsular y a la altura de Guaymas en la costa continental. La regidn sur se
caracteriza por la presencia de manglares y arrecifes coralinos ademas de costas rocosas y
arenosas del lado peninsular, y playas arenosas, estuarios y lagunas costeras del lado continental

(Lluch-Cota et al., 2007; Munguia-Vega et al., 2018a).
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El paradigma de distribucion espacial de la riqueza entre regiones del golfo denota una mayor
riqueza en el Golfo Central, con niveles que disminuyen hacia norte y sur (Ulate et al., 2016;
Galland et al., 2017; Fernandez-Rivera Melo et al., 2018; Munguia-Vega et al., 2018a). Por
ejemplo, las comunidades de peces en el Golfo de California son principalmente tropicales, con
un 87% de las especies también encontradas fuera del golfo hacia el sur, pero también alberga
un 31% de especies de afinidad templada, encontradas también en la costa del Pacifico Norte
(Brusca et al., 2005), incluyendo varias poblaciones disyuntas, que estan limitadas por
temperaturas mas cdlidas en el Golfo Central y Sur (Bernardi et al., 2003). Asi, la diversidad de
especies alcanza su punto maximo en el Golfo Central, donde coinciden las regiones faunisticas
tropicales Panamicas y templadas del noreste del Océano Pacifico (Brusca et al., 2005; Munguia-

Vega et al., 2018a).

El primer estudio de metabarcoding de ADN ambiental en el Golfo de California (Valdivia-Carrillo
etal., 2021), compara la cobertura taxonémica y patrones espaciales de biodiversidad con censos
visuales submarinos de peces teledsteos. Los resultados destacan la complementariedad de
técnicas, duplicando el poder de deteccion de especies de peces mediante métodos combinados.
El patron espacial de variacién de la biodiversidad a escala regional también fue similar entre
métodos, recuperandose el pico de riqueza del Golfo Central y la diferenciacién entre Golfo

Central y Norte (Valdivia-Carrillo et al., 2021).

El presente estudio consistid en una extension del trabajo mencionado, en el que se investigd el
poder de resolucion taxondmica del metabarcoding de ADN ambiental, enfocdndose en la
deteccidn de grandes grupos de eucariotas mediante el metabarcode 18S, y la deteccion de peces
cripticos mediante el metabarcode 12S. Estos grupos taxondmicos fueron seleccionados por que
distinguen grupos mejor estudiados, como peces e invertebrados, de algas, hongos y otros

eucariotas unicelulares, en donde aun mucha diversidad queda por describir.

El caso de peces cripticos es un ejemplo a mayor detalle, ya que son comunmente el componente
oculto de peces arrecifales. Los peces cripticos representan aproximadamente el 50% de los
individuos y el 40% de las especies de arrecifes de coral (Goatley et al., 2016; Brandl et al., 2018).
Este grupo de peces proviene principalmente de 17 familias que poseen entre el 10%

(Syngnathidae) y el 90% (Tripterygiidae) de especies caracterizadas por sus pequefios tamafios



corporales (longitud de hasta 50 mm), mostrando morfologia y/o comportamiento criptico
(Brandl et al., 2018). Tales caracteristicas los excluyen de la mayoria de las campafias de
monitoreo tradicionales basadas en la identificacién visual morfoldgica (Ackerman y Bellwood,
2000; Depczynski et al., 2007). Sin embargo, se ha propuesto que este grupo de peces pequefios
desempeiia un papel clave en las redes tréficas al transferir nutrientes hacia organismos de mayor
tamafio (Brandl et al.,, 2018; Goatley et al.,, 2020). Ademas, los peces cripticos han sido
denominados "especialistas de microhabitat" (Depczynski y Bellwood, 2004) debido a poseer
mayor especificidad de nicho, y poseen otros rasgos ecoldgicos que los distinguen de los peces
conspicuos, incluyendo alta fidelidad al sitio, altas densidades poblacionales, rdpido recambio
generacional y tasas de especiacidn, y una naturaleza cuasi-sésil luego del asentamiento de larvas

moviles (Gonzdlez-Cabello y Bellwood, 2009; Goatley et al., 2016; Brandl| et al., 2018).

Hasta ahora, la mejor manera de estudiar los peces cripticos ha sido mediante estaciones
anestésicas u otras herramientas invasivas, con la extraccion y la ardua identificacién taxondmica
actuando como factores limitantes (Ackerman y Bellwood, 2000). En la ultima década, el
metabarcoding de ADN ambiental ha ganado mucha atencion como una herramienta de
monitoreo no invasiva capaz de detectar la biodiversidad rara y criptica (Rodriguez-Ezpeleta et
al., 2021; Miya, 2022; Takahashi et al., 2023). A pesar de la afirmacién frecuente encontrada en
estudios de metabarcoding de ADN ambiental sobre la inclusién de fauna criptica y rara en
inventarios taxondmicos, la eficacia del metabarcoding de ADN ambiental para capturar
simultdneamente los componentes criptico y conspicuo de la diversidad de peces permanece
poco clara. Solo se ha encontrado un articulo recientemente publicado (Gémez-Buckley et al.,
2023) que compara estaciones anestésicas y metabarcoding de ADN ambiental para describir la
composicion comunitaria de peces cripticos en Tonga (Océano Pacifico Occidental), encontrando
en sus muestras de ADN ambiental solo cuatro de las 33 especies de peces cripticos capturadas
con anestesia. Los autores sugieren que las principales causas del bajo rendimiento del ADN
ambiental fueron la baja abundancia de ADN criptico en sus muestras, en parte explicada por la
alta tasa de amplificaciones de metazoos no objetivo asociados con la eleccién del metabarcode
COlI (Collins et al., 2019), asi como la falta de secuencias de referencia genética en repositorios

publicos (Mugnai et al., 2021), como se ha descrito en la seccidn previa.
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3. JUSTIFICACION

A pesar de los esfuerzos acumulados hasta la fecha, muchos aspectos de la biodiversidad de los
océanos aun no se comprenden. No es posible monitorear cambios en la biodiversidad sin tener
conocimiento de base, por lo que se reconoce la necesidad y urgencia de describir la biodiversidad

marina, especialmente en paises subdesarrollados de elevada biodiversidad.

Las herramientas genéticas han probado tener enorme potencial para el monitoreo de la
biodiversidad en el mar. Particularmente, la técnica de metabarcoding de ADN ambiental provee
la oportunidad de realizar monitoreos estandarizados, continuos e independientes de expertos
en taxonomia, y es capaz de representar ecosistemas y grupos histéricamente desfavorecidos,
especialmente el componente microscépico y la fauna que, por su tamafio, morfologia,
comportamiento o distribucion, se ven poco representados en monitoreos tradicionales de

macrofauna.

Los bienes y servicios del Golfo de California son disputados por diversos grupos, incluyendo
conservacionistas, productores, pescadores y desarrolladores turisticos, muchas veces con
intereses contradictorios. A su vez, el cambio en las condiciones de los océanos incentiva re-
arreglos en las comunidades, con posible impacto en la salud de los ecosistemas. Por ende, es
necesario comprender como se distribuye la biodiversidad en el golfo, para disefiar estrategias
gue balanceen los intereses de los agentes involucrados y asi garantizar la sustentabilidad del

sistema a largo plazo.

El presente estudio contribuye a actualizar los inventarios regionales de biodiversidad, integrando
métodos tradicionales de monitoreo, inventarios histéricos de la regidn y metabarcoding de ADN
ambiental. La descripcion de la contribucion de cada método a la diversidad de los eucariotas
permitio identificar sesgos metodoldgicos e histéricos hacia ciertos grupos taxondmicos, y aporto
nueva informacidn sobre aquellos grupos con menor representacién en métodos tradicionales. A
su vez, los patrones espaciales emergentes para distintos grupos taxondmicos en el area de
estudio permitieron poner a prueba los paradigmas de diversidad y estructura meta-comunitaria
del Golfo de California, contribuyendo a un mejor entendimiento de como se moldea la diversidad

en la region.
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4. HIPOTESIS

Dada la complementariedad entre métodos tradicionales y metabarcoding de ADN ambiental
reportada en la literatura, se espera encontrar un bajo nivel de coincidencias taxondmicas entre
métodos de monitoreo de diversidad de eucariotas del Golfo de California. A su vez, se espera
que los patrones de riqueza y estructura meta-comunitaria regional sean congruentes con la
literatura previa, a pesar de provenir de diferentes metodologias y abarcar diversos grupos
taxondmicos. Considerando especificamente a los peces, se espera que la comunidad de peces
cripticos presente un patrén de mayor diferenciacién que peces conspicuos con respecto a la
distancia geografica entre sitios, debido a caracteristicas como mayor fidelidad a sitio, baja

movilidad, y su condicién de micro-especialistas de habitat.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la riqueza y estructura meta-comunitaria regional de familias de grandes grupos de
eucariotas y especies de peces cripticos y conspicuos, usando una combinacion de metabarcoding
de ADN ambiental (metabarcodes 18S y 12S), censos visuales submarinos, capturas de peces con

uso de anestésico y un compilado histdrico de especies del Golfo de California.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la contribucidn del metabarcoding de ADN ambiental via metabarcode 18S, censos
visuales y registros historicos a la riqueza taxondmica de distintos grupos de eucariotas:
invertebrados, vertebrados, algas, hongos y otros eucariotas.

2. Evaluar los patrones de riqueza y estructura meta-comunitaria a nivel familia para todos
los eucariotas detectados por métodos conjuntos, y para las detecciones método-
especificas de invertebrados, vertebrados, algas, hongos y otros eucariotas.

3. Generar una base de referencias genéticas del metabarcode 12S para especies de peces
locales del Golfo de California.

4. Evaluarlacontribucion del metabarcoding de ADN ambiental via metabarcode 1285, censos
visuales y capturas con uso de anestésico a la deteccion de especies de peces
criptobénticos y conspicuos, y comparar los inventarios recuperados contra la diversidad
presente en registros histéricos para cada grupo de peces.

5. Evaluar los patrones de riqueza y estructura meta-comunitaria a nivel especie,
comparando niveles detectados e histéricos para peces cripticos y conspicuos del Golfo

de California.



13
6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Campaias de monitoreo
Las campafiias de monitoreo recopiladas en el presente estudio (Fig. 1), metabarcoding de ADN
ambiental, censos visuales submarinos y capturas de peces con uso de anestésico, se dieron en

temporada verano-otofio de los afios 2016 a 2019, abarcando la regidn norte y central del Golfo

de California, como se describe a continuacion.

Golfo de California
Campanas de monitoreo

QO ADN ambiental
X censos visuales
+ capturas

24-

114 112 -110 108
Figura 1. Sitios de monitoreo en el Golfo de California. Distribucidon de sitios monitoreados
mediante metabarcoding de ADN ambiental, censos visuales y capturas de peces con uso de
anestésico.
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6.1.1 Muestreo de ADN ambiental

A bordo de un crucero cientifico de 23 dias realizado en octubre de 2016, se realizo la colecta de
un litro de agua en 28 arrecifes rocosos del Golfo Central y Norte (Fig. 1, Tabla 1). El agua fue
tomada en botellas Nalgene™ Wide-Mouth HDPE (Thermo Scientific™) por un equipo de dos
buzos. Transcurridas no mas de 4 horas, las muestras de agua fueron filtradas utilizando filtros
Millipore® de 0.44 um de nitrocelulosa hidrofilica, puestos en un sistema de filtracion Millipore®
Sterifil®, y conectado a una bomba de presidon. Los filtros se colocaron en tubos de 1.6 mL
(Neptune ®) con buffer estéril STE (100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM Tris/HCl pH 7.5), y fueron
almacenados a -20°C. Las muestras de agua fueron procesadas en un area del barco
independiente de la utilizada por los buzos monitores para minimizar contaminacién. Entre
muestras, todo el material y botellas fueron remojados con una solucién de cloro al 10% y

enjuagados repetidamente con abundante agua.



Tabla 1. Sitios de colecta de ADN ambiental. Caracteristicas de sitios, incluyendo cédigo y
nombre del sitio, coordenadas geograficas, profundidad (z), temperatura, fecha y region del

golfo a la que pertenece cada sitio.

Cédigo Nombre Latitud Longitud z(m) Temp (°C) Fecha Region
PLO Puerto Lobos 30.22188 -112.96634 3.0 22.2 11/11/16 Norte
PLI Puerto Libertad 29.90258 -112.72910 4.6 20.6 12/11/16 Norte
SLG San Luis Gonzaga 29.80552 -114.37281 8.2 23.9 13/11/16 Norte
AGU1  Angel dela Guardal 29.55492 -113.55855 10.7 23.9 14/11/16 Norte
AGU2 Angel de la Guarda2 29.55194 -113.51441 14.6 24.4 15/11/16 Norte
PAT Patos 29.26635 -112.46409 8.5 19.4 16/11/16 Norte
TIB Tiburdn 29.06492 -112.50581 134 22.2 17/11/16 Norte
EST San Esteban 28.72152 -112.61259 10.7 17.8 18/11/16 Norte
LOR San Lorenzo 28.58472 -112.75922 15.2 23.3 19/11/16 Norte
SFEN San Francisquito N.  28.44126 -112.26764 10.1 23.3 20/11/16 Norte
SPM San Pedro Martir 28.38201 -112.29588 13.1 21.1 21/11/16 Central
SPN San Pedro Nolasco 27.96585 -111.37097 20.1 239 22/11/16 Central
TOR Isla Tortuga 27.43053 -111.86171 16.8 26.1 23/11/16 Central
MAR San Marcos 27.26016 -112.08899 7.6 25.0 24/11/16 Central
IDE San Idelfonso 26.62452 -111.42674 8.5 27.2 25/11/16 Central
PUL Punta Pulpito 26.51492 -111.44327 4.3 26.7 26/11/16 Central
COR Coronado 26.17440 -111.26173 8.5 27.2 27/11/16 Central
CAR Carmen 26.01657 -111.16914 6.4 25.6 28/11/16 Central
DAN Isla Danzante 25.81281 -111.25526 12.8 27.2 29/11/16 Central
MON Monserrat 2574411 -111.04932 7.3 28.3 30/11/16 Central
CAT Catalana 25.71534 -110.77560 11.9 27.8 1/12/16 Central
BSN Bajo Seco Norte 25.61154 -110.77045 32 25.0 2/12/16 Central
MAT San Mateo 25.37902 -110.99271 7.9 28.3 3/12/16 Central
CRU Santa Cruz 25.31262 -110.68939 10.7 27.8 4/12/16 Central
DIE San Diego 25.20403 -110.69490 4.6 28.3 5/12/16 Central
ANI Las Animas 25.11358 -110.50777 10.1 27.8 6/12/16 Central
BSS Bajo Seco Sur 24.80856 -110.52517 20.7 26.7 7/12/16 Central
POR El Portugués 2474921 -110.67361 5.5 27.8 8/12/16 Central

6.1.2 Censos visuales submarinos

15

Los censos visuales (Fig. 1) fueron realizados simultaneamente con el muestreo de ADN ambiental

por equipos de 6 buzos capacitados para la

identificacion taxondmica de peces vy

macroinvertebrados a lo largo de transectos de 50 m de largo por 4 m de ancho y 2 m de alto,

equivalente a 200 m? de agua, en un rango de profundidad de 3 a 25 m. La longitud total minima
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de identificacion de organismos fue de 3 cm, y los invertebrados pertenecieron a los phyla

Annelida, Arthropoda, Cnidaria, Echinodermata, Mollusca y Platyhelminthes.

6.1.3 Capturas de peces

Las capturas de peces ocurrieron durante multiples campafias ejecutadas durante la temporada
verano-otofio del afio 2017 por la costa peninsular del Golfo de California, y del afio 2019 por la
region de las grandes islas del Golfo Norte, en un rango de profundidades de 1 a 14 m (Fig. 1,
Tabla 2). En cada sitio, un grupo de al menos 3 buzos recorrié el arrecife en busqueda de sitios
con aparente presencia de peces cripticos. En cada punto se seiial6 el tipo de sustrato (arrecife
rocoso, coralino o pared rocosa) y profundidad, y se delimité un cuadrante con una bolsa semi-
esférica de 1m3 de volumen. Una mezcla 1:3 de aceite de clavo y etanol fue esparcida al interior
del cuadrante cubierto anestesiando a los individuos, que fueron recolectados con redes de
pecera o pinzas, y almacenados en bolsas de plastico rotuladas por cada cuadrante. La
identificacion taxondmica fue realizada por Salwa El Khattabi Salazar (El Khattabi Salazar, 2019).
Brevemente, los peces capturados fueron identificados tras desembarcar, y aquellos individuos
gue no pudieron ser clasificados en sitio fueron fotografiados y llevados a laboratorio para su

identificacién utilizando literatura y criterio experto.



17

Tabla 2. Sitios de capturas. Caracteristicas de sitios de captura de peces, incluyendo nombre del
sitio, coordenadas geograficas, profundidad (z), fecha, nimero de cuadrantes (n cuad.) y region
del golfo a la que pertenece cada sitio.

Nombre Latitud Longitud z(m) Fecha n.cuad. Region
Angel de la Guarda 1 29.28697 -113.17897 7.50 15/7/19 3 Norte
Angel de la Guarda 2 29.55088 -113.55605 12.00 16/7/19 3 Norte
Isla Tiburdn 29.06495 -112.50470 5.95 13/7/19 3 Norte
Bahia de los Angeles 1 29.01000 -113.51170 5.72 25/9/17 4 Norte
Bahia de los Angeles 2 28.99330 -113.50330 6.10 25/9/17 5 Norte
Bahia de los Angeles 3 28.96830 -113.47500 7.16 25/9/17 4 Norte
San Esteban 28.67853 -112.54914 8.90 12/7/19 3 Norte
Isla Tiburdn 28.87750 -112.58330 7.50 12/7/19 3 Norte
Sal Si Puedes 28.73202 -112.95838 8.00 14/7/19 3 Norte
Puerto San Francisquito 1 28.42500 -112.86500 1.91 27/9/17 4 Norte
Puerto San Francisquito 2 28.40500 -112.86000 1.17 27/9/17 6 Norte
San Pedro Martir 1 28.37428 -112.30922 14.00 11/7/19 3 Central
San Pedro Martir 2 28.38918 -112.30378 12.50 11/7/19 3 Central
San Pedro Nolasco 1 27.97498 -111.37773 13.95 10/7/19 3 Central
San Pedro Nolasco 2 27.96654 -111.37181 10.00 10/7/19 3 Central
Punta Chivato 27.07110 -111.94770 3.58 29/9/17 5 Central
San Marcos 1 27.26500 -112.09170 7.52 30/9/17 3 Central
San Marcos 2 27.23740 -112.10910 5.61 30/9/17 5 Central
San Cosme 1 25.58510 -111.13110 4.39 22/10/17 5 Central
San Cosme 2 25.58500 -111.14500 6.40 22/10/17 5 Central
Agua Verde 1 25.53570 -111.00830 7.11 21/10/17 3 Central
Agua Verde 2 25.53170 -111.06320 8.00 21/10/17 4  Central
Agua Verde 3 25.50050 -111.00580 8.53 21/10/17 4 Central
Isla San José 24.88310 -110.52560 5.28 12/7/17 6 Central
El Pardito 24.85330 -110.58020 7.32 12/7/17 4 Central
Isla San Francisquito 24.82470 -110.58420 7.01 12/7/17 6 Central
Bahia de la Paz 24.74680 -110.68010 0.72 11/7/17 8 Central

6.2 Trabajo de laboratorio

El trabajo de laboratorio consistié en la generacidon de una base de referencias genéticas de

especies del metabarcode 12S para peces del Golfo de california, utilizada para complementar las

referencias disponibles en repositorios publicos de secuencias genéticas y mejorar la asignacion

taxondmica del ADN ambiental. Adicionalmente, se informa sobre la generacién de librerias de

metabarcoding de ADN ambiental con los metabarcodes 18S y 12S, cuyas secuencias se utilizan

en el presente estudio. El trabajo de laboratorio fue realizado previamente por la Dra. Tania
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Valdivia Carrillo y el Dr. Adrian Munguia Vega (Valdivia-Carrillo et al., 2021; Mac Loughlin et al.,
2024).

6.2.1 Generacion de referencias locales para 12S

Para la generacidn de referencias se seleccionaron un total de 96 especimemes, abarcando 73
especies de peces cripticos y 23 especies de peces conspicuos (Tabla 3). Los organismos fueron
identificados a partir de la coleccidn de capturas con uso de anestésico, y a partir del proyecto
PANGAS y Gato X Liebre (Munguia-Vega et al., 2015; Munguia-Vega et al., 2021, 2022). El
marcador molecular objetivo fue una regién de ~530 pb del gen ribosomal 12S presente en la
mitocondria, dado que incluye el metabarcode teleo (Valentini et al., 2016) amplificado en las

muestras de ADN ambiental.

