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* SERvicIO *

UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE CUNDINAMARCA
FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD
PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO

ESTUDIO METAGENOMICO DE LA DIVERSIDAD EUCARIOTA DEL
ECOSISTEMA DE MANGLAR DE LA BAHIA DE CISPATA, SAN ANTERO,
CORDOBA, COLOMBIA.

RESUMEN
La importancia biolégica de los manglares consiste en proteger a un sin fin de
organismos en sus raices, troncos, lodo y agua, donde se encuentran organismos
como bacterias y hongos que hacen parte de la descomposicion de materiales
organicos y pueden transformar materiales toxicos, limpiando el agua que desemboca
alli. La metagendmica, es una de las denominadas ciencias 6micas, que compara e
intenta reconstruir el metabolismo de un ecosistema completo o el de un
microorganismo en especifico La metagenomica resulta éptima a la hora de evaluar
todos los aspectos relacionados con los microorganismos que no pueden ser
cultivados, es por ello que este estudio busca identificar todas las poblaciones
eucariontes que lo habitan, destacando caracteristicas importantes que se dan por la
conformacién filogenética de los mismos y que resultan en grandes aportes dentro del
ciclo biolégico del ecosistema. Se obtuvieron muestras de sedimento y de agua, en
cuatro zonas especificas del manglar de la Bahia de Cispata: zona nativa, zona
reforestada hace 10 afios, zona reforestada hace dos afios e intervenida; la region
18S del ADNr fue secuenciado en la plataforma lllumina MiSeq (ZymoResearch,
USA), y se obtuvieron 1.302.526 secuencias crudas y finalmente 3.323 Unidades
Taxondmicas Operacionales (OTU), donde el filo predominante identificado es
Archaeplastida, clasificacion donde se encuentran todas las algas verdes, rojas entre

otras



PALABRAS CLAVES: Manglar, metagenomica, diversidad eucariota, ciclo

biogeoquimico, metabolismo.

ABSTRACT

Metagenomics, one of the so-called omic sciences, reconstruct the metabolism of a
complete ecosystem or specific microorganisms, as in the case of the mangrove
swamp of Cispata Bay. Mangroves biological importance relies on protecting to an
endless number of organisms in their roots, trunks, mud and water, where organisms
such as bacteria and fungi co-exists. Those organisms are fundamental for
decomposition of organic materials, and clearance of toxic materials. Metagenomics
is optimal for evaluating all aspects related to microorganisms that can not be
cultivated. Hence, this study seeks to identify all the eukaryotic populations that inhabit
it, highlighting important characteristics that are given by the phylogenetic
conformation and that result in large contributions within the biological cycle of the
ecosystem. Samples of sediment and water were obtained in four specific zones of
the mangrove: native zone, area reforested 10 years ago, area reforested 2 years ago
and intervened. The 18S region of the rDNA was sequenced on the lllumina MiSeq
platform (ZymoResearch, USA), 1,302,526 raw sequences were obtained and 3,323
Operational Taxonomic Units (OTU) were determined, where the predominant Phylum
identified was Archaeplastida, which contains all the green and red algae, among other

taxa.

KEYWORDS: Mangrove, biogeochemical cycle, metabolism, metagenomics,

eukaryotic diversity.
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INTRODUCCION

Los manglares son considerados como una de las cinco estructuras biolégicas mas
importantes y productivas en el mundo?, son el habitat de miles de especies tanto
procariotas como eucariotas. alberga hongos, bacterias y demas microorganismos
gue contribuyen a la descomposicion de materia organica e incluso ayudan a la
eliminacion y/o bioacumulacion de metales pesados, consiguiendo de esta manera
purificar las aguas que son el sustento de actividades como la pesca, la extraccion de
moluscos y crustaceos, beneficiando asi aproximadamente a 600 familias de la
region. El ecosistema del manglar de la Bahia de Cispatéa limita al norte con el mar
caribe, protege a las comunidades de San Antero y otros municipios de Cérdoba, de
las dinamicas fluviales que se puedan dar, asi como también la zona ganadera y

agricola de la cuenca baja del Rio Sinu.

La variacion de la salinidad del agua y los sedimentos que son inundados por la
misma, propician la distribucion diferencial de las especies, las cuales no han sido
estudiadas por completo debido a las adversidades que trae el cultivo in vitro, se
utilizaron herramientas Bioinformaticas, orientadas hacia la biologia molecular, tales
como la metagendmica, donde se estudiaron caracteristicas filogenéticas, ademas
del comportamiento metabdlico de las especies eucariotas que cohabitan el manglar

y los diferentes beneficios que aportan dentro de este ecosistema.

El estudio de la region 18S del rDNA de estos microorganismos, sugiere la historia
evolutiva de estos y reconstruye los ciclos biogeoquimicos en los que participa cada

uno de ellos dentro del manglar.



OBJETIVOS

1.0bjetivo General
Contribuir al conocimiento de la diversidad eucariota del ecosistema del manglar de

la bahia de Cispata, San Antero, Cérdoba, Colombia.

Objetivos especificos

e Determinar la diversidad microbiana eucariota asociada a sedimentos del
ecosistema de manglar de la Bahia de Cispat4d, mediante andlisis
metagendmico, en cinco zonas de diferente uso: Cafio Salado, Cafio Dago,
Cafio Navio, Cafio Muerto, Desembocadura rio Sinu-BrazoTinajones.

e Determinar la diversidad microbiana eucariota asociada a aguas del
ecosistema de manglar de la Bahia de Cispata en cinco zonas de diferente
uso, mediante analisis metagendémico.

e Comparar la diversidad de las comunidades microbianas eucariotas

encontrada en las cinco zonas del manglar con diferente uso.

2. Antecedentes

En 2010, Santos et al, revelaron en su estudio de la regién 18S del rDNA de
microeucariotas la presencia de hidrocarburos en los sedimentos del manglar de
Restinga da Marambaia, Rio de Janeiro, Brasill. El estudio se bas6é en los
microorganismos microeucariotas, los cuales son un indicador efectivo de la
presencia de contaminantes ambientales. Existe un sin fin de microeucariotas, y por
lo tanto, la distribucion, el papel ecologico y las respuestas a los efectos
antropogénicos de estos, son bastante desconocidos. La mayoria del petroleo
procedente de derrames de petréleo oceanico, desembocan en ecosistemas costeros
como los manglares, que estan amenazados mundialmente con la desaparicion,
destacando la necesidad de herramientas eficientes para indicar la presencia de

hidrocarburos en estos ambientes.

Estos microorganismos, son un subconjunto del plancton conocido como

microplancton, del cual son miembros las diatomeas, los dinoflagelados, los



cocolitoféridos y una gran cantidad de protozoos; son de vital importancia para los
ecosistemas marinos como lo son los manglares, porque representan la base de la
red alimentaria pelagica en el océano y los cambios en la composicion y estructura

de esta red pueden conducir a cambios profundos en todos los niveles tréficos.

Santos et al. demostraron una disminucion tanto en la diversidad como en la riqueza
de especies después de la contaminacion. El grupo filogenético que mostro la mayor
sensibilidad al petrdleo fue el Nematoda. Se detecté un aumento marcado en los
grupos Bacillariophyta (diatomeas) y Biosoecida después de la contaminacién. Las
muestras contaminadas con petréleo en su mayoria presentaban organismos
relacionados con Bacillariophyta sp. y Cafeteria minima, lo que indica que estos

grupos serian objetivos posibles para biomonitorear el petréleo en los manglares.

Andreote et al, en 2012, en su articulo sobre los manglares brasilefios y la
composicion de sus sedimentos, hacen referencia a la identificacion de los
microorganismos que habitaban los sedimentos de los manglares brasilefios, y
establecen la importancia del manglar como un ecosistema que constituye una
porcion del 60-70 % de las lineas costeras, que alberga un elevado nimero de
microorganismos, ademas de mantener en equilibrio los biomas marinos y asegurar
la supervivencia del mismo?. Los autores resaltan caracteristicas especiales que
posee este ecosistema, como los niveles de salinidad, cantidades de oxigeno
variables (por las intermitencias en la frecuencia de las mareas), potencial Redox,
gracias a la caracteristica anteriormente mencionada, por todo ello la proliferacion de
la microbiota se hace abundante, cuando ésta no se ve afectada por ninguna de las
actividades humanas, y se crea un consorcio microorganismo-manglar, donde los
microbios dotan de todas las caracteristicas necesarias al manglar, asegurando la
correcta ejecucion de todos los ciclos biogeoquimicos, y el segundo contribuye a la
nutricion, crecimiento, viabilidad favorable de todos y cada uno de los

microorganismos que lo habitan.

Ademas, dentro de las herramientas que concede el manglar para la conservacion de

las especies microbianas, esta el proveer un elevado nimero de sustratos organicos



e inorganicos hallados en el sedimento de estos ecosistemas, diversas propiedades

ecoldgicas, antropogénicas, entre otras.

En 2012, Ghizelini, Hagler y Macrae?, hicieron una revision bibliografica sobre la
diversidad microbiana de los manglares brasilefios, donde establecieron las
proporciones que ocupan los manglares dentro del planeta tierra, 25 % de vegetacion
en las costas de la tierra y 75% de las costas tropicales; también revisaron la
capacidad de estos de sobrevivir en ambientes con fluctuaciones salinas, cambios de
temperatura y barros con caracteristicas anoxicas; también reportaron que dentro de
la masa total de detritus los manglares exportan 1,2% de biomasa compuesta por
bacterias y hongos (91%), algas 7% Yy protozoos 2%. Los autores reportaron los
hongos ascomicetos, hongos mitospoéricos, basidiomicetos, chitridiomicetos,
mixomicetes, oomicetos, taustocitridos y zigomicetos en los manglares, y que los
manglares brasilefios cuentan con tres especies diferentes de arboles de mangle

Avicennia, Laguncularia y Rhizophora.

Thompson et al (2013) estudiaron el potencial celulolitico que poseen los
microorganismos que habitan dos importantes manglares de Brasil*, procariotas y
eucariotas, aislados de muestras de manglar de Rio de Janeiro y Bahia Porto Seguro.
En total se aislaron 296 microorganismos, 179 (60.5%) y 117 (39.5%)
respectivamente, por lo cual relacionaron esta diferencia con el estado de
conservacion del manglar, el de Rio de Janeiro significativamente mayor que el de
Bahia Porto Seguro, aunque en este Ultimo se evidenciaban mas caracteristicas
cataliticas por parte de los microorganismos, donde encontraron enzimas como

celulasas, hemicelulasas, dominios de unién a carbohidratos, dockerinas y cohesinas.

En el articulo publicado por la Universidad Nacional de Colombia en el 2013, llamado
Grupos funcionales de microorganismos asociados al manglar del Caribe
Colombiano®, se mencionaba que en el mundo aproximadamente existen 100
especies de hongos registradas en los manglares, donde muchos de ellos poseen
enzimas para degradar lignina, celulosa y otros componentes vegetales. La
descomposicion de la madera de mangle originada por hongos marinos se delimita a
las capas exteriores y se da de manera inmediata, ya que estos requieren de niveles



altos de oxigeno. Los estudios realizados resaltan que las Ulceras producidas por
Cylindrocarpon en Rhizophora spp., han sido registradas en manglares de la isla de
San Andrés, de Urab4, de la bahia de Cispatd y en la peninsula de Azuero, Panama,
en incidencias de 20-60% con posibles consecuencias para la estructura o integridad

de los bosques afectados®.

La investigacion realizada en el afio 2014 por Samper y Silva®, acerca de la
conformacién estructural de los manglares de Playa Blanca, Escondido y Rincén de
Osa, Golfo Dulce, Costa Rica, menciond las especies mas importantes de mangle que
se encuentran en dichos ecosistemas, como lo son, Rhizophora racemosa y
Conocarpus erectus. En este estudio se hicieron mediciones de salinidad en el agua
intersticial de los arboles, la distribucion de los mismos, y su capacidad de sobrevivir
en zonas de fuerte oleaje, se concluyé0 que estas especies no se encontraban
relacionadas entre si pero presentaban adaptaciones especiales, que ayudaban a

evitar la erosion y generaban sumideros de carbono.

En un estudio sobre hongos realizado por Simdes et al’, en el afio 2015, se analizaron
metagendmicamente la rizésfera de mangle gris y muestras de suelo a granel que
fueron tomadas en la costa del mangle rojo (Avicennia marina), y los resultados
obtenidos revelaron que Ascomycota era el filo dominante (76% -85%), mientras que
Basidiomycota fue menos abundante (14% -24%), sin embargo, su abundancia fue
mayor a la que usualmente es reportada para tales ambientes. También se demostro
gue las comunidades fungicas fueron mas estables dentro de la rizosfera que dentro

del suelo a granel, tanto a nivel de clase como a nivel de género.

Pachiadaki, en el 2016, analiz6 la actividad fungica y procariota de la biosfera
subsuperficial marina, en Perl y en la cuenca de Canterbury, deducidas de analisis
basados en ARN y microscopia®. El principal enfoque de esta investigacion, consistio
en el analisis de las zonas intermedias de las fuentes acuiferas de Peru y Canterbury,
ademas de compararlas entre si con respecto a la diversidad de cada uno de los
ecosistemas y las caracteristicas propias de cada microorganismo estudiado,
agregando que se realizaron cotejos con estudios previos en donde las muestras eran
tomadas de sedimentos, donde la microbiota resulta mayor que la de zonas

intermedias, los estudios metatranscriptomicos aportaron informacién acerca del



metabolismo de estos microorganismos, en los cuales se evidenciaron el uso de
aminoacidos, lipidos y carbohidratos por cada uno de ellos, agregando que contaban
con genes asociados a transportadores de metales, resistencia y produccion de
antibidticos.

Loganathachetti, Poosakkannu, Muthuraman (2017) realizaron un estudio en
referencia a los conjuntos de comunidades fungicas presentes en los diferentes
compartimentos del suelo en un ecosistema de manglar®; clasificaron y caracterizaron
las secuencias genomicas de las comunidades fungicas que cohabitaban en este
nicho, especificamente las que se encontraron asociadas con las raices de Avicennia
marina, una especie de manglar caracteristica de la costa este de Africa. Realizaron
varios comparativos de dos partes del suelo que concomita con la planta, la rizésfera
y el suelo neumatéforo (modificaciones especializadas de la raiz o raices aéreas),
observaron una correlaciéon significativa entre los cambios en la composicion de la
comunidad fungica y la disponibilidad de carbono o nitrdgeno de los diferentes
compartimentos del suelo, determinaron que los suelos que concomitan con la planta
presentaban una riqueza mas alta en especies fungicas que los suelos pertenecientes

a rizosfera y neumatoforos.

Un estudio realizado por Gnavi et al'?, en el afio 2017, analizé e identificd la microbiota
del alga verde Flabellia petiolata del mediterrdneo; realizé el aislamiento de hongos,
principalmente pertenecientes a la divisibn Ascomycota (61 taxones), y tan solo se
encontraron tres hongos de la division Basidiomycota. La posicion filogenética de los
micelios estériles y los taxones cripticos, inferida sobre la base de la region parcial
LSU, revel6 la presencia de nuevos linajes filogenéticos putativos dentro de

Dothideomycetes y Sordariomycetes.

Continuando con esta linea de investigacion se consulté un articulo del afio 2018 por
Mendes y Sai, donde se compararon tres tipos de suelo, de bosques, suelos de
descanso y manglar del sureste de Brasil, para determinar la composicion taxonomica
y funcionaltl. Se evaluaron por medio de metagenémica y secuenciacién shotgun, el
suelo de manglar present6 mayor diversidad taxondémica, funcional y presenta un gran

namero de secuencias relacionadas con replicacion microbiana y la supervivencia



(ADN, ARN y metabolismo de proteinas, division celular y ciclo celular), motilidad y

guimiotaxis, sefializacion celular, entre otros.

Otro estudio con un enfoque similar, realizado por Hannula et al en 2018'2, acerca de
la biodiversidad fungica y su relacion con la salud en los suelos donde habitan,
mediante analisis metagenomico teniendo en cuenta las secuencias ITS (secuencias
del espaciador del transcrito interno); clasificaron los grupos fungicos en reguladores
del ecosistema y controladores biologicos, los primeros se encargan de formar la
estructura del suelo, es decir, la conformacioén y la modificacion de hébitats para otros
microorganismos y los segundos regulan enfermedades, pestes e incluso el
crecimiento de otros microorganismos; ademas, determinaron la diversidad alfa y

beta de los grupos fungicos identificados.

Imchen M, et al (2017)*3 tomaron cuatro muestras en diferentes puntos del manglar
situado en Kerala, India, y realizaron un estudio metagenémico, compararon los datos
obtenidos con otros datos de muestras de manglares conocidos, selva tropical y
sedimentos oceanicos. Los resultados de este estudio revelaron que en menos del
2% del total de lecturas se encontraron microorganismos eukaryota, la mayoria
pertenecen al phylum Streptophyta en las muestras de India y Brasil. La clase
dominante en la muestra de la selva tropical fue Ascomycota, y Streptophyta fue
importante en las lecturas eucariéticas del océano, sin embargo, Bacillariophyta, el

cual contiene diatomeas, fue el filo dominante.

Bahram et al (2018), analizaron el genoma y el microbioma de Inocybaceae
(Agaricales, Basidiomycota), el cual forma asociaciones simbiéticas con una amplia
variedad de especies de plantas. Realizaron la secuenciacion metagendmica de los
tejidos de fructificacion del cuerpo de Inocybe terrigena (Ku) Kuyper, para clasificar
las secuencias gendémicas de hongos y bacterias, como resultado se obtuvo un
genoma fangico casi completo que contiene el 93% de los genes eucaribéticos
principales. Este estudio demuestra la utilidad que tiene el analisis metagenémico
directo de los tejidos del cuerpo fructifero para caracterizar genomas y el microbioma
de los hongos'4.