El protocolo utilizado en el presente estudio fue detallado en (Valdivia-Carrillo et al., 2021).
Brevemente, la extraccién de ADN a partir de tejido se realizd siguiendo el protocolo de sales
(Aljanabi y Martinez, 1997) y la extraccion fue verificada mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Las amplificaciones mediante PCR (reaccion en cadena de polimerasa) se llevaron
a cabo mezclando 0.2 uM de cada cebador (forward CAGGTCGAGGTGTAGCGYATG; reverse
CTTTCAGCTTTCCCTTGCGG), 0.2 mM de dNTP mix, 1X de PCR Buffer libre de Mg+, 1.5 mM de
MgCl2, 0.02% BSA, 1 U de DNA Taq polimerasa (Invitrogen) y 1 ng de ADN templado en un
volumen total de 25 pL. Se utilizd un termociclador T100™ (Bio-Rad) bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacién inicial de 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién
a 95°C, alineamiento a 61°C y extensidon a 72°C, cada uno por 30 seg, y una extension final por 5
min a 72°C. Las amplificaciones se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2%.
Las amplificaciones exitosas fueron disecadas y enviadas a secuenciacion Sanger paired-end al

Centro de Gendmica de la Universidad de Arizona (UAGC) en Tucson, USA.



Tabla 3. Especies incluidas en la elaboracion de referencias locales.

Especies

Acanthemblemaria crockeri
Acanthemblemaria macrospilus
Alphestes immaculatus
Anarchias galapagensis
Antennatus sanguineus
Apogon retrosella

Aruma histrio

Axoclinus multicinctus
Axoclinus nigricaudus
Axoclinus storeyae
Barbulifer pantherinus
Canthigaster punctatissima
Caranx caballus

Caranx caninus

Caranx sexfasciatus
Cephalopholis panamensis
Chaenopsis alepidota
Chromis atrilobata
Chriolepis semisquamata
Chriolepis zebra
Cirriemblemaria lucasana
Cirrhitichthys oxycephalus
Coralliozetus micropes
Coralliozetus rosenblatti
Coryphopterus urospilus
Cosmocampus arctus
Crocodilichthys gracilis
Ctenogobius sagittula
Dasyatis brevis
Doryrhamphus excisus
Elagatis bipinnulata
Emblemaria hypacanthus
Enchelynassa canina

Enneanectes carminalis
Enneanectes reticulatus
Fistularia comersoni
Fowlerichthys avalonis
Gillellus semicinctus
Gobiesox adustus
Gobiosoma chiquita
Gobulus crescentalis
Gymnothorax panamensis
Gymneleotris seminuda
Halichoeres chierchiae
Halichoeres melanotis
Halichoeres semicinctus
Hemanthias signifer
Heteropriacanthus cruentatus
Hypsoblennius gentilis
Hyporthodus nasus
Hyporthodus niphobles
Kyphosus labriformis
Labrisomus multiporosus
Labrisomus xanti
Lythrypnus dalli
Lythrypnus pulchellus
Lythrypnus rhizophora
Malacoctenus hubbsi
Malacoctenus mararitae
Malacoctenus mexicanus
Malacoctenus tetranemus
Malacoctenus zacae
Merluccius productus
Microdesmus sp

Mugil curema

Mustelus henlei

Nematistius pectoralis
Ogilbia ventralis

Paraclinus altivelis

Paraclinus beebei

Pareques fuscovittatus
Paraclinus mexicanus
Paraclinus sini (Variedad novo)
Paraclinus sini

Paralichthys woolmani
Pontinus vaughani
Protemblemaria bicirrus
Pseudogramma thaumasia
Scorpaena guttata
Scorpaena mystes
Scorpaenodes xyris

Selar crumenophthalmus
Semicossyphus pulcher
Serranus psittacinus
Sphoeroides anulatus/lobatus
Stathmonotus culebrai
Stathmonotus lugubris
Stathmonotus sinuscalifornici
Starksia spinipenis

Stegastes acapulcoensis
Stegastes flavilatus
Thalassoma lucasanum
Tigrigobius digueti

Tylosorus crocodilus
Uropterygius macrocephalus
Xenomedea rhodopyga

6.2.2 Metabarcoding de ADN ambiental
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La generacidén de librerias de metabarcoding de ADN ambiental de los metabarcodes 18S y 12S

(de aqui en adelante referidas como ADNa18S y ADNa12S, respectivamente) se llevo a cabo para

las de 28 muestras de 1L d agua colectadas. En breve, la extraccion de ADN fue realizada con el
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kit Qiagen Blood and Tissue (Qiagen, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante,
duplicando el paso de elucién. En cada evento de extraccidon se incluyd un control negativo de
extraccién utilizando agua MQ. Para evitar contaminacidn cruzada, materiales y reactivos fueron
esterilizados al interior de una campana con una solucién de cloro al 10% y 10 minutos de luz UV

previo a su uso.

Para la elaboracién de librerias, durante la primer PCR se amplificd un metabarcode de entre 36
y 892 pb (longitud promedio 123 pb) de la regién V7 del gen ribosomal 18S ubicado en multiple
copias en el genoma nuclear, que permite identificar la diversidad de eucariotas, con una
resolucion taxondmica estimada en 67-68% para orden y familia, disminuyendo a 59% para
géneroy 47% de discriminacion entre especies (Guardiola et al., 2015; Taberlet et al., 2018). Para
el caso de 12S, se amplificé el metabarcode teleo (Valentini et al., 2016) con una longitud de 45 a
96 pb (promedio 64 pb), cuyo objetivo es discriminar especies de peces teleosteos. La resolucion
taxondmica fue estimada en 99-100% para orden y familia, 91% para género y 81% de

discriminacion entre especies (Taberlet et al., 2018).

La segunda PCR consistiéo en la adicion de adaptadores indexados (secuencias de 8 pb y 3
discrepancias entre si) a las muestras amplificadas, junto a adaptadores para secuenciacion
llumina. Las réplicas de la primer PCR (realizada por triplicado) fueron combinadas, purificadas y
cuantificadas previamente a su combinacidn equimolar. Se incluyé un control positivo (llamado
comunidad mock en la literatura) del metabarcode 18S a partir de ADN extraido de tejido de 25
taxa pertenecientes a 5 phyla de metazoos, para evaluar la incidencia y abundancia de
identificaciones mediante ADNal8S, conociendo la diversidad inicial de la muestra. Una
comunidad mock de 25 especies de peces también se incluyé para comparar contra las
detecciones de ADNa12S, la cual fue previamente analizada (Valdivia-Carrillo et al., 2021) y no se
incluye en el presente estudio. Como control negativo se utilizaron muestras de agua MQ en
paralelo con las muestras de campo, cuyo resultado fue combinado y secuenciado para cada
metabarcode. Las librerias generadas consistieron en 2 conjuntos de: 28 muestras de ADN
ambiental, un control positivo y uno negativo, correspondientes a los metabarcode 18S y 125,
enviados a secuenciacion llumina Nextseq 500 MID (35Gb) v2 quimica (2 x 150 paired-end) por

parte de Langebio-CINVESTAV.
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6.3 Procesamiento de datos por método

A continuacién, se describe el procesamiento de las secuencias generadas para obtener
referencias genéticas de especies locales de peces, usado para mejorar la asignacion taxondmica
de especies locales via ADNa12S. A su vez, se describe el procesamiento de datos llevado a cabo
para obtener listados taxondmicos geograficamente comparables entre las metodologias

comparadas, incluyendo también el compilado histérico de especies del Golfo de California.

6.3.1 Metabarcoding de ADN ambiental

El andlisis bioinformatico se llevd a cabo siguiendo el flujo de trabajo de ANACAPA (Curd et al.,
2019), disefiado con una estructura modular, abarcando los pasos necesarios para obtener
listados de secuencias de ADN con su conteo por muestra y correspondiente anotacion
taxondmica (Fig. 4). Todos los parametros usados en ANACAPA, descritos a continuacion, se

pueden consultar en el Anexo A.
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(a) CRUX database generation

Input Actions
* Primer sequences in silico PCR
* Amplicon size in base pairs * Make BLAST seed using OBITools ecoPCR
Databases v
* EMBL, Genbank, or Fasta Clean BLAST Seed
format sequences * cutadapt to verify hit and trim primers
* Filter redundant reads
* NCBI non-redundant p
nucleotide database
* NCBI taxonomy dump BLASTN 1and 2
* NCBI nucleotide accession \4 « Collect full length BLAST hits
to taxonomy key * Repeat to collect partial to full BLAST hits (c) Assignment Actions
* Remove redundant hits
Outputs 7 Inputs * Bowtie2 determines up to 100
« Unfiltered database = - most similar reference
Eiitaiad data I Taxonomic Assignment I l ASV FASTA files sequences for each ASV
Ea lh ?’::l d:saa fasse(a file ‘ * All reads aligned globally
helics : v * CRUX reference * Reads with no global hits are
taxonomy text file, and Build Bowtie 2 Index Database Bowtie 2 databases aligned locally
Bowtie2 index database] B
* CRUX reference ‘
. fastaand taxonomy |l « The Bowtie2 hits are used by
(b) Seq uence QC and ASV Pars‘ng files BLCA to assign taxonomy and
enerate percent confidence
Actions Inputs 8 B
| R d k fil Zipped FASTQ fil Outputs '
* Rename and unpack files | * Zippe iles
‘ « ‘Forisid priners Site Frequency Spectrum Tables
* Reverse primers For each metabarcode... Summary ASV tables for different
* Cutadapt removes adapters and 3’ * Detailed ASV table BLCA percent confidence cutoffs
primer reverse complement Settings * Brief ASV table * Rows are taxonomy at BLCA cutoff
* Columns are counts of ASVs
‘ « Adaptors

- - * Set config file
* Quality trim with FastX-Toolkit

v Outputs

ASV FASTA files for...
* Merged paired

* Unmerged paired

Bin reads for each metabarcode * Unpaired forward
* Unpaired reverse

* Cutadapt sorts reads by primer set then
trims primer

Unpaired Paired Unpaired
forward reverse

* doda2 cleans and merges reads, makes
ASVs

Figura 2. Flujo de trabajo del pipeline ANACAPA. Imagen tomada de (Curd et al., 2019).

6.3.1.1 Referencia local de peces

Las secuencias obtenidas para la generacién de referencias genéticas de especies de peces locales
fueron procesadas manualmente utilizando el programa Chromas Pro v2.1.10 (Technelysium,
1996) para identificar y corregir secuencias ambiguas o erréneas mediante observaciéon de
electroferogramas. Posteriormente, se realizé un alineamiento completo de secuencias y
posterior recorte de extremos de baja calidad usando ClustalX v2.1 (Thompson et al., 1994; Larkin
et al., 2007), resultando en 59 secuencias de calidad. La taxonomia de cada especie se obtuvo

utilizando el buscador taxondmico de NCBI-GenBank
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi; accesado el 15 de enero de

2023).

Para obtener el fragmento de referencia de identificacidn, incluido en las secuencias generadas,
se realizé una PCR in silico mediante la funcidon ecoPCR del paquete Obitools (Boyer et al., 2016)
en linea de comando, con los mismos cebadores teleo usados para metabarcoding de ADN
ambiental 12S (Valentini et al., 2016). Para un sub-conjunto de 14 especies que dieron resultado
negativo en PCR in silico, el metabarcode teleo se obtuvo realizando un alineamiento completo
con los metabarcodes ya obtenidos, usando el programa ClustalX v2.1 (Thompson et al., 1994;
Larkin et al., 2007). Para evaluar el grado de discriminacidon de las referencias generadas, se
visualizé un arbol de distancia utilizando FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2010), basado en el

alineamiento completo de secuencias generado previamente.

6.3.1.2 Compilado de referencias genéticas

Para generar los listados de referencias genéticas que permiten anotar taxondmicamente a las
secuencias de ADN ambiental, se usé el médulo CRUX: Creating Reference libraries Using eXisting
tools (Fig. 2a) bajo pardametros estandar para ambos amplicones de interés: 18S y 12S. Primero
se utilizé la funcion ecoPCR de Obitools (Boyer et al., 2016) para realizar una PCR in silico
utilizando cada par de cebadores independientemente, sobre el repositorio nucleotidico europeo
estandar (Kanz et al., 2005), creando una base de referencia “semilla”. Cada PCR in silico se realizd
permitiendo hasta 3 discrepancias en el alineamiento de cebadores y un rango de longitud
saliente de 50-450 pb para 18S y 20-180 pb para 12S, considerando asi abundante margen con
respecto a las longitudes promedio reportadas en literatura en ambos casos (Taberlet et al.,
2018). Posteriormente, CRUX ejecuta dos veces la funcidn blastn para complementar la base
semilla con el repositorio nucleotidico anotado de NCBI (Pruitt et al., 2005). Ambas rondas de
blastn se ejecutaron permitiendo un e-valor maximo de 1x107. El e-valor es un indicador de la
robustez del alineamiento entre secuencias y se ve influenciado por la longitud y variabilidad de
los fragmentos comparados. Valores pequefios (< 1x102) son considerados como verdaderas
homologias, y valores mayores (desde 1x102 hasta 10) son considerados como alineamientos
azarosos. En una primera ronda se buscé un 50 % de identidad inicial entre secuencias, reteniendo

aquellos casos en que el 100% de la secuencia consultada esta incluida en la referencia. En una


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
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segunda vuelta se ejecutd blastn permitiendo un 70% de identidad para aumentar la probabilidad
de recuperar la regién de interés. Luego, CRUX elimind secuencias repetidas y retuvo solo el
fragmento mas largo como representante, sobre el cual recupera la taxonomia de acuerdo con
NCBI a través de la funcion ‘entrez-qiime.py’ (Baker, 2016). Finalmente, CRUX transforma las
bases de referencia generadas al formato Bowtie2 (Langmead y Salzberg, 2012), para su uso en

el médulo de asignacién taxondmica.

Para evaluar el grado de disponibilidad de referencias genéticas de cada metabarcode en el
repositorio publico NCBI-GenBank (Pruitt et al., 2005), se realizaron diagramas de Venn creados
en TaxonTableTools (Macher et al., 2021). Para el caso de eucariotas usando el metabarcode 188,
se compararon las referencias genéticas publicas contra el listado histérico curado de especies
marinas (ver seccidn 6.3.4. Registros histdricos), y se anotd el porcentaje de taxa con referencias
genéticas disponibles, desde especie hasta phylum. Para el foco en vertebrados via 12S, se
compararon las referencias en GenBank contra las especies de la referencia local generada en
este estudio, y contra un listado de todos los peces detectados mediante censos visuales y

capturas, discriminando entre peces conspicuos y cripticos.

6.3.1.3 Generacion de secuencias Fastq a partir de imagenes BCL

Mediante el software Bcl2fastg (lllumina, 2018) se obtuvieron los amplicones de ADN
secuenciados en el formato ‘fastq’ (listado de secuencias con calidad de secuenciacién asociada),
a partir de las imagenes en formato BCL (nucledtidos por ciclo dentro de la placa de
secuenciacion) en dos formatos: global y demultiplexado por muestra. Los archivos globales
(forward y reverse, derivado de secuenciacion paired-end) fueron analizados con el software
FastQC (Andrews, 2010) para evaluar la calidad general de la secuenciacién. Dado que ANACAPA
procesa amplicones previamente demultiplexados, las lecturas fueron agrupadas por muestra,
permitiendo una Unica discrepancia en la identificacién de adaptadores (cada par de adaptadores
posee 3 discrepancias entre si). Aquellos adaptadores con al menos 90% de coincidencia fueron

removidos, y se excluyeron las lecturas menores a 35 pb al eliminar adaptadores.
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6.3.1.4 Control de calidad y agrupamiento de secuencias

El segundo mddulo de ANACAPA, Sequence Quality Control and ASV Parsing (Fig. 2b) fue
ejecutado para procesar las secuencias obtenidas y obtener el marcador molecular de interés:
amplicones de secuencia variable (ASVS por sus siglas en inglés: Amplicon Sequence Variants). Los
ASVs son un tipo de unidades taxondmicas moleculares (MOTUs, Molecular Operational
Taxonomic Units) cuya similitud es del 100%, es decir, son conjuntos de amplicones idénticos
entre si. Otros estudios se han enfocado en delinear MOTUs, quienes sacrifican variabilidad y
establecen un umbral de similitud menor, por ejemplo 97% de similitud correspondiente a
secuencias de una misma especie. Sin embargo, la similitud entre amplicones puede variar
notoriamente entre distintos linajes de eucariotas, mientras que los ASVs recuperan la estructura
intrinseca de cada set de datos, y pueden ser agrupados de acuerdo con su anotacién taxondmica

posteriormente (Callahan et al., 2017; Antich et al., 2021).

Partiendo de las secuencias demultiplexadas, primero se removieron cebadores y adaptadores
con el programa cutadapt (Martin, 2011) permitiendo hasta un 30% de desacople. Segundo, se
realizdé un filtrado de calidad de secuenciacidon con fastx-toolkit (Gordon y Hannon, 2010),
reteniendo amplicones con una calidad (phred score) promedio > 30 (default 35) y al menos 50
pb de longitud para el metabarcode 18S, y 40 pb para el metabarcode 12S (default 100). Las
lecturas libres de adaptadores y cebadores que pasaron los filtros de calidad y longitud fueron
clasificadas con un cédigo personalizado de phython para separar aquellas secuencias “pareadas”
(ambas secuencias forward y reverse estdn presentes), de secuencias individuales forward, e
individuales reverse. De aqui en adelante, ANACAPA procesa estos 3 conjuntos de datos por
separado, y posteriormente divide las lecturas pareadas en “alineadas” y “pareadas-no-
alineadas” (sin regidn de traslape, llamadas pareadas de aqui en adelante), con el objetivo de
maximizar la diversidad de amplicones capturados. Asi, taxa cuyo metabarcode supera la ventana
de secuenciacion, o casos en donde uno del par no pasé los filtros de calidad, pueden ser
identificados por secuencias individuales o pares de secuencias que no traslapan (Curd et al.,

2019).

ANACAPA posteriormente utiliza el software DADA2 v1.2 (Callahan et al., 2016) para la obtencién

de ASVs. Previo al alineamiento (sélo posible para las lecturas pareadas), DADA2 elimind
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secuencias bajo los siguientes criterios: presencia de nucledtidos ambiguos (DADA2 no los
admite), alineamiento al genoma phiX (usado comunmente durante la secuenciacién Illumina),
y/o secuencias con mas de 2 errores esperados, una alternativa al filtrado en base a un umbral
de calidad promedio (Edgar y Flyvbjerg, 2015). El algoritmo de Divisive Amplicon denoising (DADA,
por sus siglas en inglés) se ejecutd usando el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016) para obtener
ASVs a partir de las lecturas. Para ello, el algoritmo usa un modelo paramétrico de error especifico
para cada muestra, en el que se alterna la estimaciéon de tasas de error e inferencia de
composicion de la muestra, hasta que se converge en una solucién consistente (Callahan, 2021).
Para el conjunto de datos pareados, el alineamiento se realiza con las lecturas forward y el
complemento reverso de las lecturas reverse, permitiendo un traslape minimo de 40 pb para el
metabarcode 18S y 20 pb para el metabarcode 12S, con hasta 2 discrepancias en el 4rea de
traslape. El umbral de traslape seleccionado se encuentra en el equilibrio entre el elevado
requisito computacional al permitir traslapes pequeiios, como el usado por default en DADA2 (12
pb), y es menor al recomendado por los autores de ANACAPA, que podria limitar el alineamiento
de metabarcodes cortos, como el teleo (promedio 64 pb). Finalmente, la remocién de quimeras
(un tipo de error generado por la combinacion de dos fragmentos de PCR en uno) se ejecutd
buscando ASVs que combinen exactamente un par de segmentos (izquierda + derecha) de 2 ASVs

parentales de mayor abundancia.

6.3.1.5 Anotaciones taxondmicas

El Anacapa Classifier module (Fig. 2c) se encarga de alinear los ASVs a su respectiva base de
referencia genética generada con el médulo CRUX, utilizando distintos intervalos de confianza
mediante el algoritmo bayesiano de ancestro comin mads cercano (BCLA, Bayesian Lowest
Common Ancestor) ejecutado en Bowtie2 v2.3.5 (Langmead y Salzberg, 2012). El médulo se
ejecuta por default para los 4 conjuntos de secuencias: alineadas, pareadas, forward y reverse.
Primero, Bowtie2 se ejecuta con sus parametros default estrictos para recuperar hasta 100 de los
mejores alineamientos de cada ASV a la base de referencia generada en CRUX. Con esta
informacién, se ejecuta el algoritmo Bowtie2-BCLA con pardmetros mas relajados (maxima
proporcién de discrepancias y minima proporcién de inclusidon de ASV en referencia establecidos

en 0.8), en el que se realizan multiples alineamientos de secuencias para identificar la anotacién
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taxondmica mas probable, seleccionando al ancestro comin mdas cercano ponderando los
resultados de Bowtie2 del paso anterior, y de acuerdo con distintos umbrales de confiabilidad

obtenidos mediante pruebas de bootstrap (ejecutada por default con 100 iteraciones).

Como resultado, se obtiene para cada metabarcode una tabla cruda de ASVs que incluye su origen
(proveniente de secuencias alineadas, pareadas, forward o reverse), conteo de secuencias por
muestra, codigo genético, longitud, si el alineamiento fue a una o multiples referencias, si el
alineamiento fue parcial o completo (secuencia completa del amplicén alineada) con respecto a
la referencia, anotaciones taxondmicas de phylum a especie, y valor de prueba bootstrap para

cada rango taxonémico.