El articulo titulado “La competencia de interferencias como determinante clave para
la distribucién espacial de los cangrejos de manglar” por Cannicci et al (2018), indica
gue la zonacion de los arboles y factores abiéticos como la temperatura del suelo y la
granulometria del suelo, se ven relacionadas con la distribucion espacial de los
cangrejos de manglar'®. El estudio se realizé sobre conjuntos de fauna en dos zonas
de un manglar de Sri Lanka, un nivel intermareal superior artificial y uno natural
eulitoral, en la costa. El resultado de este estudio dio a conocer que ambos cinturones
intermareales difieren tanto en la composicién floral como en las especies de
cangrejos. La zona en la cual predominaba la especie Neosarmatium smithi era la
zona eulitoral, mientras que dentro de la franja litoral elevada se distribuyeron de
manera mas uniforme cuatro sesarmidos (N. smithi , N. asiaticum , N. malabaricumy

Muradium tetragonum).

3.Marco teoérico

3.1 Historia del Manglar de la Bahia de Cispata

San Antero Cdérdoba, en su inicio como civilizacién, fue poblado por un grupo de
indigenas Finzenu, los cuales pertenecian a la cultura Zenu y de igual manera, a la
familia linglistica de los Caribes. Este grupo habito el territorio que hasta el dia de
hoy, conforma el casco urbano del municipio, la bahia de Cispata, las riberas y

desembocaduras del rio Sinit.

La primera persona europea que llego a este territorio fue Alonso de Ojeda en 1499,
procedente de Cartagena de Indias, asi mismo, Rodrigo de Bastidas también ingreso
al territorio Cordobense en 1501, el cual llevaba en mando una expedicion que tenia
planeado determinar las caracteristicas de la zona, descubriendo en esta, la

desembocadura del rio Sin16.



Ya en 1647, Diego de Cervella, originario de Espafia, con la intencién de colonizar
pueblos para la explotacion agricola y ganadera, se situé en la orilla del arroyo que

lleva su nombre, y asi fundé San Antero?’.

El manglar de la bahia de Cispata, en el municipio de San Antero, Cordoba, esta
conformado por una extension de 4.622 hectareas y con una zona de manglar que
abarca cerca de 459 hectareas protegidas, que hacen parte del 9,9% del total de la
bahia, de la totalidad del manglar se destinaron 4.163 hectareas para

aprovechamiento forestal'®.

3.2 Generalidades de los manglares

Los manglares se describen, segun el Ministerio de ambiente y desarrollo sostenible
(MADS) de Colombia'®, como ecosistemas marino-costeros que estan situados en los

tropicos y subtropicos del planeta, en el cual la especie fundamental es el mangle.

Los manglares constituyen un ecosistema muy grande e importante, albergan a una
increible biodiversidad por lo que se los considera una de las cinco unidades
ecolégicas mas productivas del mundo, con niveles de productividad primaria que

superan la de muchos sistemas agricolas?.

Existe gran variedad de especies de mangle, pero las registradas en Colombia son:
Rhizophora mangle (mangle rojo), Avicennia germinans (mangle negro), Laguncularia
racemosa (mangle blanco), Conocarpus erectus (mangle zaragoza), y Pelliciera
rhizophorae (mangle pifiuelo), siendo el mangle rojo y el mangle negro las especies
mas abundantes y de mayor uso. Sin embargo, el mangle pifiuelo (P. rhizophorae),
una especie de mangle originaria del Pacifico ha observado en la Bahia de Cispata
(Cérdoba)*®.

Los manglares pueden ser agrupados segun sus caracteristicas y ubicacion dentro
de la zona. Se les llama riberefios a los manglares que crecen en las orillas de los
rios y en las zonas donde hay influencia de las mareas y el agua salada o salobre; el
sustrato alli es variable, debido al suelo que esta constantemente en contacto con el
agua de rio y de mar; sin embargo, reciben gran cantidad de nutrientes arrastrados



por los rios, lo que les permite un enorme desarrollo que forma bosques densos. Los
manglares que crecen en las orillas de las costas que estan protegidas, en bahias o
lagunas arrecifales o rodeando islas, son llamados borde, y son aquellos que soportan
el continuo golpe de las olas al frente, y mas hacia adentro estan los sectores mas
altos y protegidos con menor influencia mareal. Los manglares que crecen detras de
los riberefios y de los de borde, son llamados manglares de cuenca, se ubican donde
hay suelos estables, donde el cambio del agua es lenta, hay poco oxigeno y alta
salinidad. Por dltimo, los manglares especiales, estos son bosques poco
desarrollados y pequefios debido a que crecen en condiciones de alta salinidad, baja

disponibilidad de nutrientes y temperaturas extremas®®.

3.3 Diversidad eucariota

Los manglares son bosques que se encuentran en los limites del continente y las
aguas ocedanicas?®, en los cuales se encuentra una gran variedad de faunay flora, de
igual manera, estos organismos funcionan como fuente de alimento (peces,
crustaceos, etc), como recursos forestales (madera para lefia, construccion, postes y
carbon), y también pueden llegar a servir como biorremediadores de la contaminacion
marina?® o como ingenieros del ecosistema, un ejemplo de estos, serian los cangrejos,
ya que intervienen en los flujos de energia del manglar, mediante la retencién de
materia, el consumo de hojas y propagulos, o el efecto que provocan sus agujeros en
la quimica de los sedimentos y en la productividad del bosque (mejora aireacién del

suelo y reduce niveles de salinidad)?..

Los moluscos, organismos invertebrados, son de importancia en el manglar, ya que
contribuyen a la dinamica de nutrientes, ayudan a la retencion de produccion primaria
en el sistema, consumiendo las hojas que se encuentran en el suelo y fango (hojas
en descomposicion)?t, los moluscos se alimentan del detritus de estas zonas y los
bivalvos ( mejillones, almejas) se encuentran en el bentos y son filtradores, y son
utilizados generalmente para generar ingresos a las familias de la region, por medio
de la venta de los mismos. Los moluscos planctonicos se encuentran generalmente

en forma larval.



La variedad de artropodos que se encuentran dentro del manglar de la Bahia de
Cispata juegan un rol importante dentro del mantenimiento del equilibrio ambiental,
trabajan como fragmentadores de hojarascas, insectos, reptiles, entre otros
elementos que fomentan el proceso de reciclaje para la mineralizacion de la materia

organica.

Laictiofauna en el manglar, abarca un gran componente biol6gico del medio acuético,
la distribucién de esta, depende de las oscilaciones de salinidad hidrica relacionadas
con las mareas y los periodos de lluvia o sequia?!, algunos peces como la mojarra
perteneciente a la familia Diapterus, otro organismo que se convierte en el sustento

de las familias de la region.

Las aves migratorias que se encuentran en los manglares, usan este ecosistema tanto

para abrigo como refugio, y de igual manera, por la disponibilidad de nutrientes?..

Tabla 1.Diversidad de organismos eucariotas en el manglar

Diversidad de organismos eucariotas en el manglar

Moluscos = Artropodos Ictiofauna Avifauna Hongos Algas Protozoos
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(2012). Riqueza de protozoarios de los Manglares San Pedro de Vice (Sechura — Peru). Aporte Santiaguino. 5. 68-74.

4. Marco juridico

Para proteger a los manglares del mal uso, el MADS trabaj6é junto con actores
estratégicos para formular el Programa nacional para el uso sostenible, manejo y
conservacion de los ecosistemas de manglar (PNM) en el afio 200222, que prioriza el
uso sostenible del ecosistema con la ayuda de las comunidades, en la proteccion,

conservacion y aprovechamiento del manglar y sus recursos naturales.

Para asegurar que se conservara el ecosistema, se expidieron la resolucion nimero
1602 de 1995 y la resolucion 020 de 1996, las cuales ordenan los estudios sobre el
estado de los manglares y establecen restricciones de uso, con la resolucién No. 924
de 1997 este ministerio fij6 los términos de referencia para la realizacion de los
estudios, y la resolucion 257 de 1997 en la cual se establece un sistema de monitoreo
y control de la calidad de las aguas, flora, fauna y suelos de los ecosistemas de

manglar en Colombia??.

De igual manera, el 20 de septiembre del afio 2007 se publicé el decreto 3600, con el
cual se reglamentan las disposiciones de las Leyes 99 de 1993 y 388 de 1997,
relativas a las determinantes de ordenamiento del suelo rural, y al desarrollo de

actuaciones urbanisticas de parcelacion y edificacion en este tipo de suelo??.

5. Metagenémica

La metagendmica es el estudio de los genomas y otras secuencias de acido
desoxirribonucleico, las cuales son purificadas de una muestra ambiental o de un ser
Vivo 0 muerto, sin necesidad del aislamiento del o los organismos que lo presentan
por métodos de laboratorio o su cultivo?®. Meta viene del griego ‘mas alla de’

entendiéndolo como ir mas alla del genoma?*.

Comunmente, los estudios metagendmicos tienen cinco etapas: en la primera, se

realiza una purificacibn ADN gendmico de una muestra, ya bien sea del medio



ambiente o de algun 6rgano o fluido de un organismo pluricelular. En la segunda etapa
se amplifica el genoma, gen o segmento gendémico por medio de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), con la secuenciacién directa o por métodos de
secuenciacion de nueva generacién, por microarreglos o hibridacion. Tercero, se
construye una libreria con los amplicones o con los segmentos de metagenoma al ser
cortado con enzimas de restriccion los cuales pueden ser clonados en: plasmidos,
fagos, cosmidos. El cuarto paso es la secuenciacion de los clones de la libreria, o de
los amplicones purificados. El quinto paso corresponde al andlisis bioinformatico de
cada secuencia®’.En otros casos los amplicones son separados por medio de
electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE) para posteriormente

ser purificados del gel?®.

Para verificar el estado del genoma extraido, se realiza PCR y electroforesis en gel
de agarosa. Para realizar estudios de diversidad se amplifica y secuencia el gen de
ARN ribosomal 16S (utilizado como marcador taxonémico universal en arqueas y
bacterias) y el 18S para eucariontes. La principal razén del uso de las regiones 16S 'y
18S del ADNr, es que este tienen regiones hipervariables y regiones comunes para

la mayoria de las especies procariotas y eucariotas, respectivamente?®,

Los primers mas usados en organismos fungicos son ITS-1 e ITS-4, debido a que
estos amplifican secuencias altamente variables, rodean la secuencia de codificacion
5.8S, y se ubican entre la codificacién de subunidades pequefias del ribosoma (SSU),
y la secuencia de codificacion de subunidad grande (LSU) del operén ribosémico,
estos primers amplifican una gran cantidad de dianas fangicas y son excelentes para

analizar el ADN aislado de organismos individuales?’.

6. Herramientas moleculares y bioinforméatica

El Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) define a la bioinformatica como
la investigacion, desarrollo o aplicacion de herramientas computacionales con el fin
de difundir el uso de datos biolégicos, médicos, conductuales o de salud, incluyendo

aquellas herramientas utilizadas para adquirir, almacenar, organizar, archivar,



analizar y visualizar dicha informacién?®. Actualmente los cientificos estan generando
grandes y variados conjuntos de datos que incluyen la secuenciacion de préxima
generacion (NGS; gendmica, metagendmica, transcriptdmica y metatranscriptomica),
datos proteémicos, metabolémicos y otros datos?®, por esta razén, se han creado gran
variedad de herramientas bioinforméaticas para analizar datos de secuencia
metagendmicay de amplicon, entre otros. Servidores web tales como MG-RAST, IMG
/ M, EBI Metagenomics y SILVANgs, y pipelines como MEGAN, QIIME y Mothur?®,

6.1 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Es un algoritmo de blusqueda de similitud mediante alineamiento de secuencias
(nucleotidicas o peptidicas) con secuencias presentes en las bases de datos
biolégicos como el GenBank ¥, y arroja resultados sobre las secuencias mas
parecidas, el gen o la proteina a la que corresponden con funcién en caso de ser

conocida y al organismo al que pertenecen.

6.2 QIIME

Canal de bioinformatica que permite analizar microbiomas a partir de datos de ADN.
Genera diversas facilidades, ya que elabora graficos estadisticos de calidad, genera
comparaciones dentro de una base interna con referencias taxonémicas, para luego
agrupar los datos obtenidos, en OTUS (unidades taxonOmicas operacionales),
también arroja datos como la diversidad alfa y beta, especificacion de rarefaccion,

reconstruccion filogenética entre otras®'.

6.3 DADA2

Es un software encargado de perfeccionar y corregir los errores generados por
illumina, dados por la secuenciacion de amplicones; la tasa de error sobre la cual
trabaja este programa, es cercana a cero y puede detectar diferencias de tan solo un
nucledtido, suele usarse como herramienta adicional, ademés afiade precision a la

lectura de los filtrados que se generan®?,



6.4 Plataforma Illlumina

Es una tecnologia basada en la modificacion del terminador de didesoxinucleétido
utilizado en el método de secuenciacion de Sanger. En la secuenciacion, cada dNTP
modificado se une a una base especifica de fluoréforo que se vuelve fluorescente
cuando se incorpora al fragmento de ADN. La emision es registrada por una camara
de alta resolucion. Este proceso se repite en cada ciclo a medida que ocurre la
incorporacion de un dNTP marcado seguido de tomar una imagen fluorescente y

quitar el terminador.

En esta técnica, los fragmentos se amplifican mediante PCR de puente, que es la
amplificacion en un puente construido entre fragmentos. Los fragmentos se hibridan
con un conjunto de cebadores inmovilizados hacia adelante y hacia atras en el
sustrato correspondiente a los adaptadores utilizados para preparar la biblioteca. Se
pueden acumular varios millones de grupos en cada uno de los canales
independientes establecidos en la celda de flujo, donde se producen las reacciones

de secuenciacion33. Esta técnica se divide en 4 etapas:

1. Preparacién de la genoteca: alli se encuentran muestras de fragmentos
aleatorios de DNA o de cDNA, seguidos de adaptadores (linkers) 5’ y 3.
Simultaneamente, el marcaje combina reacciones de fragmentacion y unién en
un solo paso, aumentando la eficiencia del proceso de preparacién de la
genoteca. Posterior a esto, los fragmentos unidos con los adaptadores son
amplificados y purificados.

2. Generacion de cluster: Los moldes para la secuenciacién se fijan en unas
celdillas que contienen el DNA accesible para las enzimas, cada fragmento se
amplifica y crea hasta 1.000 copias idénticas de cada molde de moléculas. Esta
amplificacion es realizada por PCR de puente (los fragmentos se amplifican a
partir de unos cebadores unidos a una superficie sélida). En la secuenciacion
de cadenas sencillas, se aflade un cebador, mientras que para DNA de doble
cadena se elimina la cadena original, asi simplemente queda la cadena

complementaria como molde para la segunda secuenciacion.



3. Secuenciacioén por sintesis (SBS): Se agregan los dNTPs, cada uno posee
un fluoréforo de color particular (G - Amarillo, C — Azul, A — Rojo, T - Verde)
Los cuatro terminadores reversibles se encuentran ligados a los nucleétidos y
bloguean la polimerizacion, por lo que la enzima polimerasa so6lo puede afadir
una base a cada cadena de DNA que se esta sintetizando. Posteriormente se
excita con un laser y se captura una imagen.

4. Andlisis de los datos: Cada lectura de base tiene una puntuacion asignada
segun la calidad, el software de lllumina puede hacer diferencias y generar
puntuaciones seguras. Se pondera la contribucion de cada base a la secuencia
y se detecta las variantes de las secuencias. Hay muchas variantes del analisis
posibles como el polimorfismo de nucleétido Unico (SNP), la identificacion de
inserciones o deleciones, los recuentos de lecturas para los métodos RNA, los
analisis filogenéticos o metagendmicos, y mas. El software es capaz de
recoger los datos, procesarlos y analizarlos para que haya una minima

intervencion del usuario34.

7. BIOPROSPECCION

La necesidad de encontrar nuevos productos naturales que puedan tener el mismo
efecto de los productos quimicos ha orientado diferentes investigaciones hacia
ecosistemas especiales como los manglares, donde la diversidad biologica es alta.
Los hongos son conocidos por producir metabolitos secundarios quimicamente
diversos como nuevos antiinflamatorios, antioxidantes y compuestos anti cancer,
como por ejemplo la deshidroherbarina, que se aisla de una especie de hongo,
Corynespora sp., que se encuentra en el liquen Usnea cavernosa; este compuesto
inhibe significativamente la migracién de células cancerigenas metastasicas de mama
y préstata, (MDA-MB-231 y PC-3M, respectivamente)®. También se han descrito
caracteristicas para aplicacion medicinal como citotoxicidad, actividad antibacteriana
y antifungica, inhibicion de la a-glucosidasa, tirosina, fosfatasa B y propiedades

antivirales, entre otros 3.

Los microorganismos marinos y de manglar presentan gran diversidad de actividades
enzimaticas, las cuales han demostrado ser mas estables y activas que las de

enzimas provenientes de plantas y animales. Por lo tanto, los microorganismos



halofilicos poseen enzimas capaces de funcionar en condiciones que conducen a la
precipitacion o desnaturalizacion de la mayoria de las enzimas, lo cual los hace

ideales en la busqueda de nuevas enzimas. 3.

Microorganismos eucariotas como los hongos, cada vez se relacionan mas como
ayudantes biologicos para reducir la contaminacién; otra aplicacion con un amplio
campo de investigacion, la biorremediacion, ya que se han realizado estudios donde
un conjunto de especies de Aspergillus (Aspergillus terreus y Aspergillus sydowii) son
capaces de descomponer el polietileno, uno de los plasticos mas utilizados y con un
elevado numero de desechos contaminantes, que resultan afectando fuentes hidricas

y suelos por la complejidad de su degradacion®.

Por otra parte, la busqueda de alternativas para el tratamiento con antibioticos abre
nuevas fronteras; como se mencionaba anteriormente, muchos eucariontes proveen
metabolitos que pueden reemplazar ciertos antibioticos, incluso para Mycobacterium
tuberculosis, de esta Ultima se conoce la hepatotoxicidad y la resistencia, que suelen
presentar los tratamientos para esta infeccion; seria de gran ayuda encontrar nuevas
opciones, que no generen reacciones adversas como las mencionadas previamente
y esta alternativa, se encuentra en los hongos extraidos de ecosistemas como los

manglares®®.

8. Aproximacién al disefio metodolégico

La naturaleza de esta investigacion tiene un enfoque cuantitativo, donde se buscoé
determinar la diversidad eucariota con la que cuenta el manglar de la Bahia de Cispata
en San Antero Cordoba Colombia, con base en estudios metagendmicos de muestras
del manglar de agua y sedimento en las zonas Cafio Salado, Cafo Dago, Cafio Navio,
Cafo Muerto y Desembocadura rio Sinu-BrazoTinajones.