6.3.1.6 Filtrado post-anotacion

El filtrado de las tablas de ASVs anotadas para los metabarcodes 18S y 12S posee algunos pasos
en comun, y otros especificos de cada metabarcode. Para ambos metabarcodes, los ASVs con una
Unica secuencia total reportada (i.e. singletons globales) y todo amplicén presente en cada pool
de controles negativos fueron removidos. Las anotaciones taxondmicas con un bootstrap menor
a 70 (i.e., anotacion identificada como un mismo taxa en menos del 70% de las iteraciones) fueron
eliminadas. La comparacién entre la riqueza y abundancia taxonémica esperada y observada se
realizé utilizando la comunidad mock del metabarcode 18S, para evaluar sesgos en la

identificaciéon y amplificacidn de las especies incluidas.

Dado que 18S aborda la diversidad de eucariotas, un grupo propenso a anotaciones inciertas en
GenBank dada su magnitud, la taxonomia a nivel especie se revisé para descartar anotaciones

“" ”

erroneas o ambiguas (i.e. aquellas con un rango mayor, acompafiadas de “sp”, “nan”,
“uncultured”, o “incertae sedis”), para poder identificar el poder de resolucién taxonémica del
metabarcode considerando taxonomia valida. Por ejemplo, “Blepharocysta sp. FG216” seria
contabilizada como una identificacidn a nivel especie y no género, o “uncultured
Thraustochytriaceae” también contaria como especie siendo una asignacién a nivel familia.
Adicionalmente, se eliminaron aquellos ASVs correspondientes a ambientes terrestres y

dulceacuicolas. Por ultimo, para prevenir el comportamiento atipico de algunos sitios durante los

analisis ecoldégico-comunitarios, aquellas muestras con riqueza de ASVs menor a 4,000 fueron
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descartadas. Este valor corresponde a dos desviaciones estandar por debajo del promedio de
ASVs por muestra de los sitios retenidos (i.e. 6,512 promedio —2 * 1,347 desvio estandar = 3,818).
La muestra tomada en el Bajo Seco Norte (BSN) se descarté posteriormente debido a que no
contaba con suficiente replicacion de censos visuales (ver seccion 6.3.2 Censos visuales

submarinos).

Para el metabarcode 12S, se eliminaron también secuencias no identificadas a cordados, con la
presencia de una cola de adeninas y  guaninas (por  ejemplo: 5
CCGACGACGTTATGCGTGTAGATCTCGGGGGTCGCCGTATCATTAAAAAAAAAGGGGGGGGGGGGGGE

GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGTGGGGE

3’, referidas como “polyG”). Las anotaciones taxondmicas fueron curadas manualmente,
identificando y corrigiendo incongruencias detectadas a nivel orden entre Ovalentaria incertae
sedis, Eupercaria incertae sedis y Perciformes. A continuacion, se realizé una serie de filtros para
seleccionar aquellos taxa, pertenecientes o congenéricos, al Golfo de California. Primero, se
verificd si el género estaba incluido en alguno de los siguientes listados: la base de referencia de
peces locales, los censos visuales, las capturas con anestésico, o el registro histérico de especies
del golfo. Aquellos géneros identificados en el paso anterior se sometieron a una budsqueda en los
repositorios de distribucién de especies Shorefishes (Robertson y Allen, 2015) y Fishbase (Froese
y Pauly, 2002), para corroborar que no existen registros en el Golfo de California, y asi descartar
los ASVs definitivamente. Bajo este criterio, los ASVs identificados a los géneros Etheostoma,
Genicanthus, Grammistes, Oreochromis, Paracaesio, Percina, Pholidapus, Ruvettus, Sargocentron
y Siganus fueron descartados. Igual que para el metabarcode 18S, aquellas muestras con riqueza
menor a 2,000 ASVs, correspondiente con una riqueza menor a dos desvios estdndar del
promedio de las muestras retenidas (3,607 promedio — 2 * 634 desvio estandar = 2,340), fueron

descartadas.

6.3.2 Censos visuales submarinos

El procesamiento de los censos visuales se realizé de modo diferencial para la comparacion de
ADNa18S (eucariotas) y ADNa12S (peces). El primer procesamiento fue orientado a eucariotas,
en donde se seleccionaron 8 transectos al azar tanto para peces como macroinvertebrados, con

la excepcién de dos sitios ubicados en la isla Angel de la Guarda (AGU1 y AGU2) en donde sélo se
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obtuvieron 6 censos de macroinvertebrados. El Bajo Seco Norte (BSN) fue el Unico sitio con
muestras de ADNal8S descartado por no contar con suficiente replicacién. Los transectos
restantes, en donde no se tomaron muestras de ADN ambiental, fueron excluidos en esta
instancia. Para cada especie observada se verificd y completd la taxonomia de acuerdo con el
buscador taxondmico de NCBI-GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi). Los datos fueron compilados a

una tabla anotada de abundancia de observaciones por sitio con taxonomia de especie a phylum.

Para comparar contra los datos de ADNa12S, se procesaron Unicamente los censos visuales de
peces, y se aplicé un umbral de distancia geografica para agrupar todos los sitios en donde se
realizaron censos visuales (que exceden a los sitios donde se tomé ADN ambiental). Como punto
de partida, se mapearon las 25 muestras retenidas de ADNa12S junto a todos los transectos de
censos visuales (y datos de capturas, descrito en la siguiente seccion). Considerando el posible
transporte y persistencia del ADN ambiental dada la condicién advectiva del sistema de corrientes
del Golfo de California (Munguia-Vega et al., 2018b), y las evidencias previamente reportadas de
detecciones de organismos peri-arrecifales para el conjunto de muestras re-analizadas aqui
(Valdivia-Carrillo et al., 2021), se utilizaron dos umbrales de distancia para estimar la huella
espacial del ADN ambiental. Para peces, se consideraron dos umbrales de distancia para clasificar
los transectos, de ~11 km, y ~28 km (0.1 y 0.25 grados latitudinales, respectivamente) al sitio de
ADNa12S mas cercano. Al tomar en cuenta un flujo promedio de adveccidn de particulas de 0.3
m s (Santiago-Garcia et al., 2014), estas distancias contemplan un transporte y persistencia del
ADN ambiental por aproximadamente 10 y 24 horas previas al momento de la colecta,
respectivamente. La clasificaciéon se ejecutd con la funcidn join attributes by nearest en QGIS
v3.14.1-Pi (QGIS Development Team, 2009), registrando durante el proceso el nimero de
transectos acumulados por sitio, y el porcentaje de las ocurrencias totales retenidas bajo cada
umbral de distancia. Los transectos por sitio fueron combinados dando lugar a una tabla de
contingencia de abundancia de observaciones por sitio, con sus anotaciones taxondmicas de

especie a phylum.
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6.3.3 Capturas de peces

Las capturas se incorporaron especificamente para incorporar el componente criptico a la
comparacion de peces. Las capturas fueron clasificadas de la misma manera que los censos
visuales, con un umbral de distancia de ~11 km y 28 km, registrando el nimero de cuadrantes
adjudicados a cada sitio y la proporcién de capturas retenida en cada caso. Finalizada la
clasificacidn, las réplicas de cada sitio bajo la nueva clasificacion fueron combinadas en una tabla
de contingencia de abundancia de peces por sitio, incluyendo anotaciones taxondmicas

recuperada del buscador taxonémico de NCBI-GenBank.

6.3.4 Registros historicos

Los registros histéricos provienen de una recopilacion llevada a cabo por Morzaria-Luna et al.
(2018), en la cual se incluyeron 286,533 ocurrencias de 12,105 especies del Golfo de California,
recuperadas de bases biogeograficas publicas globales, nacionales y regionales, ademds de
incorporar ocurrencias de trabajos orientados especificamente a pastos marinos, rodolitos,
tiburones, especies comerciales y monitoreos arrecifales. Cada ocurrencia fue georreferenciada
individualmente y acompaiiada de taxonomia de especie a clase, de acuerdo con el repositorio

WoRMS (World Record of Marine Species, https:// www.marinespecies.org) y criterio experto.

Los registros histéricos también fueron procesados de modo diferencial, considerando los
diferentes grupos taxondmicos abordados (eucariotas y peces), y tomando en cuenta
exclusivamente los sitos seleccionados de ADNal18S y 12S. El primer procesamiento se dio para
los datos de eucariotas, clasificados por su cercania a las 20 muestras retenidas. En la segunda
iteracion enfocada a peces, no se procesaron nuevamente los datos crudos, sino que se re-
utilizaron los datos histdricos curados y clasificados para ADNal8S, seleccionando solo los peces

de los 20 sitios mencionados, de los cuales 18 sitios son compartidos con ADNa12S.

Las ocurrencias histdricas se clasificaron geograficamente con la funcidn join attributes by nearest
en QGIS v3.14.1-Pi (QGIS Development Team, 2009) de igual manera que los censos visuales y
capturas de peces, en este caso con un criterio mas inclusivo de clasificacién. Los umbrales de
distancia utilizados para registros histdricos fueron de ~11 km (0.1 grado latitudinal, transporte y

permanencia de ADN ambiental de ~10 hs) y ~55 km (0.5 grado latitudinal, transporte y
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permanencia de ~48 hs; (Wood et al., 2020). Para el umbral de ~ 55 km se permitié un maximo
de tres vecinos (i.e. cada ocurrencia serd clasificada a los tres sitios mas cercanos dentro del
umbral de 55km), buscando maximizar el inventario histérico de especies por sitio para su
comparacion contra los métodos de deteccidn. Las especies terrestres fueron identificadas y
removidas usando el repositorio WoRMS. Como resultado, dos inventarios histéricos (eucariotas
y peces) fueron convertidos en tablas de contingencia de abundancia de ocurrencias por sitio, con

sus anotaciones taxondmicas originales.

Para comparar registros histdricos contra los datos de peces detectados, se tomé la base histérica
curada taxondmicamente de eucariotas (descrita en la siguiente seccién) considerando el umbral
de distancia mas inclusivo (~55 km), por demostrar mayores coincidencias con los métodos de
deteccidn. La base de eucariotas fue filtrada para seleccionar los taxa de interés: peces 6seos

(Actinopteri) y cartilaginosos (Chondrychthyes).

6.4 Curado y clasificacion de grupos taxonémicos

Uno de los desafios emergentes al comparar distintas fuentes de biodiversidad son las
inconsistencias que surgen en la taxonomia debido a la ocurrencia de sinonimias, relaciones
filogenéticas no resueltas, y diferencias de criterio entre repositorios publicos. El segundo desafio
gue surgid, particularmente para un grupo taxondmico tan amplio como los eucariotas, fue la
agrupacion de los distintos linajes identificados dentro de eucariotas, de modo tal que se
consideren los diferentes enfoques taxondmicos de cada método, y la seleccion de un rango
taxondmico para los analisis ecolégico-comunitarios. Finalmente, la seccién aborda los criterios

usados para la clasificacidn de peces en cripticos y conspicuos.

6.4.1 Homogeneizacion de la taxonomia entre métodos

Para homogeneizar la taxonomia de eucariotas se realizé una verificacion de la taxonomia a nivel
especie con el paquete bdc v1.0.0 (Ribeiro et al., 2022) en R (R Core team, 2018). El repositorio
anotado de NCBI-GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy, consultado el 3 de marzo
de 2022) fue seleccionado para homogeneizar la taxonomia, permitiendo un 20% de
discrepancias entre las especies consultadas y la referencia. En el caso de taxonomia faltante o

inconclusa a nivel phylum, se agregaron las ocurrencias bajo un “<nombre de grupo> NA” (por
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ejemplo, algas Cryptophyceae fueron clasificadas bajo el phylum “Algae NA”). Esta clasificacion
engloba al menos 15 linajes de micro-eucariotas descubiertos Unicamente en las secuencias de
ADNa18S y agrupados bajo el phylum “Otros NA” para la comparacion de métodos y patrones de
biodiversidad. Sin embargo, estos linajes fueron adicionalmente clasificados de acuerdo con de
Vargas et al. (2015), incluyendo informacién sobre su nivel tréfico y tipo de habitat, para resaltar
su rol ecoldgico en el ecosistema. Para rangos taxondmicos intermedios (clase, orden, familia)
con taxonomia faltante o incierta, se utilizaron las siglas “HLNA” (por sus siglas en inglés, Higher

Level taxonomy Not Available).

6.4.2 Clasificacion de grupos de eucariotas y peces

Habiendo obtenido los inventarios de biodiversidad en un modo espacial y taxondmicamente
comparables, los phyla de eucariotas fueron clasificados ad hoc en 5 categorias que destacan la
contribucién de los distintos métodos: invertebrados, vertebrados, algas (incluye en su mayoria

entidades fotosintéticas), hongos y los restantes “otros eucariotas”.

La segunda clasificacion fue realizada para la comparacién especificamente de peces. El caracter
diagnéstico principal de peces cripticos es poseer una talla menor a 5 cm en adultez. Sin embargo,
siendo el objetivo incorporar peces pequenos a los inventarios de biodiversidad, se decidid utilizar
un criterio mas inclusivo para la clasificacién, extendiendo la talla minima a 10 cm. De este modo
la categoria de peces cripticos incluye otros pequefios organismos posiblemente ausentes en
censos visuales. Para todos los métodos, se desarrollé una serie de pasos para identificar las
especies cripticas. Primero se identificaron las familias criptobénticas de acuerdo con el criterio
de Brandl et al. (2018), en la cual se listan 19 familias con mas de 5% de ocurrencia de especies
de talla maxima hasta 5 cm. Sobre toda especie perteneciente a una familia criptobéntica, se
realizd una busqueda de talla maxima en los repositorios Shorefishes (Robertson y Allen, 2015) y
FishBase (Froese y Pauly, 2002). Asi, se identificaron 3 especies de talla maxima superior a 10 cm
(Ophioblennius steindachneri, Plagiotremus azaleus y Chaenopsis alepidota), quienes fueron re-

clasificadas y agrupadas a todas las especies restantes, como peces conspicuos.
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6.5 Biodiversidad por método y grupo taxonémico

En el presente estudio se extiende el uso de la particion de la diversidad de especies en sus
componentes local (diversidad alfa) y regional (diversidad gama), y la variacién espacial de la
composicion de la comunidad o estructura meta-comunitaria (diversidad beta), a todos los rangos
taxondmicos (especie a phylum) comparados entre métodos. Particularmente, se compara la
riqueza (nUmero de taxa recuperado por rango taxondmico) y estructura meta-comunitaria, sin

considerar abundancias.

Para evaluar la riqueza taxondmica regional de grupos de eucariotas y peces del Golfo de
California, se utilizaron diagramas de barras acumuladas. Para eucariotas, cada método individual
(ADNa18S, censos visuales y datos histdricos) se comparé contra un inventario global de métodos
combinados, permitiendo estimar la contribucién por método al total, desde phylum a especie.
Para peces en cambio, las detecciones (ADNa12S, censos visuales y capturas) se combinaron y

contrastaron contra la riqueza histérica, de familias a especies, de peces cripticos y conspicuos.

La composicidon taxondmica recuperada por cada método se compard con diagramas de Venn
creados en TaxonTableTools (Macher et al., 2021) y editados en Inkscape (Inkscape Project, 2020).
Tanto para eucariotas como para peces, se compararon los listados taxondmicos completos de
cada método. Para eucariotas especificamente y a modo de ejemplificar la contribucién de cada
método, se incluyé una comparacién de la diversidad recuperada a nivel familia de un conjunto
representativo de taxa. La comparacidon a nivel familia se selecciond considerando que la
magnitud de variacion entre sitios fue baja a mayores niveles taxonémicos (orden, clase),
mientras que la contribucion de métodos a nivel de género y especie fue muy dispar entre
métodos. Las familias dentro de los phyla Arthropoda, Mollusca y Echinodermata se
seleccionaron por tener contribucién comparable de los tres métodos, y se agregd Rhodophyta a
la comparacién con ausencia de registros en censos visuales. Para evaluar la influencia de la
disponibilidad de referencias genéticas en las anotaciones taxondmicas, las detecciones
exclusivas de ADNal18S se plasmaron en un diagrama de barras, junto con el porcentaje de
registros histérico que poseen referencia genética, el porcentaje de asignaciones taxondmicas de
los ASVs, y el porcentaje de incremento de la linea histdrica de riqueza que representa el aporte,

para los rangos de especie a phyum.
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La contribucion de ADNal2S, censos visuales y capturas se compararon discriminando peces
cripticos de conspicuos, y el listado de detecciones mediante métodos combinados se comparé
contra los registros histdricos para cada grupo de peces. Las pocas detecciones de peces cripticos
en ADNa1l2S se seialaron en un diagrama de frecuencia y abundancia creado a partir de los datos

de abundancia de capturas (principal fuente de especies de peces cripticos, ver resultados).

6.6 Patrones regionales de biodiversidad

Los patrones espaciales de biodiversidad obtenidos mediante las diferentes metodologias, para
grupos de eucariotas y peces, fueron comparados considerando las diferencias intrinsecas de

cada conjunto de datos.

Para los eucariotas, el analisis espacial se centrd en diversidad de familias, como previamente
mencionado, rango en el cual la contribucién entre métodos posee la mejor resolucidn espacial y
contribuciones comparables entre métodos. La estructura meta-comunitaria de familias entre
Golfo Norte y Central se evalué para cada grupo de eucariotas individualmente, y para el
inventario global (de métodos combinados). Ciertas combinaciones método-grupo de eucariotas,
con menos de 7 familias registradas por sitio (ADNal8S-vertebrados, histéricos-hongos e
historicos-otros eucariotas) fueron excluidas del andlisis. La comparacion se hizo mediante
escalamiento no métrico multidimensional (nMDS) basado en el indice pareado de incidencias de
Jaccard con 5,000 iniciaciones como maximo. Las diferencias estadisticas entre regiones se

probaron mediante andlisis de similitud (ANOSIM) con 1,000 permutaciones.

La riqueza de familias de eucariotas por sitio se maped en QGIS v3.4.1 (QGIS Development Team,
2009), y se crearon diagramas de caja y curvas de acumulacién de especies para representar la
variacion a nivel regional entre el Golfo Norte y Central. Se evalué la significancia de diferencias
de rigueza entre métodos y entre regiones dentro de cada método, mediante la prueba de rangos
de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones multiples post hoc de Dunn, con los paquetes
stats y FSA en R (R Core team, 2018; Ogle et al., 2023). Las curvas de acumulacién, nMDS
(metaMDS), y ANOSIM fueron ejecutados desde el paquete vegan v2.5-7 (Oksanen et al., 2018)
en R (R Core team, 2018).
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Para peces, considerando la resolucidon taxondmica de ADNa12S y los métodos tradicionales, el
analisis espacial se llevd a cabo a nivel especie. La contribucién de cada método y la distribucion
espacial de riqueza de peces cripticos y conspicuos resulté muy dispareja, por lo que los métodos
de deteccion fueron combinados en una base de peces detectados, para contrastar contra la base
histérica de peces. Posteriormente, los sitios con riqueza de cripticos o conspicuos menor a cinco
fueron descartados del analisis espacial. La estructura meta-comunitaria se estimé para las
especies de peces igual que para eucariotas, mediante nMDS basado en el indice de jaccard. Para
diferenciar regiones estadisticamente se usé la prueba paramétrica de analisis de varianza
permutacional (PERMANOVA) con la funcién adonis y 9,999 permutaciones, en caso de cumplirse
con los supuestos paramétricos (homogeneidad de varianza multivariada, estimada con la funcién
betadisper). En caso contrario, se utilizé ANOSIM con 9,999 permutaciones. Por ultimo, se evalué
la relaciéon entre diferenciacion comunitaria y distancia geografica, usando la prueba de Mantel
de correlacion de matrices de distancia, con 9,999 permutaciones. Los analisis de nMDS,
PERMANOVA, ANOSIM y Mantel se ejecutaron con el paquete vegan (Oksanen et al., 2018) en R
(R Core team, 2018).

La riqueza de especies de peces por sitio se maped en R con el paquete terra v1.7-65 (Hijmans et
al., 2023), discriminando peces cripticos y conspicuos, detectados e histéricos. Para la
comparacion regional también se crearon diagramas de caja y curvas de acumulacién de especies
por regidn, en este caso utilizando el paquete inext (Chao et al., 2014; Hsieh et al., 2022) en R,
gue incluye intervalos de confianza al 95% para los datos rarefaccionados, extrapolacion al doble
del tamafio muestral en cada caso y valores asintéticos. Para identificar diferencias estadisticas
entre Golfo Norte y Central para peces detectados e histoéricos, se aplicé para datos paramétricos
un analisis de varianza de dos factores, grupo (cripticos y conspicuos) y regién (norte y centro),
con la funcién aov en R. Para datos no paramétricos se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis,
identificando diferencias entre region dentro de cada grupo de peces. Las pruebas de aov y

Kruskal.test se ejecutaron con el paquete stats en R (R Core team, 2018).
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7. RESULTADOS

7.1 Laboratorio: Generacion de referencias locales para 12S

La elaboracién de una base de referencias genéticas de peces locales resulté para 37 especies
cripticas dentro de 29 géneros y 12 familias (Anexo B). Las familias Antennariidae, Chaenopsidae,
Dactyloscopidae and Microdesmidae no poseian registros previos del metabarcode teleo(12S) en
GenBank. La comparacién taxonémica entre la referencia local, GenBank y todos los peces
detectados, resulté en 29 especies cripticas incorporadas a las 27 especies disponibles en
GenBank (Fig. 3). Para peces conspicuos, se agregaron 22 especies dentro de 19 géneros y 16
familias, de las cuales 18 nuevas especies se sumaron a las 224 referencias disponibles del Golfo
de California. No se consiguié un producto de amplificacion para 4 especies (Acanthemblemaria
crockeri, Fowlerichthys avalonis, Lythrypnus pulchellus y Lythrypnus rhizophora), y las secuencias
no resultaron de calidad para 32 especies restantes. Considerando todas las especies detectadas
en este estudio (sin considerar datos histdricos), restan 21 especies cripticas y 60 conspicuas que

aun no poseen referencias para el metabarcode teleoen GenBank (Fig. 3).
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Figura 3. Comparacion de especies en referencia local del metabarcode 12S, contra disponibles
en GenBank y todos los peces cripticos y conspicuos detectados.

EL arbol de distancia genética elaborado para la referencia local (Fig. 4) demostré que la mayoria

de las especies incorporadas son discriminables con el metabarcode teleo del gen 12S. Las
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excepciones fueron dentro de la familia Labrisomidae, Malacotenus spp. (2 especies) y Paraclinus
spp. (3 especies).
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7.2 Procesamiento de datos por método
7.2.1 Metabarcoding de ADN ambiental
7.2.1.1 Compilados de referencias genéticas
La base de referencias genéticas del fragmento v7 del gen 18S, disponibles en los repositorios

GenBank y EMBL, consté de 170,737 ASVs correspondientes a 76,128 especies, 27,414 géneros,
6,438 familias, 1,220 érdenes, 267 clases y 69 phyla (Fig. 5).
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Figura 5. Base de referencias genéticas del metabarcode 18S. Diagrama Krona de diversidad
taxondmica, desde grandes grupos hasta clase, incluyendo porcentaje de distribucién de
referencias al interior de cada clase.
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La base de referencias generada para el metabarcode 125, incluyendo las 59 especies locales del
Golfo de California, consté de 17,888 ASVs correspondientes a 6,610 especies, 2,346 géneros, 465

familias y 80 érdenes dentro de las clases Actinopteri y Chondrychthyes (Fig. 6).

Figura 6. Base de referencias genéticas del metabarcode teleo del gen 12S. Diagrama Krona de
diversidad taxondmica, de phylum a familia, incluyendo porcentaje de distribucién de referencias
dentro de familias.

7.2.1.2 Control de calidad y agrupamiento de secuencias de ADN ambiental

Para ADNal8S, se obtuvieron 26.2 millones de secuencias crudas, de las cuales 16.1 millones
(61%) fueron retenidas luego de realizar los controles de calidad, agrupamiento de secuencias y

filtrados post-anotacion (Tabla 4). Las secuencias crudas se encuentran disponibles en el archivo
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de secuencias cortas de NCBI bajo el bio-proyecto PRINA919092. El procesamiento de ASVs
redujo los 222,331 ASVs iniciales a 61,197 (27%) tras los filtrados de singletons (ASVs con una

lectura global), seleccién de muestras y filtrados post-anotacion taxondmica.

Tabla 4. Filtrado de datos de ADNa18S, censos visuales y datos histéricos de eucariotas del Golfo
de California. La columna de filtros indica los pasos de procesamiento o elementos removidos. Se
reporta el nimero de secuencias y ASVs u ocurrencias retenidas junto al porcentaje con respecto
al valor inicial.

Método genético Filtros n secuencias (%) n ASVs (%)

ADNal8S - eucariotas secuencias crudas 26,201,746
secuencias limpias 22,847,932 (87%) 222,331
singletons 22,687,290 (87%) 69,576 (28%)
muestras descartadas 16,102,405 (61%) 61,346 (28%)
post-anotacién 16,077,043 (61%) 61,197 (27%)

Métodos tradicionales Filtros n ocurrencias (%)

Censos visuales datos crudos 71,460

Censos visuales seleccidn espacial 28,269 (40%)

Historicos datos crudos 286,533

Historicos seleccidn espacial 131,980 (46%)

De las secuencias pareadas, 21,624,932 (94.6%) pudieron ser alineadas, mientras que 505,466
(2.2%) secuencias no alinearon, 673,408 (2.9%) fueron individuales forward y 44,126 (0.2%)
fueron reverse. Se descartaron 8 muestras de baja diversidad con comportamiento atipico (TIB,
EST, FRA, IDE, COR, BSN, ANI, BSS; referencias en Tabla 1), dejando un total de 20 muestras de
calidad de ADNa18S (Fig. 7) para andlisis posteriores. Al interior de cada muestra, se registraron

entre 594,000 y 944,000 secuencias, con un promedio de 811,000 secuencias.
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Figura 7. Monitoreo via ADNa18S, censos visuales y datos histéricos de eucariotas del Golfo de
California. Las regiones biogeograficas sefialadas con lineas punteadas fueron tomadas de (Brusca
et al., 2005). Consulte la Tabla 1 para nombres y caracteristicas de los sitios.

La base de datos de ADNa12S consistio en 23,090,275 secuencias crudas, de las cuales 5,145,704

(22%) permanecieron después del control de calidad, seleccidn de muestras y curado taxonémico.

De los 44,874 ASVs crudos encontrados, se retuvieron 6,804 (15%) tras los filtros de calidad,

remocién de singletons globales, seleccion de muestras de calidad y de especies del Golfo de

California (Tabla 5).
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Tabla 5. Filtro de datos de ADNal12S, censos visuales, capturas y datos histéricos de peces del
Golfo de California. La columna de filtros indica los pasos de procesamiento o elementos
removidos de secuencias y ASVs u ocurrencias, junto al porcentaje con respecto al valor inicial.

Método genético Filtros n secuencias (%) n ASVs (%)

ADNa1l2S - peces secuencias crudas 23,090,275
secuencias limpias 12,868,013 (56%) 44,874
singletons 12,832,064 (56%) 8,925 (20%)
cola polyG 12,819,194 (56%) 8,387 (19%)
control negativo 7,086,009 (31%) 8,352 (19%)
especies no-GC 5,897,786 (26%) 7,070 (16%)
muestras descartadas 5,145,704 (22%) 6,804 (15%)

Meétodos tradicionales

Filtros

n ocurrencias (%)

Censos visuales
Censos visuales
Capturas
Capturas
Historicos
Histoéricos

datos crudos
seleccion espacial
datos crudos
seleccion espacial
datos crudos vert. 18S
especies no-pez

56,375
47,366 (84%)
4,274
3,733 (87%)

76,801
65,137 (85%)

De los 5.1 millones de secuencias limpias de ADNal2S, 4,958,354 (96%) de las lecturas se

alinearon, mientras que 55,196 (1.07%) quedaron pareadas, 120,725 (2.35%) lecturas fueron

forward y 11,429 (0.22%) reverse. En el filtrado de muestras se identificaron y descartaron tres

sitios con menos de 4,000 ASVs (PLI, SLG y BSN, referencias en Tabla 1), dejando 25 sitios con

muestras de ADNal2S (Fig. 8). El conteo por muestra tuvo un rango de 114 mil a 303 mil

secuencias, con un promedio de 205 mil secuencias.
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Figura 8. Monitoreo de peces cripticos y conspicuos mediante ADNal2S, censos visuales, capturas
y datos histdricos. Las regiones biogeograficas sefialadas con lineas punteadas fueron tomadas
de (Brusca et al., 2005).

7.2.1.3 Anotaciones taxonomicas y filtros posteriores

Para los datos de ADNal8S, se identificaron y removieron 12 ASVs identificados a cordados
terrestres (Mamalia, Primates, Aves), 119 ASVs identificados a plantas terrestres (phylum
Streptophyta), 4 ASVs de algas dulceacuicolas (phylum Rhodophyta) y 14 ASVs asociados a taxa
no marinos dentro de metazoa (Mollusca, Arthropoda, Anellida, Nematoda y Platyhelminthes).

La base final pulida de 61,197 ASVs contd con ~13 mil ASVs que no pudieron ser identificados
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dentro de Eucaryota bajo el protocolo bioinformatico aplicado. Los ASVs restantes fueron
identificados a distintos rangos taxondmicos, con ~ 47 mil (77%) ASVs identificados a phylum o
clase, ~31 mil (51%) a su vez identificados a orden, ~21 mil (34%) a familia, ~17 mil (28%) a género
y solo ~8 mil (13%) ASVs identificados a nivel especie (Fig. 9). La distribuciéon de ASVs dentro de
cada grupo de eucariotas revelé una mayoria de algas (~63%), seguido de otros eucariotas (~18%)
e invertebrados (~16%), y por ultimo hongos (~2.1%) y vertebrados (~0.5%) con una contribucidn

menor (Fig. 9).
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Figura 9. Resolucion taxondmica de ADNal8S. Numero de ASVs anotados a cada rango
taxondmico (de phylum a especie) para (a) el conjunto de eucariotas, (b) algas, (c) otros
eucariotas, (d) invertebrados, (e) hongos y (f) vertebrados.

La comparacién entre la composicion esperada de la comunidad mock (hecha a partir de
concentraciones equimolares de 25 metazoos de identidad conocida) y la observada (al

procesarla via ADNa18S), reveld que los 25 taxa fueron recuperados a distinto nivel de resolucién
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taxondmica, abarcando el 91% de las secuencias obtenidas en la muestra. No se recuperaron
anotaciones a nivel especie. Sin embargo, solo cinco de los 25 taxa contaron con una referencia
genética del metabarcode 18S. De las 23 especies esperadas, se identificaron 5 a nivel género
(Lepas, Stegastes, Pinctada, Atrina y Pinna), dos a nivel familia (Paguridae y Cidaridae), 7 a nivel
orden (Decdpoda, Anthoathecata, Pectinida, Cycloneritida y Neogastropoda). Los dos taxa
esperados restantes, identificados morfolégicamente a clase (Malacostraca) y phylum
(Sipuncula), fueron recuperados a igual rango (Tabla 6). Multiples ASVs fueron identificados
dentro de cada taxa esperado, y la distribucidn de secuencias fue muy dispar, desde 0.001% hasta

53% de lecturas asociadas a un taxa esperado.
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Tabla 6. Comunidad mock. Diversidad taxondmica de taxa esperados en la comunidad mock,

sefialando en color verde el nivel taxondmico al cual fueron

metabarcoding de 18S.

identificados mediante

Phylum Clase Orden Familia Género Especie
Arthropoda Hexanauplia Pedunculata Lepadidae Lepas L. anserifera
Arthropoda Malacostraca  Decapoda Diogenidae Calcinus C. californiensis
Arthropoda Malacostraca Decapoda Portunidae Callinectes C. bellicosus
Arthropoda Malacostraca  Decapoda Paguridae Manucomplanus M. varians
Arthropoda Malacostraca

Chordata Actinopteri Perciformes Chaetodontidae Johnrandallia J. nigrirostris
Chordata Actinopteri Perciformes Pomacanthidae Holacanthus H. passer
Chordata Actinopteri Perciformes Pomacentridae Stegastes S. rectifraenum
Chordata Actinopteri Perciformes Serranidae Paralabrax P. auroguttatus
Chordata Actinopteri Perciformes Serranidae Paranthias P. colonus
Cnidaria Anthozoa Antipatharia Antipathidae Antipathes A. galapagensis
Cnidaria Hydrozoa Anthoathecata Hydractiniidae Janaria J. mirabilis
Echinodermata Echinoidea Camarodonta Toxopneustidae Toxopneustes T. roseus
Echinodermata Echinoidea Cidaroida Cidaridae Eucidaris E. thouarsii
Echinodermata Ophiuroidea  Ophiurida Ophiocomidae Ophiocoma O. aethiops
Mollusca Bivalvia Ostreida Margaritidae Pinctada P. mazatlanica
Mollusca Bivalvia Pectinida Spondylidae Spondylus S. limbatus
Mollusca Bivalvia Pectinida Spondylidae Spondylus S. princeps
Mollusca Bivalvia Pterioida Pinnidae Atrina A. maura
Mollusca Bivalvia Pterioida Pinnidae Pinna P. rugosa
Mollusca Gastropoda Cycloneritida Neritidae Nerita N. scabricosta
Mollusca Gastropoda Neogastropoda Muricidae Plicopurpura P. columellaris
Mollusca Gastropoda Nudibranchia Glaucidae Glaucus G. atlanticus
Mollusca Gastropoda Pleurobranchomorpha Pleurobranchidae Berthellina B. ilisima
Sipuncula

Durante el curado de la taxonomia y clasificacién de peces detectados por ADNa12S, se identificé

una pequefia proporcion de 20 ASVs adjudicados a peces cripticos, mientras que 6,784 ASVs

fueron de peces conspicuos (Fig. 10). De acuerdo con estos valores, solo un 0.04% de las

secuencias y 0.29% de los ASVs identificadas por metabarcoding de ADN ambiental 12S fueron de

peces cripticos. Todos los ASVs cripticos fueron identificados hasta género, con 12 (60%) de ellos

anotados también a nivel especie. Todos los ASVs conspicuos fueron identificados a nivel familia,

con 6,374 (94%) ASVs anotados a géneroy 3,726 (55%) a especie. Cabe destacar que, investigando

la contribucién de la referencia local de peces en la anotacidn de 12S, se detectaron valores de

bootstrap entre 30 y 50 en aquellos casos en que la referencia resultd indistinguible entre dos o
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tres especies emparentadas (por ejemplo, géneros Paraclinus y Stegastes), mientras que aquellas

referencias discriminables contaron con valores de bootstrap del 100% o cercanos.
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Figura 10. Resolucion taxondmica de ADNal2S. Numero de ASVs anotados a cada rango
taxondmico (de phylum a especie) para (a) peces cripticos y (b) peces conspicuos.

7.2.2 Censos visuales submarinos

El procesamiento de censos visuales para eucariotas se realizé reteniendo 8 transectos al azar en
cada sitio donde se muestred ADN ambiental. Partiendo de 71,460 ocurrencias crudas de censos
visuales de peces y macro-invertebraods, se retuvieron 28,269 (82%) dentro de 316 transectos
realizados simultaneamente con el muestreo de ADNa18S, con ocurrencias adjudicadas un 79% a
vertebrados (peces) y 21% a invertebrados (Tabla 4). Los 167 taxa identificados en total fueron
anotados en su mayoria (83%) a nivel especie, de los cuales 96 fueron vertebrados y 71

invertebrados.

La clasificacién de censos visuales enfocada a peces fue mds inclusiva que eucariotas, utilizando
un umbral de distancia entre todos los censos visuales disponibles y sitios de ADNa12S. A partir
de 56,375 ocurrencias iniciales de peces, la misma clasificacion resultd para los dos umbrales de
distancia evaluados (~11y ~28 km), reteniendo un total de 47,366 (84%) de ocurrencias (Tabla 5)
dentro de 293 transectos adjudicados a los 25 sitios finales ADNa12S (Figura 8). El rango de
agrupacion fue de seis transectos en el Bajo Seco Sur (BSS), a 24 en San Pedro Nolasco (SPN), con

un promedio de 12 y desvio estandar de 4 transectos. Las anotaciones taxondmicas de censos
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visuales llegaron en su mayoria a especie, con la excepcion de un taxa criptico y 6 conspicuos
identificados hasta género. En los censos visuales, solo el 0.42% de las ocurrencias fueron

adjudicadas a peces cripticos.

7.2.3 Capturas de peces

Bajo el umbral de distancia de ~11 km de los sitios de ADNa12S, 871 (20%) de 4,274 individuos
fueron descartados, quedando solo 7 sitios con informacidon de capturas. En cambio, bajo el
umbral de inclusion de ~28 km, el porcentaje de individuos descartado disminuyd a 13% (Tabla
5), y un total de 12 sitios del muestreo de 12S resultaron con datos de capturas. También se
incorpord a Bahia de los Angeles (BLA) al andlisis, el Gnico sitio restante dentro del drea geografica
de estudio, localizado a 65 km de distancia del ADNa12S mas cercano. A pesar de no caer en el
criterio de inclusidn, en este sitio se dio un gran esfuerzo de capturas, incluyendo 13 cuadrantes,
366 individuos capturados y dos especies exclusivas, con un aporte sustancial a la caracterizacion
del Golfo Norte, ya que los otros sitios nortefios solo cuentan con 3 a 6 cuadrantes, y niveles de
diversidad notablemente menores. Posterior a la clasificacion, se retuvo el criterio mas inclusivo
de agrupacion, recuperando desde tres cuadrantes en isla Tiburén (TIB) e isla San Lorenzo (LOR),
hasta 16 cuadrantes en el Bajo Seco Sur (BSS), con un promedio de 9 y desvio estandar de 5
cuadrantes por sitio. La mayoria de los peces capturados fueron identificados a nivel especie,
excepto dos anotaciones a nivel género. En este caso, el 96% de los organismos capturados fueron

cripticos.

7.2.4 Registros historicos

Con respecto a grandes grupos de eucariotas, la uniéon de ocurrencias histéricas a sitios de
monitoreo bajo dos umbrales de distancia (~11 km y ~55 km) resulté en diferentes grados de
retencién de datos (Fig. 11). Bajo el umbral de ~11 km se retuvieron solo 5,892 ocurrencias (8%
del total) de 2,103 especies distintas. Al ampliar el umbral espacial, se incluyeron 131,980
ocurrencias (46% del total) de la base original (Tabla 4), correspondientes a 5,052 especies. La
distribucién de ocurrencias bajo este criterio fue de 58.19% vertebrados, seguido por

invertebrados (25.89%), algas (13.09%), otros eucariotas (2.77%), y pocos hongos (0.05%).
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Figura 11. Mapeo de ocurrencias histdricas a sitios monitoreados. Mapa de ocurrencias histdricas
individuales georreferenciadas, clasificadas de acuerdo con un umbral de ~11 km y ~55 km de los
sitios de monitoreo de ADNa18S.

El nivel de coincidencias taxonédmicas incrementd al ampliar el criterio de inclusién (Fig. 12),
especialmente para niveles taxondmicos bajos, mostrando un incremento de 41% de especies
compartidas, 43% de géneros y 33% de familias compartidas. A mayores niveles el incremento

fue de 21% para 6rdenes, 19% para clases y 12% para phyla compartidos.
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Figura 12. Inclusion de de ocurrencias histéricas de acuerdo con distancia de ADNa18S. Diagrama
de Venn mostrando coincidencias taxondmicas, de phylum a especie, entre ADNal18S y el criterio
angosto (~¥11 km) y amplio (~55 km) de clasificacion de ocurrencias histdricas.

Con respecto a peces, el filtrado taxondmico de la base de datos histéricos de vertebrados, con
76,801 ocurrencias iniciales, resultd en un total de 65,137 (85% de vertebrados) ocurrencias
adjudicadas a peces 6seos y cartilaginosos (Tabla 5). Las anotaciones taxondmicas de datos
histéricos fueron en su totalidad a nivel especie. Para los datos histéricos, el 18% de las

ocurrencias fueron de peces cripticos.

7.3 Biodiversidad por método y grupo taxonémico

7.3.1 Grandes grupos de eucariotas

El nuevo compilado global de eucariotas generado mediante la combinacion de ADNal8S, censos
visuales y datos histéricos, para la region geografica abarcada del Golfo de California, incluyé al
menos 52 phyla (considerando el agrupamiento de multiples linajes independientes en tres
grupos, Algae NA, dino NA para dinoflagelados, y otros NA), 160 clases, 577 6rdenes, 1,599
familias, 3,525 géneros y 6,375 especies (Fig. 13).
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Figura 13. Riqueza taxondmica de eucariotas de las regiones Norte y Central del Golfo de
California. Diagrama de barras apiladas con nimero de taxa, de phylum a especie, recuperados
por método (ADNal8S, censos visuales y datos historicos) y por grupo de eucariotas
(invertebrados, vertebrados, algas, hongos y otros eucariotas).

La contribucién de cada método a los niveles de riqueza detectados globalmente varié de acuerdo
con el rango taxondmico y grupo de eucariotas objetivo. A mayores niveles taxondmicos (phylum,
clase y orden), ADNa18S representd la principal contribucion, con 98% de todos los phyla, 93%
de clases y 73% de los dérdenes recuperados. Los registros historicos fueron el segundo
contributario, con 48% de los phyla, 41% de clases, y 57% de érdenes reportados. Los censos
visuales recuperaron el 13% de phyla y 8% de todas las clases y 6rdenes. En cambio, para niveles
taxondmicos menores (de familia a especie), los datos histdricos tuvieron el principal aporte, con
67% de familias a 79% de las especies recuperadas, mientras que en la base de ADNal8S se
recuperaron 52% de las familias a 23% de las especies totales, y censos visuales recuperaron

desde 5% de las familias a 2% de todas las especies (Fig. 13).

En cuanto a composicidn, la comparacidon taxondmica resultd en un patréon de traslape

decreciente en taxa compartidos entre 18S e histdricos, de mayor a menor rango taxonémico. Se
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detectd un 46% de phyla y 33% de clases compartidas, mientras que solo hubo 9% de géneros y
2% de especies en comun (Fig. 14). La diversidad recuperada por ADNal18S destacé diversos
grupos taxondmicos microscépicos poco conocidos. El aporte de al menos 27 phyla incluye 10
micro-eucariotas, 9 invertebrados, 7 hongos, y dos phyla de algas (Fig. 14). Al menos otros 15
linajes con filogenia no resuelta fueron identificados dentro de los supergrupos SAR, Holozoa,
Viridiplantae y CRuMS. En cuanto a caracterizaciéon tréfica y habitat, se detectaron
mayoritariamente organismos fagotroficos pertenecientes al plankton, con menor incidencia de
organismos osmotroficos, simbiontes, mixétrofos o parasiticos, y organismos del bentos (Anexo

C).
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Figura 14. Contribucion por método a la diversidad taxonémica de eucariotas del Centro y Norte

del Golfo de California. Diagrama Venn de riqueza taxondmica, de phylum a especie, comparando
ADNa18S, censos visuales y datos histoéricos.