9. Disefio metodoldgico
9.1 Tipo de investigacion

Este proyecto se basa en una investigacion mixta con enfoque exploratorio de tipo
descriptivo.



9.2 Universo, poblacion y muestra

9.2.1 Universo

Agua y sedimento de manglar del departamento de Cérdoba.

9.2.2 Poblacion

Agua y sedimento de San Antero.

9.2.3 Muestra

Muestra de agua y sedimento de las 4 zonas del manglar de la bahia de Cispata, San
Antero, Cordoba

9.3 Variables e indicadores

9.3.1 Variable independiente: Muestra de agua y suelo de las cuatro zonas del
manglar de la bahia de Cispata ubicada en San Antero en el departamento de
Cérdoba.

9.3.2 Variable Dependiente: Microorganismos identificados en el agua y suelo de las
4 zonas del manglar de la bahia de Cispata ubicada en San Antero en el departamento

de Coérdoba.

Tabla 2. Indicadores

Objetivo Indicador Resultado
Determinar la diversidad | Microorganismos Identificacion de
microbiana eucariota | identificados mediante | microorganismos

asociada a sedimentos del | analisis metagendmico de | eucariontes presentes en
ecosistema de manglar de | las secuencias 18S | los sedimentos de cinco
la Bahia de Cispata, | obtenidas a partir de los | zonas especificas del

mediante analisis | Sedimentos del manglar | manglar de Cispata, Cafio
metagendmico, en cinco|en las cinco zonas | Salado, Cafio Dago, Cafio
zonas de diferente uso: | especificas Navio, Cafio Muerto,
Cafo Salado, Cafio Dago, Desembocadura rio Sinu-
Carfo Navio, Cafio Muerto, BrazoTinajones

Desembocadura rio Sinu-
BrazoTinajones




Determinar la diversidad
microbiana eucariota
asociada a aguas del
ecosistema de manglar de
la Bahia de Cispata en
cinco zonas de diferente
uso, mediante analisis
metagendmico.

Microorganismos

identificados mediante
analisis metagendmico de
las secuencias 18S
obtenidas a partir de los
del manglar en las cinco
zonas especificas

Presencia de diferentes
microorganismos
eucariontes en las
muestras de agua
provenientes del manglar

Comparar la diversidad de
las comunidades
microbianas  eucariotas
encontrada en las cinco
zonas del manglar con
diferente uso.

Identificacion

metagendmica de las
especies eucariotas
encontrados tanto de

sedimento como de agua

Demostracion de la
importancia de las
especies eucariotas que
cohabitan el manglar

Demostrar el potencial
metabdlico de las
especies eucariotas que
cohabitan el manglar.

Identificacion
metagenémica de las
especies eucariotas y la
actividad metabdlica de
estos mismos.

Demostrar el potencial
metabolico de las
especies eucariotas que
habitan el manglar

9.4 Hipotesis

Los ecosistemas de manglar son altamente diversos, sin embargo, la diversidad de

los microorganismos eucariotas. La determinacion de dicha diversidad en diferentes

reinos, filos, clases, ordenes, familias, géneros y especies, permitira definir su

importancia en el ecosistema y sus usos potenciales en biotecnologia.

10. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

10.1 Ubicacién de la zona de muestreo

Las muestras de agua y sedimento de manglar fueron recolectadas en la bahia de

Cispata situada en el departamento de Cérdoba, en el Municipio de San Antero, en el

antiguo delta del rio Sinu, latitud 9.4 longitud - 75.825. (Figura 1, figura 2 y tabla 3)

Figura 1. Mapa de la ubicacion del Departamento de Cérdoba.
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Figura 2. Mapa de zonificaciébn de manglar - Zona de muestreo
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Tomado de Abril Flérez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango Lépez D.R, Bermidez Macias M.Y, Estudio metagenémico de la

diversidad procariota del ecosistema de manglar de la bahia de Cispata, San Antero, Cérdoba, Colombia. UCMC; 2018%.

10.2 Fase 1 Muestreo de agua y sedimentos de la Bahia de Cispata San Antero
Coérdoba

Tabla 3. Recoleccién de muestras de agua y suelo de manglar
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RECOLECCION DE MUESTRAS DE AGUA Y SUELO DE MANGLAR

ZONA

CANO SALADO
PLATAFORMA

CANO NAVIO

CANO DAGO
PLATAFORMA

VOLUMEN DE
AGUA
TOMADA EN
RECIPIENTE
ESTERIL

1L,a30cmde
distancia de la
plataforma de
desovamiento.

1L,a80cmde
distancia de la
orilla.

1L,a60cmde
laplataformade
desovamiento.

CANTIDAD DE
SEDIMENTO
RECOLECTADO

1200 gr, por el
método de
profundidad a 15,
30 y 60 cm de la
plataforma de
desovamiento.

200 gr, por el
método de
profundidad a 15,
30y 60cm a 87 cm
de distancia de la
orilla.

2 tubos falcon de
30 grde

fango y 1200 gr de
sedimento por el
método de
profundidad

a 15,30y 60 cm.

MANGLES
VISUALIZADOS

R. mangle junto al
cafio Salado, con
altura aproximada de
15m. Cerca de estos
aparecen juveniles
de Pelliciera
rhizophorae y luego
latizales y fustales de
Laguncularia

racemosa y
Avicennia
germinans.

R. mangle, L.
racemosa y A.
germinans, ésta

Gltima a veces
formando bosques
monoespecificos.

R. mangle en

el interior; en zonas
mas estables, L.
racemosay

A. germinans.



CANO MUERTO 1L,a400cmde 200 gr, por el R.mangle; en menor

L distancia de la método de cantidad L. racemosa
= orilla. profundidad a 15, y A.germinans.
E 30y 60cm a
& 75 cm de distancia
175} q
0 de la orilla.
175}
|
L
(]
=
5
=l DESEMBOCADURA 1L,a400cmde 200 gr, por el R.mangle
RIO SINU distancia de la método de
orilla. profundidad a 15,
30y 60 cm.

Las mediciones de pH y temperatura se realizaron in situ en cada una de las zonas
muestreadas.

10.2.1 Conservacion y transporte de las muestras

En primer lugar, las muestras de agua y sedimento se transportaron en botellas
plasticas estériles y bolsas resellables, respectivamente; las muestras de agua fueron
fitradas en membranas de nitrocelulosa de 0.45um y posteriormente fueron
refrigeradas a 4°C, junto con las de sedimento, esto con el fin de hacer las
correspondientes extracciones de ADN gendémico. Para el analisis de metales
pesados se recolectaron 500 mL de agua en recipientes estériles y con 1mL de acido

nitrico pH<2 y refrigeradas a la misma temperatura que el resto de las muestras.
10.2.2 Analisis Fisico-Quimico y de metales pesados.

Se midieron el pH y la temperatura en los sitios de recoleccion de las muestras. El
analisis de metales pesados (mercurio, plomo, cadmio y zinc) presentes en las aguas
del manglar se llevé a cabo en el laboratorio Hidrolab (Cota, Cundinamarca) donde

fueron enviados los 500 mL de cada muestra recolectados para este fin.

10.3 Fase 2. Filtracion por membrana de las muestras de agua.



Se utilizo el equipo Sartorius de filtracién por membrana al vacio, con membranas de
nitrocelulosa de 0.45 pm, las cuales fueron conservadas a 4°C, y fueron transportadas
a los laboratorios de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca para la

respectiva extraccion de ADN.

10.4 Fase 3. Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN de las muestras, tanto de agua como de sedimento, se
utilizé el kit ZymoBIOMICS DNA Mini Kit (ZymoResearch, USA) siguiendo las

instrucciones de la casa comercial (ver anexo 1).

10.5 PCRy electroforesis

Para verificar la calidad del ADN gendmico obtenido, se empled la técnica de PCR
convencional con primers universales para hongos (ITS-1 e ITS-4), utilizando el
termociclador Labnet “Multigene Optimax”. Las caracteristicas de la preparacion de la

master mix se encuentran en la siguiente tabla:

Tabla 4: Calculos para la Master Mix

Calculos para la Master Mix (PCR con 0.6 pL de ADN)

Reactivo Concentraciéon Concentracion  Volumen Volumen
inicial final total paral total para 13
muestra muestras
GoTag® Green 2X 1X 7.5 pL 97.5 uL
Master Mix
PROMEGA
CORPORATION.
Primer ITS 1 10 uM 0.1 uMm 0.3 pL 3.9 uL
Primer ITS 4 10 uM 0.1 uM 0.3 uL 3.9 uL

H20 6.3 L 81.9 uL



ADN 0.6 pL 7.8 uL

VOLUMEN FINAL 15 pL 195 pL

Tabla 5: Condiciones para la PCR

1 Desnaturalizacion inicial: 94°C durante 10 minutos

2 35 ciclos con desnaturalizacibon a 94°C por 30 segundos,
alineamiento a 50°C por 1:30 minutos y extension a 72°C por 2
minutos.