Mientras que los censos visuales aportaron cinco especies y un género al compilado histérico (Fig.

14), los aportes por parte de ADNal8S denotaron un incremento de 164% a nivel phylum, un
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146% de incremento de clases, 76% de ordenes, 51% de familias, 38% de géneros y 26% de
incremento en la diversidad de especies histéricas (Fig. 15). A su vez, se identificd una tendencia
similar en el porcentaje de representacion de riqueza histérica en los repositorios GenBank y ENA,
con un 100% de representacion a nivel phylum, 98% de clases incluidas, 87% de 6rdenes y 80%
de familias, disminuyendo a 51% para géneros y tan solo 18% de las especies histéricas del Golfo

con una referencia disponible (Fig. 15).
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Figura 15. Contribucidn taxondmica exclusiva de ADNa18S. Diagrama de barras con numero de
taxa (eje y principal, izquierda) aportados por el ADNa18S al compilado histdrico, de phylum a
especie, para cada grupo de eucariotas. La linea solida indica el porcentaje de taxa histéricos con
referencia genética disponible. La linea punteada gruesa muestra el porcentaje de ASVs anotados
taxondmicamente para cada rango, y la linea punteada fina muestra el porcentaje de incremento
al nivel histdrico de riqueza (eje % secundario, derecha).

La comparacion de métodos a nivel familia ejemplifica diferencias entre los métodos comparados.
Con respecto a Rhodophyta, se observé una mayoria de familias compartidas (25) y aportes
exclusivos comparables entre ADNal18S (7) y datos histoéricos (11) (Fig. 16). En cambio, la
contribucién de ADNa18S fue menor para invertebrados mejor estudiados, con 40 familias de
artropodos y 12 familias de moluscos (quienes poseen mas de 200 familias histéricamente cada
uno). En este caso, los censos visuales aportaron cuatro y 21 familias, todas presentes en el
registro historico. El resultado fue diferente para equinodermos, un grupo de organismos
macroscopicos y de fécil identificacion en campo (66 familias en total), en donde una sola familia
de las 10 detecciones fue exclusiva de ADNa18S, y censos visuales aportaron 13 familias presentes

en el registro histdrico.
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Figura 16. Composicion de familias de algas rojas e invertebrados selectos. Diagrama de Venn de
familias de (a) Rhodophyta, (b) Arthropoda, (c) Mollusca y (d) Echinodermata. Todas las familias
excepto las exclusivamente histdricas se muestran en la figura.

7.3.2 Peces cripticos versus conspicuos

Mediante la combinacién de ADNa12S, censos visuales simultaneos y capturas con anestésico, se

detectaron 12 familias, 35 géneros y 60 especies de peces cripticos. Los peces conspicuos tuvieron

una riqueza de 43 familias, 84 géneros y 139 especies (Fig. 17). En cambio, el registro histdrico

incluyd 13 familias, 57 géneros y 121 especies de peces cripticos, y 161 familias, 432 géneros y

811 especies de peces conspicuos. Las familias mas especiosas, tanto detectadas como histdricas,
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fueron Labrisomidae y Gobiidae para peces cripticos, y Serranidae y Labridae para peces

conspicuos. Otras familias muy ricas en el registro histérico fueron Carangidae, Sciaenidae y

Haemulidae.
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Figura 17. Riqueza taxondmica de peces cripticos y conspicuos del Norte y Centro del Golfo de
California. Diagrama de barras apiladas de niumero de familias, géneros y especies recuperadas a
partir del ADNa12S, censos visuales y capturas, mediante métodos combinados e individuales, y
valores de registros histéricos de cada grupo de peces.

El aporte mayoritario a peces cripticos fue por parte de capturas con uso de anestesia, detectando
cinco familias, 22 géneros y 46 especies exclusivamente (Fig. 18). Los censos visuales detectaron
cinco familias, 8 géneros y tres especies presentes también en otros métodos. Entre las
secuencias de ADNal12S se detectaron cinco especies cripticas no exclusivas. Cuatro de ellas,
Ogilbia ventralis, Acanthemblemaria macrospilus, Xenomedea rhodopyga y Enneanectes
reticulatus también fueron capturadas, mientras que Coryphopterus urospilus y el género Apogon
aparecieron en los tres métodos. Los censos visuales detectaron a Apogon pacificus, Scorpaena
plumieriy Tigrigobius inornatus, ademas de 6 especies compartidas con las capturas, incluyendo

a frecuentes y abundantes Lythrypnus dalli, Crocodilichthys gracilis, Tigrigobius puncticulatus y
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Apogon retrosella, ademas de dos detecciones raras en capturas, Scorpaena mystes y Labrisomus

xanti (Fig.18).
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La contribucion de métodos a la diversidad de peces conspicuos fue diferente a cripticos. En este

caso, ADNal12S vy censos visuales fueron equiparables, con un aporte secundario hecho por

capturas (Fig. 18). Tres especies aparecieron en todos los métodos, Abudefduf troscheli,

Cirrhitichthys oxycephalus y Halichoeres melanotis. Los censos visuales detectaron 57 especies

exclusivamente. A partir de ADNa12S se detectaron 45 especies exclusivas, y una compartida con

capturas, Pareques fuscovittatus. En cambio, las capturas detectaron 6 especies ausentes en otros
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métodos, Anarchias galapagensis, Gymnothorax panamensis, Mycteroperca olfax,

Pseudogramma thaumasia, Synodus lacertinus y Uropterygius microcephalus.

Las pocas detecciones cripticas de ADNal2S tuvieron 38-100% de frecuencia de deteccidn e

incluyen especies muy abundantes, de acuerdo con los datos de capturas (Fig. 19).
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Figura 19. Detecciones de ADNal2S sefialadas sobre diagrama de frecuencia-ocurrencia de
especies de peces cripticos capturados. Las especies detectadas por ADNal12S se denotan sobre
la figura, con la adicion de Acanthemblemaria crockeri, especie congenérica, frecuente y
abundante, de la especie rara detectada A. macrospilus.

La comparacion entre los inventarios taxondmicos combinados de ADNal2S, censos visuales y
capturas (i.e. detecciones) y los registros histéricos, reveld diferencias entre peces cripticos y
conspicuos (Fig. 20). Las detecciones incluyeron 12 de 13 familias cripticas presentes en el registro
historico, con excepcion de Opistognathidae, y recuperaron el 61% de todos los géneros y 39%
de las especies histdricas. Las detecciones contribuyeron, a su vez, 12 especies cripticas ausentes

en el registro histoérico (Fig. 20).
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Figura 20. Diversidad taxondmica de (a) peces cripticos y (b) conspicuos segun detecciones y
registros histéricos. Diagrama de Venn comparando familias, géneros y especies detectadas (via
ADNal2S, censos visuales y capturas combinadas) contra registros histéricos. Para peces
cripticos, todas las familias y las especies detectadas se mencionan en la figura (para especies
conspicuas agregadas al compilado histdrico, ver Tabla 7).

Para peces conspicuos, en cambio, los niveles histéricos son mucho mayores a los detectados,
recuperando 26% de familias, 18% de géneros y 13% de especies conspicuas histéricas. Las
detecciones aportaron la nueva familia Percidae, cuatro géneros, Anarchias, Caesio, Dorosoma y

Lactoria, y 34 especies al compilado histérico (Fig. 20, Tabla 7).



Tabla 7. Especies conspicuas detectadas que no se encontraron en el compilado histérico.

Acanthurus bahianus
Acanthurus blochii
Anarchias galapagensis
Balistes vetula

Bodianus rufus

Caesio lunaris
Canthigaster jactator
Carangoides orthogrammus
Cephalopholis urodeta
Chromis alpha

Dorosoma petenense
Epinephelus bruneus
Euthynnus affinis
Gymnothorax panamensis
Kyphosus cornelii
Kyphosus labriformis
Lactoria diaphana

Lutjanus argentimaculatus
Lutjanus indicus

Lutjanus lutjanus

Lutjanus rivulatus

Lutjanus stellatus
Mulloidichthys vanicolensis
Mycteroperca olfax
Myripristis adusta
Nicholsina usta
Pomacanthus sexstriatus
Prionurus scalprum

Seriola quinqueradiata
Thalassoma amblycephalum
Thunnus alalunga

Thunnus maccoyii

Thunnus thynnus

Urobatis maculatus
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7.4 Patrones regionales de biodiversidad

7.4.1 Patrones regionales de familias de eucariotas

La composicién de familias considerando los inventarios taxondmicos completos de cada método,
y el inventario global, coincidieron en la distincion de la regiéon norte y central del Golfo de
California (Fig. 21), con lazos débiles en los diagramas de nMDS (rango de stress = 0.10-0.16). El
ANOSIM recabd diferencias significativas entre regiones para todos los métodos, con mejor

acuerdo en los registros histérico (Fig. 21).



61

a Meétodos combinados b ADNal8S
@ @
= f=3
- MNaorth Centra _
Gulf Gulf 19.16
s b o O o JB,0 T
= F [= r :
LT L R
7] a 4'12 B 1!‘1 17 1 '.53 gy 13 o
I.'\.! - i - -"'ﬁ. '-'\l ‘d.ﬁ '- - - &
T 7 sresso12 T 7| Stress 016 g 0
- ANCSIM R: 07058 — ANOSIM R: 0,348
w r el ]
? | p:0.00 = p: 0.003
| | T I ! |
-0.5 0.0 0.5 -0.5 0.0 05
¢ Censos visuales d Datos historicos
2 - 2
_ = . =
3 17 = 0'? 12
oy . 2 19 o 8 " ]
e o - B s 15 - = ' 0 S
0 N -"1 ' «'%a - .2 : r ,"ﬂg
z o - ' 6 .14_13 6 o . B :IﬂE_IE
T 7] 2 Stress 0.16 T 7 o Stress 0.10 *
. ANOISIN R: 0,404, " - ANCISIM R: 0,544
© p: 0,004 ’ o @ | p: 0,001
T T T T I T T T
0.5 0.0 0.5 05 0.0 08
nMos 1

Figura 21. Estructura meta-comunitaria de familias de eucariotas por regién. Diagramas nMDS y
estadisticos de ANOSIM basados en la matriz de distancia de Jaccard de composicién taxonémica
entre regiones norte (azul) y centro (rojo) del Golfo de California para (a) métodos combinados,
(b) ADNa18s, (c) censos visuales, y (d) registros histéricos. Las elipses representan desviacion
estandar de puntos, y los nimeros se corresponden con la Fig. 7.

Al evaluar la estructura meta-comunitaria de familias para combinaciones especificas de método
y grupo, algunos conjuntos no fueron analizados por la baja diversidad recuperada. Este fue el
caso para vertebrados detectados por ADNa18S (Tabla 7) y hongos de datos histéricos (Tabla 8)
en donde se detectaron 0-7 familias por sitio, mientras que para otros eucariotas de datos

historicos no existen registros al norte de isla San Lorenzo (LOR; Tabla 8).
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Tabla 8. Riqueza de familias de eucariotas, invertebrados y vertebrados por sitio. NUmero de
familias detectadas mediante métodos combinados (com), ADNa18S (ADN), censos visuales (vis)
y datos histdricos (hist) por sitio (ID) y region (R; N por Norte y C por Central). Metadata de sitios
disponible en Tabla 1.

D R Eukariotas Invertebrados Vertebrados

Com ADN Vis Hist [ Com ADN Vis Hist | Com ADN Vis Hist
PLO N 573 289 31 341 | 269 107 18 182 98 6 13 95
PLI N 570 263 26 352 | 248 72 14 191 99 2 12 98
SLG N 503 251 23 292 | 196 70 14 134 93 2 9 92
AGU1 | N 590 263 31 376 | 249 68 16 193 97 3 15 96
AGU2 | N 596 275 29 387 | 268 84 17 204 98 6 12 96
PAT N 546 245 31 361 | 239 74 18 188 93 1 13 92
LOR N 712 265 35 519 | 371 81 19 318 | 107 1 16 106
SPM C 696 266 41 496 | 366 90 22 300 | 113 2 19 112
SPN C 743 230 36 576 | 388 75 20 338 | 128 3 16 125
TOR C 727 268 38 529 | 361 89 20 299 | 123 2 18 122
MAR C 707 284 30 502 | 337 100 18 270 | 124 0 12 124
PUL C 654 261 37 464 | 293 69 20 254 | 104 1 17 103
CAR C 736 348 31 476 | 351 114 13 281 | 108 6 18 106
DAN C 653 247 33 463 | 312 71 18 265 | 102 1 15 102
MON | C 687 245 38 506 | 346 70 20 307 | 109 2 18 108
CAT C 518 186 35 362 | 241 39 15 211 | 101 2 20 100
MAT C 569 280 27 344 | 242 88 12 183 92 2 15 92
CRU C 640 251 34 442 | 308 68 16 255 | 117 1 18 117
DIE C 607 220 30 435 | 277 50 11 242 | 118 3 19 116
POR C 742 251 22 569 | 367 84 7 318 | 127 2 15 127
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Tabla 9. Rigueza de familias de algas, hongos y otros eucariotas por sitio. Nimero de familias
detectadas mediante métodos combinados (com), ADNa18S (ADN) y datos histdricos (hist) por
sitio (ID) y regidn (R; N por Norte y C por Central). Metadata de sitos en Tabla 1.

D R Algas Hongos Otros euk.

Com ADN Hist | Com ADN Hist | Com ADN Hist
PLO N 130 100 64 15 15 0 65 65 0
PLI N 130 96 63 22 22 0 73 73 0
SLG N 123 89 65 18 17 1 75 75 0
AGU1 N 141 96 80 21 14 7 85 85 0
AGU?2 N 139 101 80 23 16 7 70 70 0
PAT N 132 90 79 17 15 2 68 68 0
LOR N 138 96 79 20 16 4 78 73 12
SPM C 124 90 68 19 16 3 77 71 13
SPN C 140 79 91 25 18 7 65 58 15
TOR C 152 95 93 20 20 0 74 64 16
MAR C 155 101 97 16 16 0 77 69 11
PUL C 160 107 90 19 16 3 81 71 14
CAR C 140 116 59 18 17 1| 122 98 30
DAN C 136 96 66 18 17 1 87 64 30
MON C 128 95 60 18 16 2 90 66 30
CAT C 105 85 36 15 14 1 58 48 14
MAT C 132 96 57 25 24 1 81 73 11
CRU C 123 101 55 25 25 1 70 59 14
DIE C 121 86 62 22 21 1 71 62 14
POR C 156 84 110 23 22 1 71 61 13

Para las combinaciones método-grupo que contaron con niveles de riqueza comparable, se
recuperaron mayoritariamente diferencias significativas entre norte y centro, excepto por
algunos métodos dentro de invertebrados y algas (Fig. 22). Para invertebrados, solo los datos
historicos mostraron diferencias significativas entre regiones (ANOSIM R = 0.597, p = 0.001),
mientras que ADNa18S (ANOSIM R = 0.018, p = 0.335), censos visuales (ANOSIM R = 0.171, p =
0.063), y la base de métodos combinados (ANOSIM R = 0.032, p = 0.337) fueron no significativas.
Para algas, en cambio, las diferencias fueron significativas para ADNa18S (ANOSIM R=0.417,p =
0.002) pero no para datos histéricos (ANOSIM R = -0.003, p = 0.447).
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Figura 22. Estructura meta-comunitaria a nivel familia para cada combinacion método-grupo
entre el Norte y Centro del Golfo de California. Diagramas de nMDS (Jaccard) y estadisticos
ANOSIM para toda métodos combinados e independientes (ADNa18S, censos visuales y datos
histéricos), y grupo de eucariotas (invertebrados, vertebrados, algas, hongos y otros eucariotas),
separando norte (azul) y centro (rojo) del golfo. Las elipses representan la desviacién estandar de
los puntos y los numeros de sitios se corresponden con la Fig. 7.

El analisis estadistico de riqueza regional detectd diferencias significativas entre cada método
individualmente, y los métodos combinados (Kruskal-Wallis chi® = 72.655, df = 3, p-valor = 1.153e-

15; Tabla 9).
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Tabla 10. Prueba de Kruskal-Wallis comparando la riqueza regional de familias entre cada método
individual, y la base de de métodos combinados (p-valores ajustados con el método de Holm).

Comparacion yA P.no ajustado  P. ajustado
Combinado-ADNa18S 5.307819 1.11E-07 4.44E-07
Combinado-histérico 2.511007 1.20E-02 1.20E-02
ADNa18S — historico -2.796812 5.16E-03 1.55E-02
Combinado-visual 8.050192 8.27E-16 4,96E-15
ADNa18S —visual 2.742373 6.10E-03 1.22E-02
historico —visual 5.539185 3.04E-08 1.52e-07

El mapa de riqueza de familias de métodos combinados para todos los eucariotas presentd un
rango de 503 a 473 familias por sitio (Fig. 23a). La riqueza resultd significativamente mayor en el
Golfo Central (Kruskal-Wallis chi? = 5.465, df = 1, p-valor = 0.019; Fig. 23e). A partir de ADNa18s,
se detectaron 186 a 348 familias por sitio (Fig. 23b), sin diferencias significativas entre regiones
(Kruskal-Wallis chi?> = 0.631, df = 1, p-valor = 0.427; Fig. 23f). Los censos visuales (Fig. 23c)
recuperaron 22 a 41 familias, con diferencias no significativas entre regiones (Kruskal-Wallis chi?
= 2.665, df = 1, p-valor = 0.103; Fig. 23g). Los registros histdricos (Fig. 8d) tuvieron el principal
aporte a la riqueza global de familias, y su distribucién geografica fue la mds semejante a aquella

de métodos combinados, con 292 a 576 detecciones por sitio, y niveles significativamente

mayores en el Golfo Central (Kruskal-Wallis chi? = 4.749, df = 1, p-valor = 0.029; Fig. 23h).
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Figura 23. Distribucion geografica de diversidad taxonémica de familias de eucariotas para el
Norte (azul) y Centro (rojo) del Golfo de California. Numero de familias por sitio de acuerdo con
cinco categorias cuantiles de tamafio, y diagrama de cajas (min-Q1-median-Q3-max) por region
para: (a, e) métodos combinados, e individualmente para: (b, f) ADNa18S; (c, g) censos visuales;
(d, h) datos histdricos. Las letras del diagrama de cajas indican el resultado de la prueba Kruskal-
Wallis de diferencias entre regiones dentro de cada método.

Las curvas de acumulacion de familias para cada método, considerando el area de estudio
completa o cada region independientemente, no alcanzaron el plateau en ningun caso (Fig. 24).
El Golfo Norte (n = 7) acumulé un 34% de las secuencias de ADNa18S, 25% de detecciones de
censos visuales y 21% de ocurrencias histéricas, mientras que el 66% de lecturas de ADNa18S,

75% de censos visuales, y 79% de ocurrencias histdricas ocurrieron en el Golfo Central (n = 13).
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Figura 24. Curvas de acumulacién de familias para ADNal8S, censos visuales y datos historicos
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7.4.2 Patrones regionales de especies de peces

Los graficos de nMDS mostraron segregacidn entre las regiones para los 4 conjuntos de datos:
peces cripticos y conspicuos, para niveles detectados (mediante combinacion de ADNal2S,

censos visuales y capturas) e histéricos (Fig. 25).
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Figura 25. Diversidad beta detectada e histdrica de peces cripticos y conspicuos entre regiones
Norte y Central del Golfo de California. Graficos de nMDS de peces cripticos detectados (a) e
historicos (c), asi como peces conspicuos detectados (b) e histéricos (d), y estadisticas de pruebas
PERMANOVA o ANOSIM basadas en la distancia de Jaccard de la composicién de especies entre
las regiones Norte (azul) y Central (rojo). Las elipses representan la desviacién estandar de los
puntos y los nimeros de sitios se corresponden con la Fig. 8.

La comparacidén estadistica de diversidad beta mostrd diferencias significativas entre las regiones
Norte y Central para los conjuntos de datos histéricos de cripticos (PERMANOVA r? = 0.19, p-valor
= 0.01) e histéricos de conspicuos (ANOSIM R = 0.61, p-valor = 0.01), asi como para los peces
conspicuos detectados (PERMANOVA r? = 0.14, p-valor = 0.01), pero no para los peces cripticos
detectados (PERMANOVA r? = 0.12, p-valor = 0.14). Sin embargo, los altos niveles de estrés en
nMDS y una baja proporcién de varianza explicada en las pruebas de PERMANOVA sugieren

diferencias sutiles entre las regiones (Fig. 25).
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La prueba de Mantel de correlacion entre distancia geografica y variaciéon de la composicidon
comunitaria (Fig. 26) mostro resultados significativos de tendencia similar en todos los casos, con
una correlacion mas débil para los peces cripticos detectados (Mantel R = 0.33, p-valor = 0.01),
que para peces conspicuos detectados (Mantel R = 0.62, p-valor = 0.00), peces cripticos histdricos

(Mantel R = 0.69, p-valor = 0.00) y especies de peces conspicuos histéricos (Mantel R = 0.72, p-

valor = 0.00).
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Figura 26. Prueba de Mantel de correlacidon entre distancia geografica y diferenciacion
comunitaria (Jaccard) de peces cripticos y conspicuos, detectados e histéricos, en el Golfo de
California. La linea recta indica la regresidon modelada entre las matrices de distancia, y la linea
suavizada en rojo sigue la dispersion de los datos sin procesar. Se indican el estadistico R de
Mantel y el p-valor.

Al comparar la variacién en la riqueza de especies se encontrd que, en ausencia de capturas, los
niveles de peces cripticos detectados variaban de cero a cuatro especies, mientras que se

encontraron de 11 a 38 especies en sitios con capturas (Tabla 10).
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Tabla 11. Valores de riqueza de especies de peces cripticos y conspicuos, detectados e histdricos.
Numero de especies por sitio considerando las detecciones de métodos combinados (ADNa12S,
censos visuales y capturas) y registros histéricos. Metadata de sitios en Tabla 1.

., L ... | Cripticos Conspicuos
Regién Cddigo sitio — —
Detectados Histdricos | Detectados Historicos

Norte PLO 1 35 31 239
Norte PLI 37 238
Norte  SLG 31 200
Norte  AGU1 11 43 34 185
Norte  AGU2 2 43 32 184
Norte PAT 1 39 40 234
Norte TIB 12 36

Norte BLA 22 2

Norte  EST 14 29

Norte  LOR 12 63 42 316
Norte  SFN 23 41

Central SPM 16 60 51 331
Central SPN 17 90 59 476
Central TOR 3 58 44 347
Central MAR 38 61 47 371
Central IDE 1 51

Central PUL 4 61 59 336
Central COR 1 57

Central CAR 1 60 57 308
Central DAN 1 65 58 309
Central MON 22 70 62 322
Central CAT 0 47 55 231
Central MAT 20 53 68 212
Central CRU 1 64 54 321
Central DIE 1 64 68 325
Central ANI 0 51

Central BSS 26 42

Central POR 12 77 47 455

La riqueza de peces cripticos historicos triplicd los valores detectados, oscilando entre 31 y 90

especies por sitio (Tabla 10). La riqueza de especies conspicuas vario de 31 a 68 especies por sitio,

mientras que los valores histéricos fueron de un orden de magnitud mas alto, oscilando entre 212

y 476 especies por sitio (Tabla 10).

El patron espacial esperado de disminucién de riqueza desde el Golfo Central hacia los sitios del

norte solo es evidente para los peces conspicuos detectados. A su vez, los peces cripticos

detectados y ambos conjuntos de datos histéricos muestran uno o dos sitios con una mayor
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riqueza ubicados cerca de la zona de transicion entre regiones, y en el rango sur de su alcance de
muestreo (Fig. 27). Siguiendo la misma tendencia que la estructura meta-comunitaria, la variacion
a escalaregional en la riqueza de especies reveld que solo los peces cripticos detectados difirieron
del patrén esperado (Fig. 27). Para las especies detectadas, el andlisis de varianza reveld
diferencias significativas entre riqueza de peces cripticos y conspicuos (F = 155.8, p = 0.000) y
diferencias entre cada regién (F = 35.8, p-valor = 0.000), asi como un efecto de interaccion
significativo (F = 7.2, p-valor = 0.01). La prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples
de medias encontré una riqueza de especies significativamente mayor para los peces conspicuos
en el Golfo Central (diferencia media = 19.1, p-valor = 0.000), pero no para los peces cripticos
(diferencia media = 5.9, p-valor = 0.436). Considerando la riqueza histérica, se encontraron
diferencias estadisticas entre regiones, tanto para peces cripticos (Chi? de Kruskal-Wallis = 9.3358,

p-valor = 0.002), como para peces conspicuos (Chi® de Kruskal-Wallis = 7.9137, p-valor = 0.0049;

Fig. 27).
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Figura 27. Variacidon detectada e histérica en la riqueza de especies para peces cripticos y
conspicuos del Golfo de California Norte y Central. NiUmero de especies por sitio mapeado en una
escala continua de colores, y diagrama de cajas de distribucién regional (minimo-Ql1-mediana-
Q3-mdximo) para peces cripticos detectados (a,c) e histdricos (e,g), y conspicuos detectados (b,d)
e histaricos (f,h).
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Las curvas de acumulacion de especies no alcanzaron el plateau en ningun caso (Fig. 28). Se
encontraron pequeiias diferencias entre regiones para la riqueza de especies de peces cripticos
detectados, mientras que los datos histéricos de peces cripticos y ambos conjuntos de datos
conspicuos mostraron una mayor riqueza de especies en el Golfo Central. Considerando los
valores de riqueza de cripticos detectados (42 en el Norte, 51 en el Golfo Central) versus histéricos
(87 en el Norte, 115 en el Golfo Central), se logré un 42% de cobertura de la riqueza histdrica del
Norte y un 44% del Golfo Central con los inventarios combinados de métodos. Para peces
conspicuos, los valores de riqueza detectados (85 en el Norte, 130 en el Golfo Central) versus
historicos (526 en el Norte, 774 en el Golfo Central) indicaron una cobertura del 16% de la riqueza

histérica del Norte y un 17% del Golfo Central (Fig. 28).
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Figura 28. Curvas de acumulacién de especies, detectadas e histéricas, de peces cripticos y conspicuos en
el Golfo Norte y Central de California. Los valores de extrapolacién se graficaron hasta duplicar el tamafio
de la muestra en cada caso. El drea sombreada muestra los intervalos de confianza del 95%.
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8. DISCUSION

El metabarcoding de ADN ambiental ha revolucionado la comprension de la biodiversidad marina
al ofrecer una escala, velocidad y resolucion sin precedentes en inventarios taxondmicos. El
presente estudio integré datos histéricos de biodiversidad con métodos de muestreo
tradicionales y metabarcoding de ADN ambiental dirigido a eucariotas (18S) y peces (12S). Se
encontrd que la biodiversidad eucariota marina en el Golfo de California (GC) es mucho mayor a
estimaciones previas. El metabarcoding de ADN ambiental hizo un notable aporte al componente
microscopico a pequefio, histéricamente en desventaja con respecto a la macrofauna de la
region. A su vez, el metabarcoding de ADN ambiental revelé6 macrofauna complementaria a
métodos tradicionales, contribuyendo paralelamente a la diversidad de grupos bien estudiados,
en conformidad con la hipdtesis planteada. Sin embargo, un componente que permanecié elusivo
fueron los peces cripticos, destacando a las capturas con uso de anestésico como el medio mas
efectivo de monitoreo, habiendo recuperado poca diversidad via ADNa12S y censos visuales. La
investigacion de patrones espaciales emergentes de riqueza y composiciéon comunitaria iluminé
un sesgo histdrico hacia macrofauna, que ha influenciado el paradigma del arreglo espacial
regional de la diversidad del Golfo de California. Sin embargo, contrario a la segunda hipétesis
planteada, al comparar simultaneamente patrones histdricos y contempordneos de distintos
grupos taxondmicos, se detectaron diferencias. Los resultados destacan los beneficios de integrar
el metabarcoding de ADN ambiental en las evaluaciones de biodiversidad, por su
complementariedad a métodos tradicionales, y destacan los desafios asociados con la creacién

de estrategias de muestreo integrales.

8.1 Biodiversidad por método y grupo taxonémico

La contribucién del ADNa18S al conjunto de datos histéricos compilados alcanzé su punto maximo
en rangos taxondmicos superiores de eucariotas (Fig. 14, Anexo C). Los protistas (algas y otros
micro-eucariotas) representaron el 80% de todas las secuencias taxondmicamente asignadas,
similar a otros estudios de diversidad eucariota marina que utilizan métodos de metabarcoding

similares (de Vargas et al., 2015; Bakker et al., 2019).
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Los taxa novedosos incluyeron phyla de micro-invertebrados (Kinorhyncha, Entoprocta,
Phoronida, Tardigrada, Hemichordata, Gastrotricha, Rotifera) y hongos microscépicos
(Basidiomycota, = Oomycota, Blastocladiomycota, = Zoopagomycota,  Chytridiomycota,
Mucoromycota, Cryptomycota). Una gran fraccién de diversidad revelada fue dentro de los micro-
eucariotas, incluidos muchos phyla reconocidos junto a una larga lista de linajes con relaciones
filogenéticas de alto rango no resueltas en NCBI-GenBank, como los supergrupos SAR

(Stramenopiles, Alveolata, Rhizaria) y Holozoa.

Estos grupos filogenética y ecolégicamente diversos han sido descritos en campaiias globales de
metabarcoding (de Vargas et al., 2015; Cordier et al., 2022), y representan una fraccion grande
pero poco comprendida de la biodiversidad marina, con roles criticos en los ciclos de nutrientes
y energia (Biard et al., 2016; Cohen, 2022). Por ejemplo, existen organismos mixotroficos dentro
de Stramenopiles capaces de alternar entre metabolismo foto y heterotréfico de acuerdo con las
condiciones nutrimentales, quienes cumplen un rol clave en la captura de carbono mediante

sedimentacion y su transferencia a niveles tréficos superiores (Cohen, 2022).

El ADNal8S también identific6 145 familias no detectadas en otros inventarios, dentro de
Metazoa, principalmente de Arthropoda, Cnidaria, Bryozoa, Foraminifera, Mollusca,
Platyhelminthes, Annelida, Porifera y Nemertea (Anexo D). Estas adiciones, conocidas por incluir
grandes proporciones de especies no descritas a nivel mundial (Appeltans et al., 2012), consisten
principalmente en especies planctdnicas (copépodos, ostracodos, hidrozoarios, anémonas, y
ctendforos), parasiticas (dcaros, trematodos, y nematodos), infaunales, o de habitats inaccesibles
o profundos (por ej. anémonas Actinostolidae y bivalvos Xylophagaidae), lo que los hace dificiles

para monitoreos tradicionales.

El niumero total de familias de eucariotas detectadas por ADNa18S (850 familias), especificamente
la regidn V7 del gen 18S, fue superior a estudios costeros similares. Estas diferencias pueden
reflejar diferencias reales entre comunidades costeras, aunque también existen sesgos dado por
la seleccién de metabarcode que conlleva a diferentes eficiencias de amplificacion (i.e., primer
bias), que se combinan con sesgos espacio-temporales, batimétricos, experimentales y
bioinformaticos, entre otros (Kelly et al., 2016; Collins et al., 2019; DiBattista et al., 2019).

Utilizando la regién V9 dentro del gen 18S, con mejor resolucion taxondémica reportada en
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literatura (Taberlet et al., 2018), un estudio en el Mar Negro reporté 259 familias a una escala
espacial similar pero mucho mds amplia en batimetria, y con mayor replicacidon (Zhang et al.,
2020). También se han detectado 498 familias con la regién V1 de 18S en una escala espacial de
~100 m en Okinawa, Japén (DiBattista et al., 2020). Estas comparaciones deben ser cautelosas,
dado que multiples factores técnicos de los estudios, aunado a la diversidad de habitats y
gradientes ambientales entre regiones, interfieren en los niveles recuperados. Sin embargo, la
riqueza de este estudio refuerza la magnitud de la diversidad en océanos tropicales y sub-

tropicales (Rogers et al., 2022).

La oportunidad de comparar distintos grupos de eucariotas revelé que ningin método por si
mismo tiene la capacidad que poseen en conjunto (Tablas 7 & 8). Los censos visuales dependen
de la presencia visible de caracteristicas diagndsticas de las especies, y de las condiciones
ambientales al momento del buceo. Los censos visuales se enfocaron en peces y
macroinvertebrados, cubriendo solo 7 de los 25 phyla reportados histéricamente. Estos phyla

fueron Chordata, Arthropoda, Mollusca, Echinodermata, Annelida, Cnidaria y Platyhelminthes.

El metabarcoding de ADNa18S tuvo especialmente pobre representacion de vertebrados, con
solo el 0.4% de los ASVs, mismo grupo que fue protagonista en censos visuales y datos histdricos.
Una gran parte de los vertebrados, los peces, fueron sin embargo detectados mediante el
ADNal2S, quien tuvo una contribuciéon equiparable a la de censos visuales de peces dseos
(Valdivia-Carrillo et al., 2021), aunque pocas detecciones de cripticos (Fig. 10). Solo el 0,04% de
las secuencias se identificaron a 20 ASVs (0.29%) de cinco especies cripticas dentro de 7 géneros
y 6 familias, detectadas también por métodos tradicionales. Los resultados coinciden con uno de
pocos estudios comparables, en donde capturas de peces y metabarcoding de ADN ambiental se
aplicaron simultdaneamente detectando solo 4 especies cripticas con 0.6% de las secuencias

dentro del gen COI, en el reino de Tonga del océano Pacifico (Gémez-Buckley et al., 2023).

El compilado histérico del Golfo de California (Morzaria-Luna et al., 2018) para la regién
geografica abarcada esta compuesto en su mayoria por peces (43% de ocurrencias), con una gran
diversidad también de macroinvertebrados y algas, que provienen de multiples fuentes a lo largo
de varias décadas, con una representacién mucho menor de hongos y otros micro-eucariotas. El

ADN ambiental y los censos visuales representan, en cambio, una fotografia de un momento en
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el tiempo. Conocer y comparar niveles histéricos y contemporaneos tiene multiples utilidades,
como identificar tendencias espacio-temporales (Gallego et al., 2020), evaluar desempefio de
areas naturales protegidas (Gold et al., 2021) y muchas otras. Sin embargo, evaluar tendencias
temporales no seria posible si los inventarios de base no tienen representaciéon de los grupos
taxondmicos monitoreados, destacando la relevancia de incrementar esfuerzos para mejorar el

conocimiento de base de la distribucion de la biodiversidad (Caldwell et al., 2024).

La comparacion de la composicidon taxondmica de peces detectados e histéricos identificd 12
especies cripticas y 34 especies conspicuas como novedosas (Fig. 20), lo que puede relacionarse
a varios factores. Un factor clave es el criterio de inclusion de especies del Golfo de California
usado para ADNal2S, que incluyd a cualquier congenérico de especies con reportes en el golfo.
Esta decision disminuye el nimero de ASVs que serian descartados por no contar con registros
en el Golfo, pero considera que especies locales que no cuentan con una referencia genética
serian identificadas a una especie hermana, quizas fuera de la region. Para ejemplificar, a partir
de las mismas secuencias de ADN se identificé a la especie local Thalassoma lucasanum en el
trabajo con MOTUs realizado por Valdivia-Carrillo et al. (2021), cuya referencia existe en GenBank
(un registro). En cambio, bajo el protocolo bioinformatico aplicado aqui, la especie identificada
fue T. amblycephalum, un congenérico del Indo-Pacifico. Definitivamente no se espera que T.
amblycephalum haya aparecido en el Golfo de California. Sin embargo, es interesante que
habiendo una referencia genética para T. lucasanum, la asignaciéon taxondmica resolvié que se

trata de T. amblycephalum, revelando quizds diversidad criptica dentro del género o la especie.

Otra posibilidad es que la nomenclatura taxonédmica haya sido modificada, generando conflictos
de sinonimias que no hayan sido detectados en la curacién taxonémica (Miya y Nishida, 2014;
Ruggiero et al., 2015). Sesgos metodoldgicos aparte, es posible que las especies identificadas
hayan sido reportadas mas al sur del area de estudio en el compilado histérico, por un sesgo
meramente metodoldgico, o quizas representen un cambio con respecto a su distribucién

histérica debido al calentamiento del océano (Lenoir et al., 2020).

La proporcion de asignaciones por rango taxondmico disminuyeron de phylum a especie para el
metabarcode 18S (Fig. 9), determinado principalmente por la disponibilidad de referencias y la

baja tasa mutacional de 18S. A rangos taxondmicos altos, los porcentajes de asignacién
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taxondmica tuvieron de 33% a 66% de phylum a familias sin anotacion, posiblemente por la falta
de referencias orientadas a discriminar grandes ramas de la evolucion para el metabarcode 18S.
Dichas ramas pueden ser el foco de estudio, para generar referencias en los sitios
estratégicamente identificados. En compromiso con la vasta riqueza de alto rango detectada por
ADNa1l8S, la baja tasa mutacional compromete la resolucidon a rangos taxondmicos bajos (de
familia a especie) en organismos filogenéticos emparentados o de divergencia reciente. Para
identificar en un dado metabarcode, aquellos rangos taxondémicos y linajes que resultan
indistinguibles por su divergencia reciente, de aquellos indistinguibles por ausencia de
referencias, es necesario mejorar la disponibilidad de referencias, y en dado caso utilizar multiples

metabarcodes complementarios (Zhang et al., 2020; Holman et al., 2021; Questel et al., 2021).

La disponibilidad de referencias del metabarcode 18S en el Golfo de California (18% en base a
registros histéricos; Fig. 15) resultd pobre comparada con otras regiones, aunque pocos estudios
han considerado un grupo taxondmico tan amplio como este estudio, con mas de 5,000 especies
de linea base. En el Mar del Norte se registré una cobertura de 36% para el metabarcode 18Sy
50% para COl, solo considerando 1,800 especies de macrofauna (Hestetun et al., 2020). Otro
estudio reportd coberturas de 36% para 18S y 50% para COI, con una linea base de 900 metazoos
en el Artico canadiense (Lacoursiére-Roussel et al., 2018). La cobertura taxondmica de COI fue
evaluada también para metazoos en cinco puntos calientes de biodiversidad marina, detectando

entre 37 y 62% de especies representadas (Mugnai et al., 2021).

Las diferencias entre el foco taxonémico del metabarcode 18S (altos rangos taxondmicos) y
métodos tradicionales (orientados a especies dentro de un menor niumero de linajes; Fig. 14),
resulté en la seleccidn de familias como el rango de comparacidn y analisis, igual que en estudios
similares (DiBattista et al., 2020). Asi, la contribucién de ADNa18S fue equiparable a la de datos
historicos, con un 43% de secuencias anotadas a nivel familia y 80% de cobertura de familias
histéricas en GenBank, contribuyendo a un total de 1,599 familias detectadas por métodos

combinados (Fig. 13).

La inclusion de un segundo metabarcode al presente estudio permitid ejemplificar la versatilidad
del metabarcoding de ADN ambiental, en cuanto al efecto combinado de disponibilidad de

referencias y tasa mutacional sobre la resolucion taxondmica. El metabarcode 12S posee una tasa
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mutacional mas rapida que 18S, resultando idéneo para discriminar al interior de los vertebrados.
Los porcentajes de asignacion taxondmica fueron de 94-100% de phylum a género, y de 55% a
nivel especie. En un estudio previo de las secuencias de 12S (Valdivia-Carrillo et al., 2021) re-
analizadas aqui, se generaron referencias para 67 especies, mejorando la representacion
(previamente 5% en GenBank) de ~800 especies de teledsteos en el Golfo de California, con pocos
casos de pobre discriminacién de especies para el metabarcode, dentro la familia Serranidae y los
géneros Scarus y Thunnus La contribucion actual contribuyé duplicar las referencias de peces
cripticos locales en GenBank. Se lograron referencias para el 63% de las especies criptobentdnicas
capturadas, agregando 29 especies dentro de 12 familias, cuatro de las cuales no tenian registros
previos en GenBank (Antennariidae, Chaenopsidae, Dactyloscopidae y Microdesmidae). La
resolucién taxonédmica del metabarcode 12S también resulté comprometida dentro de la familia
Labrisomidae para los géneros Malacotenus y Paraclinus, asi como los géneros Stegastes y Scarus

reportados previamente.

A pesar de la contribucion significativa de referencias locales, la proporcién de especies cripticas
detectadas en el muestreo del metabarcode 12S fue pobre (Fig. 18). La seleccién de metabarcode
fue uno de los aspectos limitantes clave mencionado por el estudio previo, comparando capturas
y censos en el reino de Tonga con resultados similares (Gémez-Buckley et al., 2023). Alli, una alta
proporcidn de lecturas se asignaron a taxa no objetivo, un contratiempo bien documentado al
trabajar con el metabarcode COIl, que posiblemente "ahogé" el ADN criptico de baja abundancia

(Leray et al., 2013; Collins et al., 2019).

Mas alld de la resolucién del metabarcode, el andlisis de ADNal2S destaca otros aspectos
metodoldgicos a considerar. El principal factor influyente fue probablemente la baja cantidad de
ADN criptico inicialmente capturado. Una primera cuestién considerable es la ubicacién especifica
de la colecta y el volumen muestreado. Mientras este estudio tomd muestras de agua a ~2 m
sobre el sustrato, explicando potencialmente la baja abundancia de ADN criptico, Gdmez-Buckley
etal. (2023) obtuvieron resultados similares a pesar de muestrear directamente en los intersticios
del arrecife, o adyacentes al sustrato. En cambio, el presente estudio coincide con el antecedente
en el volumen muestreado, de entre 0.2 y 1.2 L por sitio (total 13.9 L), equiparable al presente

diseiio de 1 L por sitio (total 28 L).
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Mas alld de diferencias esperables en riqueza debidas a los gradientes biogeograficos a nivel
global (Chaudhary et al., 2016; Blowes et al., 2019), los mejores casos de deteccion de cripticos
han filtrado mds de 100 L de agua, o incrementado el esfuerzo de secuenciacidon, ambos posibles
caminos para mejorar la eficiencia de deteccidn de especies raras (revisado por Gdmez-Buckley
et al., 2023)). Por ejemplo, Marwayana et al., (2021) tomaron 114L de agua de mar a 1 m del
sustrato, lo que resulté en 62 especies cripticas en arrecifes de coral de Indonesia. En otro caso,
un gran aumento en el esfuerzo de secuenciacién (300 millones de lecturas, uno o dos érdenes
de magnitud por encima de la mayoria de los estudios) también resulté en la deteccidn de 59
especies cripticas a partir de 18 L a media agua en el Indo-Pacifico (Juhel et al., 2020). Sin
embargo, un gran volumen no es garantia de riqueza, dado que muestreos de 134 L a 20 cm por
encima del bentos solo resultaron en 13 especies cripticas en el Caribe (Nguyen et al., 2020), y
250 L tomados a nivel de superficie identificaron solo 18 especies cripticas en Australia (West et

al., 2020).