3 Extension final a 72°C por 15 min

Tabla 6: Cebadores (primers) usados en la PCR

PRIMER | DIRECCION SECUENCIA (5’ - 3") SITIO DE UNION
DEL OPERON DE
ARNTr
ITS-1 Sentido CTTGGTCATTTAGAGGAAGTA Subunidad
A pequefia

ITS-4 Antisentido TCCTCCGCTTATTGATATGC Subunidad grande

Tabla tomada de Op De Beeck, Michiel et al. “Comparison and validation of some ITS
primer pairs useful for fungal metabarcoding studies.” PloS one vol. 9,6 €97629. 16
Jun. 2014?7

10.6 Secuenciacidén

La secuenciacion del ADN gendmico de las comunidades eucariotas presentes en el
manglar se llevé a cabo en la plataforma lllumina MiSeq en la empresa ZymoResearch
(USA). Primero, para cada muestra se construyd una genoteca de secuenciacion del

gen de ARN ribosémico 18S utilizando el kit de preparacion de genotecas NGS Quick-



18S (Zymo Research, Irvine, CA). Los primers utilizados amplificaron la region
variable V4-V5 del gen ARNr 18S (F-566 y R-1200), descritos por Hadziavdic et al. en
20144%, La genoteca de secuenciacion se prepard realizando ensayos de PCR en
tiempo real para controlar ciclos y, por lo tanto, evitar la formacion de quimeras de
PCR. Los productos finales de PCR fueron cuantificados con lecturas de fluorescencia
(gPCR). La agrupacion de la genoteca final se realizé con el Select-a-Size DNA Clean
& Amp Concentrator (Zymo Research, Irvine, CA), luego se cuantificé con un Agilent
2200 TapeStation nucleic acids system (Agilent, USA) y un Invitrogen Qubit 4
Fluorometer (ThermoFisher Scientific, USA).

11. RESULTADOS
11.1 Extraccion ADNy PCR

11.1.1 Cuantificacion

La cuantificacidn se realizé por espectrofotometria con el NanoDrop 2000/2000c UV-
Vis (ThermoFisher Scientific) en la Universidad del Bosque. En la tabla 7 se observan
las concentraciones obtenidas del ADN gendémico de las muestras recolectadas (agua
y sedimento).

Tabla 7. Cuantificacion de ADN por el equipo Nanodrop 2000/2000c UV-Vis
(ThermoFisher Scientific)

Muestra Concentracion ng/ul [260/280 260/230
S2 36 1,51 0,81
S4 46,1 4,28 1,03
S6 19,2 1,6 1,36
S9 32,5 1,43 1,15
Al 103,7 1,44 0,66
A2 65,1 1,45 0,72
A3 98,6 1,55 1,01
Ad 56,7 1,59 0,58
A9 118,9 1,5 0,58

Abril Flérez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango Lépez D.R, Bermidez Macias M.Y, Estudio metagenémico de la diversidad
procariota del ecosistema de manglar de la bahia de Cispaté, San Antero, Cordoba, Colombia. UCMC; 2018°%°. (trabajo realizado

en conjunto con este proyecto)

Las concentraciones obtenidas de ADN genomico permiten realizar la construccion

de genotecas de secuenciacion. Teniendo en cuenta que la relacion 260/280 no es la



ideal, ya que la relacion deberia ser inferior a 1.8 o superior a 2.2; estos valores
podrian deberse a la presencia de contaminantes fendlicos residuales de las muestras

ambientales, muy comunes en los sedimentos y aguas de manglar.

11.1.2 Electroforesis

En la figura 3 se observan los fragmentos de amplificacion de la PCR con los primers

ITS1-ITS4 de aproximadamente 500 a 700 pb, correspondiendo al tamafio esperado.

Figura 3. Electroforesis de la region ITS1-ITS4 del ARNr de muestras de agua y
sedimento de manglar de la Bahia de Cispata.

A2 A3 A4 A9 MPM S2

YL RR Y NGB T

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, tefiido con GelGreen® Nucleic Acid Gel Stain y corrido
en buffer TAE 1X. A: Muestrade agua. Al:Cafio Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafo Navio, A4: Cafio
Muerto, A9: Desembocadura rio Sind-BrazoTinajones, MPM: Marcador de peso molecular (100 bp
DNA Step Ladder), S: Muestra de sedimento. S2: Cafio Dago, S4: Cafio Salado, S6: Cafio Muerto,
S9: Fondo Desembocadura rio Sind-Tinajones, CP: Control positivo (Paecilomyces y Mucor), CN:

Control negativo (H2O destilada). (Voltaje 110V , Tiempo 30 minutos).

11.2 Resultados anélisis metagendmico
11.2.1 Secuenciacion

La secuenciacion del ADN gendémico de las muestras de agua y de sedimento produjo
un total de 1°'302.526 secuencias crudas, y posterior al andlisis bioinformatico con
dada2 y Qiime, se obtuvieron 3.323 secuencias Unicas que fueron tomadas como
OTUs (Unidades taxondmicas operacionales), y estas mismas fueron clasificadas a

ciertos taxones segun su homologia.



Tabla 8. Secuencias obtenidas durante el procesamiento metagendémico del ARNr

18S, producidas por la plataforma Illumina MiSeq y editadas por Dada2 y QIIME

v1.9.1.
Muestra [Secuencias |Secuencias| Andlisis |Secuencias| Secuencias | Secuencias | Secuencias | OTUs
crudas recortadas | DADA2 |quiméricas| libres de después de Unicas
secuencias | lafiltracion
quiméricas | detamafio
Al 110688 110114 53853 | 613 53240 51766 473 235
A2 89866 89388 43954 | 250 43704 43006 267 140
A3 122134 121442 59910 | 88 59822 58961 355 194
Ad 139102 138376 67585 | 170 67415 66051 527 285
A9 135524 134834 66233 | 623 65610 64283 501 282
S2 256362 255016 125489 | 622 124867 122360 777 464
S4 163138 162178 78460 | 2974 75486 70236 888 585
S6 155338 154508 74459 | 3189 71270 68050 899 591
S9 130374 129672 61109 |4411 56698 54169 824 547
TOTAL | 1302526 | 1295528 | 631052 | 12940 618112 598882 5511 3323




A: Muestra de agua. Al:Cafio Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafio Navio, A4: Cafio Muerto, A9:
Desembocadura rio Sinu-BrazoTinajones, S: Muestra de sedimento. S2: Cafio Dago, S4: Cafio

Salado, S6: Cafio Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio Sind-Tinajones.

11.2.2 Identificacién Eucariota a nivel Filo

La caracterizacion metagendémica de la region 18S del gen ARNr indico
predominancia de secuencias pertenecientes a uno o varios filos ain no clasificados
(73.2%), ni encontrados dentro del GenBank; en segunda instancia, el filo mas
predominante corresponde al Archaeplastida (12.6%), la mayor abundancia de este
fue encontrada en la muestra A3 correspondiente a cafio Navio (42.6%); por otra
parte, el filo SAR (8.6%), fue el tercero con mas abundancia, presentando la mayor
en la muestra A4 (17.7%) que corresponde a Cafo Muerto y, en cuarto lugar, el filo
Opisthokonta (4.7%), encontrando mas abundancia de este en la muestra A3: Cafio
Navio (13.8%). (Ver en tabla 9)

Grafico 1: Gréfica de composicion a nivel de filo
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Il D_0_ Fukaryota;D_1__Amosbozoa
B [ _0_ FEukaryota;D_1__ Archasplastida
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Il D _0_ Fukaryota;D_1_ Excavata
Il D_0_ Fukaryota;D_1_ Haptophyta
- D_0__ FEukaryota:D_1_ Incertae Sedis
D_0__ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta
D_0__ Fukaryota;D_1_ RTSiin25
2] B D_0_ Fukaryota;D_1__ SAR
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Gréfico de colores, composicion a nivel de Filo: Al:Cafio Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafio Navio,
A4: Cafio Muerto, A9: Desembocadura rio Sind-BrazoTinajones, S2: Cafio Dago, S4: Cafio Salado,
S6: Cafo Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio Sina-Tinajones.



Tabla 9. Identificacion Eucariota a nivel Filo.

Total | Al A2 A3 A4 A9 S2 S4 S6 S9
% % % % % % % % % %
Legend Taxonomia

0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.2% 0.1% 0.0% 0.0%
Amoebozoa

12.6 11.5% 15.4% | 42.6% 4.2% 23.4% 0.9% 4.0% 6.0% 5.3%
Archaeplastida %

0.2% 0.4% 0.4% 0.0% 0.0% 0.7% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
Cryptophyceae

0.4% 0.4% 0.0% 0.0% 0.0% 0.1% 2.8% 0.0% 0.0% 0.0%
Excavata

0.0% 0.1% 0.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
Haptophyta

0.3% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.7% 0.5% 1.4%
Incertae Sedis

4.7% 0.8% 0.4% 13.8% 12.4% 1.7% 9.9% 1.0% 0.5% 1.6%
Opisthokonta

0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
RT5iin25

8.6% 5.8% 9.7% 9.4% 17.7% 8.2% 6.1% 4.7% 11.7% 4.1%
SAR
oth 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

er

Eukaryotes

73.2 81.1% 73.9% | 34.1% | 65.5% | 65.8% 80.1% 89.4% 81.3% 87.5%
Other (sin %
asignar)

Tabla de colores, composicion a nivel de Filo: A: Muestra de agua. Al:Cafio Salado, A2: Cafio
Dago, A3: Cafio Navio, A4: Cafio Muerto, A9: Desembocadura rio SinG-BrazoTinajones, S: Muestra
de sedimento. S2: Cafio Dago, S4: Cafo Salado, S6: Cafio Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio

Sin0-Tinajones.