Los peces cripticos se caracterizan por su pequefio tamafio, y aunque son altamente abundantes
en el Golfo de California (hasta un 95% a 5m de profundidad; Galland et al., 2017), su contribucién
de biomasa a las comunidades de peces es pequefa. Su pequefio tamafio esta asociado con altas
tasas de mortalidad, altas tasas metabdlicas especificas de masa, y fecundidad por cohorte
limitada (Brandl et al., 2018), por lo que conservar energia podria acarrear una limitada liberacion
de ADN al medio. Las pocas detecciones cripticas en este estudio incluyen especies altamente
frecuentes y abundantes en capturas (Fig. 19). Una excepcién notable fue el blénido tubicola
Acantemblemaria macrospilus, una especie hermana de baja abundancia e infrecuente de A.
crockeri, presente en todos los sitios y cuya referencia no se pudo generar, incluso utilizando
multiples individuos y protocolos de PCR. En general, considerando el conjunto limitado de
estudios comparables y las multiples variables involucradas, parece que muestrear un alto
volumen de agua (o un alto esfuerzo de secuenciacidn) no garantiza altas tasas de deteccién, pero
las detecciones de peces cripticos son poco probables en volimenes mas pequefios debido a su
pequefiia contribucién al ADN ambiental, con respecto a otros peces. Estudios que han evaluado
la eficiencia de deteccion para peces aconsejan muestrear el volumen mas alto técnicamente
posible (Bessey et al., 2020), por ejemplo, 300 L para el Triangulo de Coral (Marwayana et al.,
2021).
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Dos limitantes para el procesamiento de ambos metabarcodes (18S y 12S) fueron el grado de
replicacion por sitio y el nimero de controles negativos, lo que dificulté la identificacidon de
contaminacién en campo o durante la extraccion de ADN ambiental en el laboratorio. Sin
embargo, una elevada proporcidn de ASVs se encontraron Unicamente en un solo sitio (70% para
18Sy 47% para 12S), lo que sugiere que la contaminacién cruzada no seria un gran problema. A
su vez, la remocién de toda secuencia presente en el pool de controles negativos permitié
descartar secuencias de Homo sapiens y hongos asociados, plantas y animales terrestres, y otros

taxa provenientes de posible contaminacién en laboratorio.

Otro desafio que surgié al combinar distintas fuentes de biodiversidad fue la escala espacial y
temporal de los distintos métodos. Los censos visuales y capturas de peces, basados en
observaciones directas, tuvieron una resolucion espacial y nivel de replicacién por sitio variable,
impactando los niveles de riqueza detectados, con una huella temporal precisa. Los datos
histéricos también derivan en su mayoria de observaciones directas y acumulan los sesgos
mencionados de los métodos tradicionales, pero no poseen informaciéon temporal, por lo que
comparar patrones espaciales basados en esos niveles de riqueza puede representar una posible
sobreestimacién de los niveles histéricos de riqueza. El ADN ambiental es un método indirecto de
deteccidén que depende de la interaccidén de dinamicas bioldgicas y ambientales, en donde tasas
de produccidn, transporte y degradacidn especificas para cada grupo taxondmico incidiran en la
huella espacial de deteccién (Barnes y Turner, 2016; Harrison et al., 2019; Wood et al., 2020). De
acuerdo con los resultados obtenidos, el nivel de detecciones de taxa histdricos fue mayor
rondando los 50 km a la redonda de sitios de colecta, aunque futuros estudios podrian precisar
esta informacion mediante modelos que consideren explicitamente el transporte de ADN

ambiental con el flujo de corrientes al momento del muestreo.

Un ultimo factor que dificulté la combinaciéon de fuentes de biodiversidad fue el curado
taxondmico de los inventarios de eucariotas. La base histérica de especies del Golfo de California
representa un enorme trabajo de compilacion, cuya magnitud representd un desafio al momento
de comparar la diversidad taxondmica. Incluso habiendo utilizado un software especifico para
unificar taxonomia, cierto nivel de incertidumbre permanece debido a errores humanos y al flujo

constante entre relaciones filogenéticas (Miya y Nishida, 2014; Ruggiero et al., 2015). Mas alla del
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esfuerzo de unificacion, es posible que taxa mencionados aqui como nuevos o exclusivos de ADN
ambiental, hayan sido reportados previamente en estudios mas especificos o en literatura gris,

llevando a la sobreestimacién del aporte del ADN ambiental.

Muchas de las limitaciones del metabarcoding de ADN ambiental mencionadas en esta seccién
ya cuentan con alternativas en la literatura enfocadas a mejorar el desempefio de la técnica. Uno
de ellos es el uso de multiples metabarcodes, ejemplificado en este estudio, en el que el
metabarcode 12S aportd resolucidon taxonémica dentro de vertebrados, poco representados en
el metabarcode 18S. Otras estrategias incluyen el uso de secuenciacién de fragmentos mas largos
(Patin y Goodwin, 2022), la secuenciacion de mitogenomas completos amplificados mediante PCR
de largo rango (Deiner et al., 2017b), o el uso de métodos libres de taxonomia (Apothéloz-Perret-
Gentil et al., 2017; Marques et al., 2020). Mas aun, la relacién entre abundancia de secuencias de
ADN ambiental esta siendo cada vez mejor aproximada a abundancia de organismos, con
resultados prometedores utilizando coeficientes alométricos de escalamiento en peces (Yates MC
et al., 2020), o incorporando estandares de concentracidn inicial conocida (Harrison et al., 2020;

Tsuji et al., 2022).

Si el uso frecuente y la disminucién en costos persisten, los analisis moleculares de biodiversidad
podrian convertirse en un recurso utilizado rutinariamente para la toma de decisiones y para la
actualizacion continua de lineas base de biodiversidad, escalando el grado de resolucion, desde

miles de especies, a decenas de miles de ASVs con resolucién taxondémica variable.

8.2 Patrones regionales de biodiversidad

Los diferentes arreglos taxondmicos recuperados por cada método de monitoreo pueden ser los
principales responsables de los diferentes patrones espaciales de biodiversidad emergentes. La
estructura meta-comunitaria a nivel familia recuperd un patrén consistente de diferenciacion
entre Golfo Norte y Central, entre ADNal8S, censos visuales y datos histéricos (Fig. 21), de
acuerdo con estudios previos realizados sobre distintos taxa (Brusca et al., 2005; Ulate et al.,
2016; Galland et al., 2017; Olivier et al., 2018). Las diferencias en las condiciones ambientales han

sido identificadas como limitantes de especies de afinidad tropical hacia el Golfo Norte, y como
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limitante de peces de afinidad templada hacia el sur, causando mayores niveles de riqueza en la

zona transicional del Golfo Central (Brusca et al., 2005; Munguia-Vega et al., 2018a).

Sin embargo, las familias de invertebrados detectados por el metabarcode 18S y censos visuales
resultaron mas similares entre regiones, en contraste a datos histéricos (Fig. 22). De modo similar,
un estudio comparando macroinvertebrados benténicos a escala regional encontré que la
estructuracién comunitaria se vid para taxa sésiles, mas no para taxa moviles. Tampoco se
detectaron diferencias entre la magnitud de decaimiento geografico de la composicién de la
comunidad (Fig. 26). Este patron es compartido con el Unico articulo previo que compara peces

cripticos y conspicuos en la misma regién (Galland et al., 2017).

Este patron de no diferenciacidon, compartido por invertebrados (mayoria de invertebrados
plancténicos revelados por ADNal8S, e invertebrados méviles detectados en censos visuales) y
pequeiios peces cripticos detectados contradijo las hipétesis planteadas de homogeneidad de
patrones espaciales regionales, y de mayor estructuracion de comunidades de peces cripticos con

respecto a conspicuos.

Los quiebres biogeograficos pueden tener efectos distinguibles en diferentes grupos
taxondmicos, debido a caracteristicas bioldgicas relacionadas con el potencial demografico, de
dispersién y/o adaptacidon. Las diferencias entre macroinvertebrados sésiles y moviles
encontradas en el golfo se han relacionado a la capacidad de especies méviles de evadir
condiciones desfavorables en sus sitios de reclutamiento, mientras que los taxa sésiles no tienen

esa posibilidad (Ulate et al., 2016).

Los peces cripticos se describen como especialistas de micro-habitats por tener requisitos de
nicho mas especificos que los peces mas grandes (Depczynskiy Bellwood, 2004), y se ha planteado
que una menor movilidad (Goatley et al., 2020) los haria mas vulnerables a alteraciones
ambientales (Goatley et al., 2016; Brandl et al., 2018). A escala local, un estudio encontré una
mayor particion del habitat entre 25 especies cripticas de la Bahia de Loreto (Golfo Central de
California) que entre 66 especies de la Isla de Lagarto (Gran Barrera de Coral), asi como diferencias
tréficas entre regiones, con los peces australianos siendo mas omnivoros y los peces del golfo

teniendo dietas mas especificas planctivoras (Gonzalez-Cabello y Bellwood, 2009).
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Estos efectos mencionados no necesariamente aplican a escala regional. Considerando la
naturaleza advectiva del Golfo de California (Lluch-Cota et al., 2007; Santiago-Garcia et al., 2014),
es posible que el tiempo generacional menor de peces cripticos (generalmente 1-2 afios; con
respecto a conspicuos y una fase larval movil siendo transportada por dias a semanas (Brandl et
al., 2018), produzcan suficiente flujo de migrantes como para homogeneizar las comunidades de
peces cripticos, quienes con su movilidad limitada post-reclutamiento, aiun pueden evitar
condiciones desfavorables en los sitios de arribo. A su vez, la abundante conectividad del Golfo
de California y el potencial adaptativo de este grupo podria explicar, en tiempos evolutivos, el
elevado nivel de endemismo alcanzado con respecto a peces conspicuos, de 40% vs. 10%,

respectivamente (Galland et al., 2017).

Sin embargo, el patrén mostrado por los registros histdricos para los peces cripticos tuvo una
mayor similitud con los peces conspicuos, en los cuales las ubicaciones del Golfo Central formaban
un grupo mas compacto que los sitios del Norte, y la riqueza de especies era significativamente
mayor en el Golfo Central. Los peces cripticos detectados fueron la excepcion al patron a pesar
de alcanzar una mejor cobertura de su composicion histérica (43% de cripticos versus 16% de

conspicuos fueron detectados).

Al comparar cualquier estudio individual contra un registro histérico, que integra décadas de
estudios independientes, los efectos de sub-muestreo ya mencionados (evidentes en las curvas
de acumulacion; Fig. 28) no pueden ser descartados. Mds aun, tampoco se considera
especificamente la diversidad de habitats peri-arrecifales, como arrecifes mesofdticos, fondos
blandos o habitats pelagicos, presentes en los registros histéricos por integracion espacial de
aproximadamente ~55 km a la redonda de los sitios monitoreados. Considerando el tamafio de
réplica mas pequefio alcanzado para los peces cripticos (13 sitios, en oposicién a 25 sitios para los
peces conspicuos y 20 sitios para los registros histéricos), también podrian haberse pasado por
alto especies endémicas con rangos de distribucidn estrechos, caracteristica de especies cripticas
(Goatley et al., 2016) que afectan las probabilidades de deteccién (revisado por Brandl et al.,

(2018).

Estudios comparando quiebres biogeograficos en el mundo han devuelto resultados variados. Un

estudio previo ha reportado resultados mixtos en el Mar de Oman, donde un quiebre
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biogeografico conocido fue mas evidente en especies de peces de cebo (por ej. sardinas), y
compartido por invertebrados (corales, esponjas y otros eucariotas), pero fue menos evidente
para las comunidades de peces arrecifales (DiBattista et al., 2022). En cambio, en las costas de
Sudafrica se encontré que animales, protistas y bacterias comparten la misma estructura

biogeogréfica (Holman et al., 2021).

En términos de distribucidon de la riqueza de familias de eucariotas, se encontraron también
distintos patrones a discutir. Los datos histéricos recuperaron el patron esperado de mayor
riqueza en el Golfo Central que en el Norte (Fig. 23), como ha sido reportado en la literatura
(Morzaria-Luna et al., 2018; Munguia-Vega et al., 2018a). Dado que la proporcién de ocurrencias
histéricas fue mayor en el Golfo Central (79%), la mayor riqueza alli puede representar un sesgo
de esfuerzo de monitoreo, debido a mejor accesibilidad histérica al Golfo Central que al Golfo
Norte. Sin embargo, compartiendo el sesgo espacial con datos histdricos, ni el ADNa18S ni censos
visuales encontraron diferencias de riqueza entre regiones (Fig. 23), diferencias que si fueron
posteriormente identificadas al seleccionar dentro de censos visuales a especies de peces
conspicuos (Fig. 27). Es necesario destacar que, mas alld de las diferencias, las curvas de
acumulacién de familias no alcanzaron el plateau bajo ningln escenario, especialmente para el
metabarcode 18S. Esto indica que el grado de replicacidén por regidén (20 muestras) y el esfuerzo
de observacion/secuenciacion (promedio 800 mil secuencias por muestra y 8 transectos por sitio
de censos visuales) fue insuficiente para describir la riqueza de la regidn, por lo que no se pueden
descartar limitaciones de muestreo como principal responsable de los niveles similares de

riqueza.
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9. CONCLUSIONES

El presente estudio proporciona una visidn holistica de los hallazgos y desafios encontrados en el
estudio de la biodiversidad marina del Golfo de California. A partir de una combinacién de
métodos tradicionales de muestreo, datos histéricos y la técnica emergente de metabarcoding

de ADN ambiental, se ha revelado un panorama complejo de la biodiversidad marina en la region.

Este trabajo demuestra claramente que el metabarcoding de ADN ambiental, especialmente
dirigido a eucariotas, ha abierto nuevas perspectivas en la comprension de la biodiversidad
marina de la region. Se ha demostrado que la diversidad eucariota en el Golfo de California es
mucho mayor de lo que se estimaba anteriormente, con la tecnologia de metabarcoding
proporcionando una ventana Unica para explorar la diversidad microscépica que anteriormente
ha sido subestimada. Ademas, se ha demostrado que el metabarcoding complementa los
métodos tradicionales de muestreo, revelando grupos de organismos que no se capturan

facilmente mediante técnicas convencionales.

Un componente de mayor tamafo, pero igualmente en desventaja en métodos tradicionales
fueron los peces cripticos, una parte significativa a menudo pasada por alto de la biodiversidad
marina. Aunque su deteccidn sigue siendo un desafio, se ha contribuido nuevo entendimiento a
la capacidad y limitaciones del metabarcoding de ADN ambiental para discriminar peces cripticos,

y se han identificado factores técnicos clave para mejorar sus detecciones en el futuro.

Ademads, el estudio destaca la importancia de combinar datos histéricos con métodos
contemporaneos para comprender los cambios en la biodiversidad a lo largo del tiempo. Al
comparar patrones histéricos y contemporaneos, se han identificado diferencias significativas en
los arreglos espaciales de la diversidad, lo que subraya la importancia de estudios integrados para

obtener una imagen completa de la biodiversidad marina.

Los diferentes métodos de monitoreo revelaron patrones espaciales de biodiversidad complejos
y a veces contradictorios en el Golfo de California. Aunque no se han podido descartar efectos de
sub-muestreo, los resultados sugieren que los quiebres biogeograficos pueden tener efectos
distinguibles en diferentes grupos taxondmicos, lo que destaca la importancia de considerar

multiples enfoques de monitoreo para comprender plenamente la biodiversidad de una regidn.
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En resumen, este estudio ha demostrado el potencial del metabarcoding de ADN ambiental para
transformar la comprensién de la biodiversidad marina. Aunque se enfrenta a desafios técnicos y
metodolégicos, esta tecnologia ofrece una herramienta poderosa para investigar y conservar los
ecosistemas marinos, y su uso continuo promete revelar aun mas secretos sobre la vida en los
océanos. A su vez, se destaca la importancia de abordar la biodiversidad desde multiples
perspectivas y utilizando una variedad de métodos de monitoreo para obtener una comprension
mas completa de los patrones espaciales y temporales de la biodiversidad en el Golfo de

California.
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11. ANEXOS
ANEXO A. Parametros de ANACAPA utilizados.
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Parameter info

reverse reads

MODULE step
name description default 18S 128
(range)
Shortest amplicon expected (e.g. 100 bp
s shorter than the average amplicon custom 50 20
length)
Longest amplicon expected (e.g. 100 bp
m longer than the average amplicon custom 450 180
ecoPCR length)
k Chunk size for breaking up blast seeds 500 " "
Maximum number of mismatch
e between primers and EMBL database 3 " "
sequences
Maximum number of allowed errors for
g filtering and trimming the BLAST seed 0.3 " "
sequences with cutadapt
¢ The number of threads to launch for the 10 " "
first round of BLAST
The minimum accepted value for BLAST
CRUX " "
v hits in the first round of BLAST 0.00001
i The minimum percent ID for BLAST 50 " "
hOits in the first round of BLAST
c Minimum percent of length of a query 100 " "
blastn that a BLAST hit must cover
Maxi f BLAST hi
a aximum number o ST hits to 10,000 N N
return for each query
z BLAST gap opening penalty 1 ! !
% BLAST gap extension penalty 1 " "
The minimum accepted value for BLAST " "
w hits in the first round of BLAST 0.00001
The minimum percent ID for BLAST hits 70 N N
P in the first round of BLAST
Minimum percent of length of a query 70 " N
9 that a BLAST hit must cover
CUTADAPT.
Remove adapters To modify the allowed cutadapt error
and primers, C for 3' adapter and 5' primer adapter 0.3 (0-1) " “
except those used trimming
for sorting
ERROR_PS To modify max mlsmatch when primer 3(1-inf) N "
QC-ASV sorting
CUTADSPL Sort To modify the allowed cutadapt error 0.3(0-1) N "
reads by P for 3' primer sorting and trimming )
metabarcode Sifv the additional 5' trimmi :
primer and remove « To modify t fa |t(|jona d5 trimming o 10(0-300) 0 0
remaining primers orward reads
v To modify the additional 5' trimming of 25(0-300) 0 0
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To modify the minimum quality score

q 35(0-40) " “
FASTXTOOLKIT allowed
m minimun read length retained 100(0- 50 40
300)
# Make directories for the soon to be sorted reads. Reads will be sorted by primer and
then by paired or unpaired read status.
PYTHON.

Check_paired.py

# For each sample and each metabarcode, this python script checks to see if the forward
and reverse files have read pairs, or singleton F or R reads. Reads are then sorted into the
directories generated above.

File path to a list of minimum length(s)
e required for paired F and R reads to 100(0-inf) 40 20
overlap
Sets the maximum number of
“expected errors” allowed in a read, . " “
EE 2,2(1-inf
max which is a better filter than simply ,2(L-inf)
dada2. Filter averaging quality scores.
max ambiguous nuceotides are not admitted 0(0-inf) " “
minLen Remove reads W'Ith length less than 10(1-inf) 40 40
minLen
Truncate reads at the first instance of a
truncQ quality score less than or equal to 0 " 0
truncQ.
DADA2 # Check for cases where the filtering step left zero sequences in the output file----
DADA2 # Learn errors and save plots--------- learnErrors(filtered_seqs_name, multithread=TRUE)
DADA2 # Dereplicate sequences ----------- derepFastq(filtered_seqs_name, verbose=TRUE)
DADA2 # Run dada on the dereplicated sequences ------ dada(derep_seqs, err=error_profile,

multithread=TRUE)

DADA2. Merge F
and R reads (for

minOverlap minimum overlap for alignment 20 " "

. maximum number of mismatches for
maxMismatch

paired subset) alignment 2 ! !
DADA2 # Remove chimeras ---- removeBimeraDenovo(seqtab, method="consensus",
multithread=TRUE, verbose=TRUE)
DADA2 # Make output FASTA files and abundance tables for the processed reads------
To modify the number of occurrences .
DADA2 i " "
ADA b required to keep an ASV 0(0-inf)
DADA2

# If working with unpaired reads, this is the end! --------------

# grab the correct F and R reads from the dadaF and dadaR files ------




R. Process paired
reads that didn't
align: unmerged
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# add segeunce length for forwards and reversed to unmerged dereplicated data

# add expected length of amplicon

# Get the reverse complement of the R sequence

# Spread the dataframe, and sum up the abundances per id

# Run bimera detection on unmerged reads and discard bimeras -----

# Reformat data for Bowtie2 ---------

# make output files

Classifier

global allignment mode only considers full length allignments. Those not

d-to-end
end-to-en alligned are then locally aligned.
This mode does not require the hit to be the entire length of the query.
local This includes partial matches to full length references, or full matches to
bowtie2. ASV files short references.
are mapped to k max number of best hits 100 ‘ " ‘ "
CRUX reference
libraries no-hd/no-sq suppress the header lines
no-unal do not add unaligned reads to the sam file (output)
. preset option in bowtie2 is slow but designed to be more accurate and
very-sensitive o
sensitive
P f mi h all
b ercent of mismatc § owed between 0.8(0-1) N N
the query and subject for BLCA
Minimum percent of length of the
0 .| imu p g 0.8(0-1) " "
subject relative to the query for BLCA
BCLA. Assign c bootstrap cutoff levels 40-100
Taxonomy n BLCA number of times to bootstrap 100(2-inf) " "
X score for muscle alignment matches 1 " "
¢ penalty for muscle alighment a5 N N
mismathes )
g Muscle alignment gap penalty -2 " "
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ANEXO B. Codigo genético del metabarcode teleo del gen 12S de las especies de peces locales
del presente estudio.