Figura 4. Mapa de calor composicion a nivel Filo.
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Mapa de calor, composicion a nivel de Filo: Al:Cafio Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafio Navio, A4:
Cafio Muerto, A9: Desembocadura rio SinU-BrazoTinajones, S2: Cafo Dago, S4: Cafio Salado, S6:
Cafio Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio Sind-Tinajones.

11.2.3 Identificacién Eucariota a nivel orden.

El grafico 2, la tabla 10 y la figura 5, muestran la mayor abundancia en érdenes que
aun no han sido investigadas y que no se encuentran en el GenBank (73.2%), en
segunda instancia el orden Chlorophyta (10.9%), es la que denota mayor proporcion
dentro de las muestras Al, A2, A3 y A9 correspondientes a las muestras de agua de
Cafo Salado, Cafio Dago, Cafio Navio, y Desembocadura del Rio Sinu-Tinajones
(11.5%, 15.4%, 42.6% y 23.4%) respectivamente; por otra parte Ochrophyta (4.8%)
cuenta con cifras significativas dentro de las muestras mencionadas anteriormente,
ademas de evidenciarse la presencia de este orden en todas las muestra Al:Cafio
Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafio Navio, A4: Cafo Muerto, A9: Desembocadura rio
Sind-BrazoTinajones, S2: Cafio Dago, S4: Cafio Salado, S6: Cafio Muerto y S9:
Fondo Desembocadura rio Sinu-Tinajones. (4.2%, 3.1%, 8.5%, 16.2%, 7.3%, 0.3%,

0.2%, 2.8% y 0.5%) respectivamente, por otra parte, el orden Metazoa (3.0%), se



halla en las muestras A3: Cafio Navio y A4: Cafio Muerto (12.7%, 11.8%) en cifras

significativas a comparacion con las demas muestras (tabla 10).

Gréafico 2: Gréfica de Identificaciéon Eucariota a nivel orden.

2 4 2 3 2

Grafico de colores, composicion a nivel de clase: Al:Cafio Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafio
Navio, A4: Caflo Muerto, A9: Desembocadura rio Sind-BrazoTinajones, S2: Cafio Dago, S4: Cafio

Salado, S6: Cafio Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio Sinu-Tinajones.

Tabla 10. Identificacibn Eucariota a nivel orden.

To
tal | AL A2 | AB| A4| A9 | S2 | S4 | S6 S9
Le % | % | % | % | % | % % % % %
ge
nd Taxonomia
D_0__ Eukaryota;D_1 Amoebozoa;D_2_ Discosea;D | 00| 00) 00| 00| 00 00 | 00| 01 | 0.0% 0.0
_3_ Flabellinia B % | %] %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1 Amoebozoa;D_2_ Discosea;D | 00| 00) 00| 00| 00 00 | 00| 00 | 0.0% 0.0
3 __Longamoebia B | % % %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1__Amoebozoa;D_2__Schizoplas 00| 00| 0O| 0O 00| 00| 01| 0.0 | 0.0% 0.0

modiida;D_3__uncultured eukaryote

%

%

%

%

%

%




D_0_ Eukaryota;D_1 Amoebozoa;D_2__ Schizoplas 00] 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| 0.0% 0.0
modiida;Other B | % % %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_Archaeplastida;D_2__ Chloropl | 1.7 | 00) 00| 00| 00| 00 | 09| 39 | 59% 4.4
astida;D_3__Charophyta Bl % %) N %[ %] %| % %
D_0__ Eukaryota;D_1__Archaeplastida;D_2__ Chloropl | 10. | 11. ) 15.| 42. | 41 234| 00| 01 | 0.1% 0.9
astida;D_3__Chlorophyta 9% | 5% | 4% | 6% % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1__Archaeplastida;D_2__Rhodop 00] 00| 00| 00| 01| 00| 00| 00| 0.0% 0.0
hyceae;D_3__Porphyridiophyceae % | % %[ %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1__Cryptophyceae;D_2__Cryptom | 01| 03] 03| 00| 00 05 | 00| 00 | 0.0% 0.0
onadales;D_3__Guillardia | % % %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1_ Cryptophyceae;D_2__ Cryptom | 00} 01) 01| 00| 0O 01 | 00| 00 | 0.0% 0.0
onadales;D_3__ Hanusia B | % | %] %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_ Cryptophyceae;D_2_ Cryptom | 00| 00| 00} 00 00| 00| 00| 0.0 | 00% [ 0.0
onadales;Other B | % % %| % % % % %
D _0_ Eukaryota;D_1 Cryptophyceae;D_2_P1- 00) 00| 00| 00] 0O| 00| 00| 00 | 0.0% 0.0
31;D_3__uncultured marine eukaryote Bl % %) N %[ %] %| % %
D_0_ Eukaryota;D_1_ Excavata;D_2__ Discoba;D_ 3 | 04| 04| 00} 00 00| 01| 28| 0.0 | 00% [ 00
_Discicristata B | % % %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_Excavata;D_2_ Discoba;D_ 3 | 00) 00) 00| 00| 00 0.0 | 00| 00 | 0.0% 0.0
_Jakobida % | % | % | % | % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_ Haptophyta;D_2__ Pavlovophy | 0.0} 01) 00| 00| 00 0.0 | 00| 00 | 0.0% 0.0
ceae;D_3 Exanthemachrysis B | % | %] %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_Haptophyta;D_2__ Pavlovophy | 00| 00} 02| 00| 00 0.0 | 00| 00 | 0.0% 0.0
ceae;D_3_ Rebecca | B %) % %[ % | %| % %
D_0_ Eukaryota;D_1_ Haptophyta;D_2__Prymnesiop | 00| 00| 00} 00 00| 00| 00| 0.0 | 00% [ 00
hyceae;D_3__Coccolithales B | % % %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1_ Haptophyta;D_2__Prymnesiop | 00| 00| 00} 00 00| 00| 00| 0.0 | 00% [ 00
hyceae;D_3__ Prymnesiales B| % %) N %[ %] %| % %
D _0_ Eukaryota;D_1__Incertae 03| 00)] 00| 0.0 0.0 0.0 0.0 0.7 0.5% 14
Sedis;D_2__Ancyromonadida;D_3__Ancyromonas B | %] %) % % % | %| % %
D _0_ Eukaryota;D_1__Incertae 00| 00)] 00| 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0% 0.0
Sedis;D_2__Apusomonadidae;D_3__Amastigomonas | % | % | % | % | % [ % | % | % %
D_0__ Eukaryota;D_1__Incertae 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00% | 0.0
Sedis;D_2__Palpitomonas;D_3__marine B | % % %| % % % % %
microheliozoan TCS-2002

D_0__ Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2__ Freshwat 00] 00| 00| 00| 00| 00| 01] 00| 0.0% 0.0
er Opisthokonta;D_3__uncultured eukaryote Bl %| %) %[ % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2__ Holozoa; 01| 00| 02| 04| 00| 03| 00| 01| 0.0% 0.0
D_3__Choanomonada | % % %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2__ Holozoa; 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| 0.0 | 0.0% 0.0
D_3__Ichthyosporea Bl % %) %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2__ Holozoa; 30| 05 00| 12.| 12.|] 12| 01| 01 | 0.0% 0.1

D_3__ Metazoa (Animalia)

%

%

%

%

8%

%

%

%

%




D _0_ Eukaryota;D_1_Opisthokonta;D_2__ Nucletmy | 00| 00) 00| 00| 00 00 | 01| 00 | 0.0% 0.0
cea;D_3_ Discicristoidea Bl B %[ % %] % % | % %
D_0__ Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2__Nucletmy 15| 02] 01] 00| 02| 02| 96| 08 | 04% 15
cea;D_3 Fungi | % | %] % | % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1__Opisthokonta;Other;Other 01] 00| 0O| 06| 03| 00| 00| 00| 0.0% 0.0
% % % % % % % % %

D_0__ Eukaryota;D_1_RT5iin25;D_2__ Colobanthus 00] 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| 0.0% 0.0
quitensis;D_3__Colobanthus quitensis % | % %[ %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1 RT5iin25;D_2__uncultured 00] 00| 00| 00| 00| 00| 00| 00| 0.0% 0.0
eukaryote;D_3__uncultured eukaryote Bl % | %] %| % % % % %
D _0_ Eukaryota;D_1 SAR;D_2_ Alveolata;D_ 3 Ap | 00 00) 00| 00| 0O 00 | 00| 00 | 0.0% 0.0
icomplexa % | % | | % | % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1_SAR;D_2__ Alveolata;D_3__Cil 10| 07]) 00)] 01] 00| O1 | 56| 03| 1.0% 11
iophora % % % % % % % % %
D _0_ Eukaryota;D_1 SAR;D_2_ Alveolata;D_3 Di 01] 03] 01| 00| 03] 00| 00] 00| 0.0% 0.0
noflagellata Bl % | %] %| % % % % %
D _0_ Eukaryota;D_1 SAR;D _2_ Alveolata;D_3_ Pr 01] 01| 02| 01| 01| 02| 00] 00| 0.0% 0.0
otalveolata Bl % | %] %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1 SAR;D_2__Alveolata;Other 00] 00| 00| 00| 00| 01| 00| 00| 0.0% 0.0
% | % | | % | % % % % %