Familia Especie Secuencia del metabarcode teleo del gen ribosomal 12S
" Antennatus CCCCAAAATCTAATTATTTTTACCTAAACCTAATTGTCTGATTAACTTAAGGGGAGAGAAGTCGA
Antennariidae .
sanguineus AA
. Apogon CACTCTCCCCAAGTTTAAAACCTTACCATTAATTAAACATTAAAATCTACAAAGGGGAGGCAAG
Apogonidae
retrosella TCTTAACA
. Tylosorus
Belonidae crocodilus CCCCAAACAAATAATTTAAATAATTAATAAGCCAAACAAACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
Bythitidae Ogilbia ventralis CCCCAAGCTCTCTACCACATATACCTAAAAAGATATAAATGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
. CCCCAAGCAACTGGACCTAAAATTTCTTTAAACCCTAACAACCGCGAAGGAGAGGAAAGTCGT
Carangidae Caranx caballus AA
. . CCCCAAGCAGCTGGTCCTGAATTTTTCTTAAAACCCTAACAATCGCGAAGGAGAGGAAAGTCGT
Carangidae Caranx caninus AA
. selar CCCGTCCCCGTAACTGATGGCTACTGGGTATGTAAGAGGTAACATTAAGTAAGGGGAGGCAAG
Carangidae crumenophthalm

Chaenopsidae

Chaenopsidae

Chaenopsidae

Chaenopsidae

Chaenopsidae

Cirrhitidae

Dactyloscopidae

Dasyatidae

Gobiesocidae

Gobiidae

Gobiidae

Gobiidae

Gobiidae

Gobiidae

Gobiidae

Gobiidae

Gobiidae

Gobiidae

us
Acanthemblemar
ia macrospilus
Chaenopsis
alepidota
Cirriemblemaria
lucasana
Coralliozetus
micropes
Emblemaria
hypacanthus
Cirrhitichthys
oxycephalus
Gillellus
semicinctus

Dasyatis brevis

Gobiesox adustus

Aruma histrio

Barbulifer
pantherinus
Chriolepis
semisquamata

Chriolepis zebra

Ctenogobius
sagittula
Gobiosoma
chiquita
Gobulus
crescentalis

Lythrypnus dalli

Tigrigobius
digueti

TCGTAACA

CCCCTAGCTTATTTACTCATAACTAATAAACGCCTCTAGCAAAGGGGAGGCAAGTCATAA

CCCCGAGCTAGAATTAACGATAATTAATAAGCACTTTAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

TCACTCTCCCCGAATAATATTAATCTATACATAATCCGTTTACCAAACAAAGGGGAGGCAAGTC
GGAACA

CACTCTCCCCAAGCTACCTTATTTCTTAACTTAAAAACAACTCAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCG
TAACA

CACTCTCCCCAAGCATACCTTATTTCTTAACTAAAAACAACTCGAGCAAAGGGGAGGCAAGTCG
TAACA

CCCCGAGCTAACCTGTCAACGTAATTAAAACACTAACGCTGCACGAGGGGAGGCAAGATCGTA
A

CCCCGAGCTAAAAACAAAAATACATTATAAACCTCACAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

TCACTCTCCTCGAAAAAATCATTATAAATTATATAAAAAAACTTTTCAACAAGAGGAGGCAAGT
CGTAACA

CTCCAAGCTATTAAATTTTATTTCTAATATAAGCTAGAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAACGAAATCTTAAGCAATAAATAATGACAATTAATCATAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGGTCTACCAAAAATAATTAATAATCAACCCGCCACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGGCCTACCAAAAATAATTAATAATCAACCCGCCACAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

TTCACTCGTCCCCAAGGCCCACCAAAAAATAATTAATAACCAGCCAGCCACAAAGGGGAGGCA
AGCTACTAANN

ATCACTCTCCCCAAGGTGCTACCAAAGAATAATTAATAATCAACCCGCCACAAAGGGGAGGCA
AGTACGTAACA

CCCCAATGGCACCCCACTAATAACTAATAAACCTCACGCCGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAAGCCCGCCCATAAATAAATAATACCCAGCCCGCCACAAAGGGGAGGCAAGTCNTAA

CCCCAACCGTTTATTATCCCCGTGCTATTTAATGCACGTGATAGAACTATCAAATTTATAATTAG
ATACTTGGCCCACTGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAACGGCCACACACTCATAATTAATACCAACATGCCATAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA



Kyphosidae

Labridae

Labridae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Labrisomidae

Merlucciidae

Microdesmidae

Muraenidae

Muraenidae

Nematistiidae

Paralichthyidae

Pomacentridae

Pomacentridae

Pomacentridae

Sciaenidae

Scorpaenidae

Serranidae

Kyphosus
labriformis

Halichoeres
chierchiae

Halichoeres
melanotis

Labrisomus xanti

Malacoctenus
hubbsi

Malacoctenus
mararitae

Malacoctenus
mexicanus
Malacoctenus
zacae

Paraclinus
altivelis

Paraclinus beebei

Paraclinus sini

Starksia
spinipenis
Stathmonotus
culebrai
Stathmonotus
sinuscalifornici
Xenomedea
rhodopyga
Merluccius
productus
Microdesmus
incertae sedis
Anarchias
galapagensis
Uropterygius
macrocephalus
Nematistius
pectoralis
Paralichthys
woolmani
Chromis
atrilobata
Stegastes
acapulcoensis
Stegastes
flavilatus
Pareques
fuscovittatus
Scorpaenodes
Xyris
Cephalopholis
panamensis
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CCCCAAACATATCTTTCTCAACCTATTTTAAAACCTTTCATCAATGAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CTCCGAGCTAGTCGAAACTACCATTACTAATAAGCCAGAGCTGCTAAGGGGAGGCAAGTCGTA
A

CCCCGAGCAGAAAAACTCTTTACCTAAAAAACCAAAGAATGTAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

ACNCCGTCCCNTCACTCTNCCCNNGGCTTCGACCNATNNNCTTAGGNANNACACATACANAA
NCTAGNGNCG

CCCCAAGCTTTTTATTAAATTAATTAAAACACAAAACAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGCTTACAAAGACTAGTAACTAAAACACAATACAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGGCTTACAAAGACTAGTAACTAAAACACAATACAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGCTTTTTATTAAATTAATTAAAACACAAAACAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGCTAACAACTTTTAGACTACCTAACATCAACAAGAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTA
A

CCCCAAGCTAACAACTTTTAGACTACCTAACATCAACAAGAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTA
A

CCCCAAGCTAACAACTTTTAGACTACCTAACATCAACAAGAAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTA
A

GTCACTCTCCCCAAGCGACAATTAAAACTATAACTAATACCTCTTACAGCAGAGGGGAGGCAAG
TCGGAACA

GTCACTCTCTCCAAGCTGCCTGAAGCCCATAATTAATAAGAGTCAACAAGCTAAGGGGAGACA
AGTCGTAACA

CTCCAAGCTGCCTGAAGCCCATAATTAATATGAGTCAACAAGCTAAGGGGAGACAAGTCGTAA

CCCCAAGCGAACGAAGAAAATAACCTAATACTTTAAACAAGCACAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAACAACACCAACATCTGGTAAATAACAAGACAGCAGCNACAAGGGGAGGCAAGTCGTA
A

GTCNCTCTCTCCAAGCTGCCGTGAAGNCCATAATNAATATGAGNCAACAAGCTAAGGGGAGAC
NAGCCNTAACA

CCTCGAAAGAATACCCCTAATACATAATACCTGAAACAGATAGAGAGGAGGCAAGTCGTAA

CCTCGAAAGAACAAGACAGATATATAATAACTTAAGCAGATAAAGAGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCTAACTGATGGTACTGGGTATGTAAGAGGTAGCATTAAGTAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGCTCTCAAAAACAAAATAACTAAAAACAACAACCCGCGAAGGGGAGGAAAGTCCCAA

CCCCGAGCAAAAATTTATATGTACCTAAAAACCCACATCTGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CTCCAAATCACATTAAAATATTTTTTAATAATTACACAAATTAAAGGTGAGGCAAGTCGTAA

CCCCTAATGACCATCTAACAGTATTTAAAAAACAATACCAATAGAGGGGAGACAAGTCGTAA

CCCCAAACTAATTAAACCCAATTAAATAAAAACTCGCCGTAGTAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAGGCTTTAGCTATATGCTTAATTTAAGCCTACTCCGCTATACATTTAGGGGAGGCAAGTC
GTAA

CCCCGAGCATCTCTCTTCAATTTAATTTAAGACCCTTAAGCAGCAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA



Syngnathidae

Syngnathidae

Tetraodontidae

Triakidae

Tripterygiidae

Tripterygiidae

Tripterygiidae

Cosmocampus
arctus

Doryrhamphus
excisus

Canthigaster
punctatissima

Mustelus henlei

Axoclinus
nigricaudus
Enneanectes
carminalis
Enneanectes
reticulatus
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CCCCAAACATTCACCGCATTATATAAAACATTAGAAAATATAAGGGGAGGCAAGATCGTAA

CCCCTCGCACACAAACAACCTAAATAAACAAACAACCAGCTAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

CTCCCCGAACCAAACCAACCAAAACAACAATAACTAATACAATATTACACATATTAAAGGAGGC
AAGTCTTAACA

CCTCAAAAACTACTTATTTTTTTTCATAAATATATTTCTTTAACAAGAGGAGGCAAGTCGTAA

CCCCAAGCTTATTTATTCTAATAACTAATACCTGTTTTTAGNAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA

TCACTCTCCCCAAGCTTATTTATTCTAATAACTAATACCTGTTTTTAGTAACAGGGGAGGCAAGT
CGTAACA

CCCCAAGCTTATTTATTCTAATAACTAATACCTGTTTTTAGTAAAGGGGAGGCAAGTCGTAA
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ANEXO C. Lista de 26 Filos y 15 linajes principales exclusivos de los ADNa18S, agrupados dentro

de “Otros NA”.

ID Linajeograngrupo Phyla Linaje Modo tréfico conocido Habitat
1 Amoebozoa Discosea fagotroéfico plancténico
2 Amoebozoa Tubulinea fagotréfico plancténico
3 Discoba Euglenozoa fagotro’leo / fototréfico / plancténico
mixotrofico / osmotrophic
Euk tai t . e . e -
4 S:diasryo aincertae Picozoa fagotroéfico / mixotrdfico ? plancténico
5 Fungi Basidiomycota osmo_trop.hlc / parasitico / plancténico
symbiontic
. . t hi iti L.
6 Fungi Blastocladiomycota osmo_ rOp. ic / parasitico / plancténico
symbiontic
7 Fungi Chytridiomycota osmotrophic / parasitico plancténico
. osmotrophic / parasitico / .
F L |
8 ungi Cryptomycota symbiontic plancténico
. osmotrophic / parasitico .
9 Fungi Mucoromycota . p ic/p ftico / plancténico
symbiontic
10 Fungi Oomycota osmotrophic / parasitico plancténico
. osmotrophic / parasitico / -
11  Fungi Zoopagomycota symbiontic plancténico
12 Fungi Other NA Aphelidea fagotroéfico / parasitico plancténico
13 Holozoa Other NA Choanoflagellatea  fagotrofico plancténico
14 Holozoa Other NA Filasterea parasitico
15 Holozoa Other NA Ichthyosporea parasitico
16 incerta sedis Other NA Telonemia fagotréfico plancténico
17 Metamonada Fornicata fégo'sroflco / parasitico / plancténico
simbionte
18 Metazoa Entoprocta fagotroéfico bentdnico
19 Metazoa Gastrotricha fagotréfico
20 Metazoa Hemichordata fagotroéfico bentdnico
21 Metazoa Kinorhyncha fagotrofico bentdnico
22  Metazoa Phoronida fagotroéfico bentdnico
| .
23  Metazoa Rotifera fagotréfico P anc’to.nlco/
bentdnico
24  Metazoa Tardigrada fagotrofico
25 other Hemimastigophora fagotroéfico plancténico
mostly parasitico / some
26 SAR-Alveolata Apicomplexa fagotrofico, simbionte or plancténico
mixotrofico
27 SAR-Alveolata Ciliophora fagotro.flco./ m|xotrof|col/l plancténico
some simbionte or parasitico abundante
28 SAR-Alveolata Perkinsozoa parasitico plancténico
29 SAR-Rhizaria Endomyxa fagotroéfico plancténico
30 SAR-Rhizaria Imbricatea fagotréfico plancténico
s e . - lanctoni
31 SAR-Rhizaria Other NA Acantharea fagotrofico / mixotréfico planctonico
Abundant
32 SAR-Stramenopiles Other NA Bigyra fagotrofico / symbiontic



33

34

35

36

37

38

39
40

41

SAR-Stramenopiles

SAR-Stramenopiles

SAR-Stramenopiles

SAR-Stramenopiles

SAR-Stramenopiles

SAR-Stramenopiles

Viridiplantae

CRuMs

Other NA

Other NA

Other NA

Other NA
Other NA

Other NA

Prasinodermophyta

Other NA

Other NA

Developea
Pirsoniales
Sticholonchida
Nassellaria

Spumellaria

Collodaria

Ancyromonadida

Rigifilida

fagotrofico / fototrdfico /
mixotrofico / some
osmotrophic

parasitico

fagotrofico / fototrdfico /
mixotrofico / some
osmotrophic

fagotrofico / mixotréfico

fagotroéfico / mixotréfico

fagotrofico / mixotréfico

fototréfico / mixotréfico

fagotréfico

fagotroéfico

plancténico
plancténico

plancténico

plancténico
Abundant
plancténico
Abundant
plancténico
Abundant

plancténico
plancténico

plancténico /
bentdnico
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ANEXO D. Familias de metazoos adicionadas al compilado histérico por ADNa18S dentro de
linajes representativos.

ID Phylum Familia Descripcion breve
1 Annelida Apistobranchidae poliquetos
2 Annelida Enchytraeidae oligoquetos
3 Annelida Gastrostomobdellidae anélidos
4 Annelida Glossiphoniidae sangijuelas
5 Annelida Naididae oligoquetos
6 Annelida Nerillidae poliquetos
7 Annelida Piscicolidae sangijuelas
8 Annelida Polygordiidae poliquetos
9 Annelida Protodrilidae poliquetos

10 Annelida Psammodrilidae

11 Arthropoda Aegisthidae copépodos
12 Arthropoda Ancorabolidae copépodos
13 Arthropoda Calocalanidae copépodos
14  Arthropoda Candonidae ostracodos
15 Arthropoda Cyclopettidae copépodos
16 Arthropoda Cyclopidae copépodos
17 Arthropoda Cyclopinidae copépodos
18 Arthropoda Cytheruridae ostracodos
19 Arthropoda Ergasilidae copépodos
20 Arthropoda Halacaridae acaros marinos
21 Arthropoda Harpacticidae copépodos
22  Arthropoda Laophontidae copépodos
23 Arthropoda Leuconidae camarones encapuchados
24 Arthropoda Loxoconchidae ostracodos
25 Arthropoda Miraciidae copépodos
26  Arthropoda Misophriidae copépodos
27  Arthropoda Monstrillidae copépodos
28 Arthropoda Parastenheliidae copépodos
29 Arthropoda Peltidiidae copépodos
30 Arthropoda Pseudocyclopiidae copépodos
31 Arthropoda Rhynchomolgidae copépodos
32 Arthropoda Ryocalanidae copépodos
33 Arthropoda Schminkepinellidae copépodos
34  Arthropoda Spinocalanidae copépodos
35 Arthropoda Tachidiidae copépodos
36 Arthropoda Tetranychidae acaros

37 Arthropoda Tharybidae copépodos
38 Arthropoda Xarifiidae copépodos
39 Arthropoda Xestoleberididae ostracodos
40 Brachiopoda Craniidae

41 Brachiopoda Kraussinidae

42  Brachiopoda Terebratellidae

43  Bryozoa Aeteidae briozoarios
44  Bryozoa Beaniidae briozoarios
45 Bryozoa Bugulidae

46 Bryozoa Candidae

47 Bryozoa Cellariidae

48 Bryozoa Chorizoporidae

49 Bryozoa Crepidacanthidae

50 Bryozoa Crisiidae

51 Bryozoa Crisuliporidae

52 Bryozoa Densiporidae



53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

Bryozoa
Bryozoa
Bryozoa
Bryozoa
Bryozoa
Chordata
Chordata
Chordata
Chordata
Chordata
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Cnidaria
Ctenophora
Ctenophora
Ctenophora
Ctenophora
Echinodermata
Entoprocta
Entroprocta
Foraminifera
Foraminifera
Foraminifera
Foraminifera
Foraminifera
Foraminifera
Foraminifera
Foraminifera
Gastroticha
Gastroticha
Hemichordata
incertae sedis
Kynorhyncha
Mollusca
Mollusca
Mollusca
Mollusca
Mollusca
Mollusca
Mollusca
Mollusca

Heteroporidae
Plagioeciidae
Smittinidae
Tubuliporidae
Vesiculariidae
Hexacrobylidae
Molgulidae
Oikopleuridae
Pycnoclavellidae
Salpidae
Actinostolidae
Boloceroididae
Clytiidae
Coeloplanidae
Edwardsiidae
Haliclystidae
Hebellidae
Kirchenpaueriidae
Lucernariidae
Mitrocomidae
Obeliidae
Parvicapsulidae
Pennariidae
Phascolionidae
Phymanthidae
Tiaropsidae
Tubiporidae
Beroidae
Mertensiidae
Ocyropsidae
Pleurobrachiidae
Poraniidae
Barentsiidae
Loxosomatidae
Allogromiidae
Discorbidae
Nummulitidae
Planorbulinidae
Saccamminidae
Soritidae
Textulariidae
Trochamminidae
Chaetonotidae
Turbanellidae
Harrimaniidae
Picomonadidae
Zelinkaderidae
Acteonidae
Aplustridae
Asperspinidae
Astartidae
Cryptoplacidae
Cyamiidae
IIbiidae
Malleidae
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tunicados bentdnicos
tunicados

tunicados

tunicados

salpas

anémonas de mar profundo
anémonas marinas
hidrozoarios
meduzas peine
anémonas marinas
stalked jellyfish
hidrozoarios
hidrozoarios

stalked jellyfish
hidrozoarios
hidrozoarios
myxosporeanos parasiticos
hidrozoarios
hidrozoarios
anémonas marinas
Leptomedusae

coral marino
ctendforos

estrellas marinas
entoproctos

foraminiferos benténicos
foraminiferos benténicos
foraminiferos benténicos
foraminiferos benténicos

foraminiferos bentdnicos
foraminiferos bentdnicos
foraminiferos bentdnicos

acorn worms
protista

caracoles marinos pequefios
caracoles marinos

babosas marinas

bivalvos

quitones

bivalvos

opistobranquios

hammer oysters
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109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145

Mollusca
Mollusca
Nematoda
Nematoda
Nematoda
Nematoda
Nematoda
Nemertea
Nemertea
Nemertea
Nemertea
Nemertea
Nemertea
Nemertea
Nemertea
Other
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Platyhelminthes
Porifera

Porifera

Porifera

Porifera

Porifera

Porifera

Porifera

Porifera

Porifera
Tardigrada

Philobryidae
Xylophagaidae
Axonolaimidae
Chromadoridae
Cucullanidae
Diplogasteridae
Monhysteridae
Baseodiscidae
Carinomidae
Cephalothricidae
Cerebratulidae
Hubrechtidae
Prosorhochmidae
Tetrastemmatidae
Tubulanidae
Other
Aporocotylidae
Dolichomacrostomidae
Leptoplanidae
Macrostomidae
Microphallidae
Microstomidae
Opisthorchiidae
Plagiostomidae
Promesostomidae
Prosthiostomidae
Stylochidae
Uteriporidae
Achramorphidae
Clathrinidae
Corallistidae
Dictyodendrillidae
Heteropiidae
lanthellidae
Lelapiidae
Oscarellidae
Sycettidae
Batillipedidae

saltwater clams
bivalvos de mar profundo
nematodos de vida libre
nematodos parasiticos
gusanos nemertinos

gusanos nemertinos
gusanos nemertinos

trematodos
gusanos planos

gusanos planos
trematodos

trematodos

esponjas calcareas
esponjas calcareas
Desmospongia
esponjas marinas

esponjas calcdreas

esponjas calcdreas
tardigrados