D_0__ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Rhizaria;D_3__Cer 10| 02) 00) 02) 00| OO | 01| 17 | 56% 0.7
cozoa % | % | | % | % % % % %
D 0 Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Rhizaria;D 3 Ret | 00| 00| 00] 00| 00| 00| 01| 00| 00% | 00
aria % | % | | % | % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3 | 01| 00} 02| 00| 00| 03 | 00| 02 | 0.0% 0.0
Bicosoecida | % % %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3 | 01| 01| 00} 02 01| 00| 00| 08 ] 01% [ 00
Labyrinthulomycetes B | % % %| % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3 | 00| 00| 00} 00 00| 00| 00| 0.0 | 00% [ 00
MAST-11 % % % % % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3 | 00| 00| 00} 01 01] 00| 00| 0.0 | 00% [ 00
MAST-12 % % % % % % % % %
D_0_ Eukaryota;D_1 SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3 | 13| 00) 58| 02| 03| 01 | 00| 15| 22% 1.8
MAST-3 % % % % % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1 SAR;D_2__Stramenopiles;D_3 | 48| 42| 31| 85| 16.( 73 | 03| 02 | 2.8% 0.5
Ochrophyta % % % % 2% % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1 SAR;D_2__Stramenopiles;D_3 | 00| 00) 00| 00| 01| 00 | 00| 00 | 0.0% 0.0
Peronosporomycetes B | % % %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1 SAR;D_2__Stramenopiles;D_3 | 00| 00) 03| 00| 00 01 | 00| 00 | 0.0% 0.0
Placididea Bl % | %] %| % % % % %
D_0__ Eukaryota;D_1 SAR;D_2__Stramenopiles;Oth | 00| 00) 00| 02| 01| 00 | 00| 00 | 0.0% 0.0

er

%

%

%

%

%

%

%

%

%




D_0_ Eukaryota;D_1_SAR;Other;Other 01] 00| 00| OO 04| 00| 01] 00| 0.0% 0.0
% % % % % % % % %

D_0__Eukaryota;Other;Other;Other 0.0 00| 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0% 0.0
% % % % % % % % %

Unassigned;Other;Other;Other 73.| 81| 73.| 34.| 65. | 658 80. | 89. 81.3 | 875
2% | 1% | 9% | 1% | 5% % 1% 4% % %

Tabla de colores, composicidn a nivel de clase: A: Muestra de agua. Al:Cafio Salado, A2: Cafio
Dago, A3: Cafio Navio, A4: Cafio Muerto, A9: Desembocadura rio SinG-BrazoTinajones, S: Muestra
de sedimento. S2: Cafio Dago, S4: Cafio Salado, S6: Cafio Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio

Sind-Tinajones.

Figura 5. Mapa de calor composicion a nivel orden.

0.75
0.60
0.45

- 0.30
- 0.15
0.00

—
—

=

™~
wn

<
wn

(o]
w

e

3__Apicomplexa
3__uncultured eukaryote
3_ Prymnesiales

3 _MAST-11

3__ uncultured eukaryote

- D_3__uncultured eukaryote
+ D_3_ Colobanthus guitensis
- Other

+ D_3_ akobida

- D_3__Longamoebia

- D_3_ Discicristata

D_3_ Fungi

- D_3_ Ciliophora

- D
- D_
D

3_MAST-3
3__Charophyta
3__Cercozoa

- D_3__Ancyromanas
- D_3_ Labyrinthulomycetes

Other
D 3 Chlorophyta

- D_3_ Ochrophyta
- D 3" Metazoa (Animalia)
- D_3__marine microheliozoan TC5-2002

- Dther
+ D_3__uncultured marine eukaryote

Other
+ D_3_ Dinoflagellata
- Other
+ D_3_ Ichthyosparea
- D_3_ Coccolithales

+ D_3_ Porphyridiophyceae

D_3__Peronosporomycetes

- Other

Other

- D_3__MAST-12

D_3" Placididea

- D_3_ Rebecca

D_3_ Guillardia

- D_3__Choanomonada

D_3_ Bicosoecida

- D_3_ Protalveolata

D 3 Hanusia

+ D_3__Exanthemachrysis

Other

+ D_3_ Flabellinia
- D_3_Amastigomonas

11.2.4 Diversidad Alfa del analisis metagenomico del ARNr 18s.

En principio la diversidad alfa se entiende como el nimero de especies que habitan

dentro de una region, area o ecosistema especifico, es decir, que a mayor niumero de

especies dentro de una zona mayor sera el indice de riqueza de la misma, esta denota

la biodiversidad.

Taxon



A continuacién se observa una curva de rarefaccion de la diversidad alfa, en esta
grafica el eje Y denota la cantidad de especies encontradas por cada nivel de

muestreo, en el eje X se visualiza el nimero de secuencias por muestra.

Gréfico 3. Curva de rarefaccion de la diversidad alfa de la region ARNr 18S
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A: Muestra de agua. Al:Cafio Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafio Navio, A4: Cafio Muerto, A9:
Desembocadura rio Sind-BrazoTinajones, S: Muestra de sedimento. Un S2: Cafio Dago, S4: Cafio

Salado, S6: Cafio Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio Sind-Tinajones.

En esta curva se puede evidenciar como la muestra S6, correspondiente a sedimento
del Cafio Muerto, cuenta con el mayor indice de diversidad en cuanto a especies, en
segunda instancia se observa la muestra S4, correspondiente a Cafio Salado,
siguiendo S9 Fondo de la Desembocadura del Rio Sinu- Tinajones como la tercera
mas abundante; cabe destacar la diferencia estadisticamente significativa que se
encuentra entre la diversidad de especies para agua y para sedimentos, siendo estas

ultimas las mas abundantes.

11.2.5 Diversidad Beta del analisis metagenomico del ARNr 18s.



La diversidad beta es la encargada de mostrar la tasa de cambios que pueden
generarse dentro de las especies, estas alteraciones pueden darse por diferentes
factores ambientales que llevaran a la diversificacion dentro de las mismas y suele

ser independiente de la diversidad alfa.

Gréfico 4. Diversidad Beta.
Beta Diversity PCoA Plot (PC1 vs PC2)
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A: Muestra de agua. Al:Cafio Salado, A2: Cafio Dago, A3: Cafio Navio, A4: Cafio Muerto, A9:
Desembocadura rio Sina-BrazoTinajones, S: Muestra de sedimento. S2: Cafio Dago, S4: Cafio

Salado, S6: Cafio Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio Sind-Tinajones.

En esta figura se utiliza un gréfico tipo Biplots, donde se busca evidenciar todas las
variables encontradas sin discriminar a ninguna de ellas, cada punto se interpola a
Cero y se busca la formacion de angulos de 90° y 180°, asi como su cercania a cero;
los puntos que se encuentran mas cerca entre si y forman angulos pequefios (S9, S6
y S4), muestran una correlacion positiva de estos datos, es decir, las muestras que
mas han sufrido cambios dentro de sus especies, corresponden a los sedimentos de
Fondo Desembocadura Rio Sinu- Tinajones, Cafio Muerto y Cafio Salado; por otra
parte, se encuentran estrechamente relacionadas las muestras de agua (A1, A2y A9)

correspondientes a Cafio Salado, Cafio Dago y Desembocadura Rio Sinu- Tinajones.



11.3 Analisis fisico-quimico del agua
Se realiz6 un analisis fisico-quimico de las muestras de agua, se estudid pH y
temperatura en los sitios de muestreo directamente, presentando el pH mas bajo el

Cafio Dago.

Tabla 11. Resultados analisis fisico quimico de las muestras de agua.

ANALISIS FISICO QUIMICO DE LAS MUESTRAS DE AGUA
Muestra Cafo Cafo Cafo Cafo Desembocadura
Salado Dago Navio Muerto rio Sina-
(A1) (A2) (A3) (A4) Tinajones (A9)
Temperatura 28°C 30°C 30°C 30°C 28°C
pH 6 4 7 6 6

Autores: Abril Flérez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango Lépez D.R, Bermidez Macias M.Y, Estudio metagenémico de la
diversidad procariota del ecosistema de manglar de la bahia de Cispata, San Antero, Cordoba, Colombia. UCMC; 2018°%°,
(proyecto elaborado en conjunto con este)

Por otra parte se enviaron a estudio las muestras de sedimento en los laboratorios de
la universidad del Bosque, se presenta similitud al andlisis anterior ya que se

evidencia un pH mas acido (4) en las muestras del cafio Dago.

Tabla 12. Resultados analisis- fisico quimico de muestras de sedimento

ANALISIS FISICO QUIMICO DE LAS MUESTRAS DE SEDIMENTO

Muestra Cano | Cafo Cafo Cafo Desembocadura rio Sinu-
Salado | Dago | Navio Muerto Tinajones
(S4) (S2) (S6) (S9)

Temperatura | 28°C 30°C 30°C 30°C 28°C




PH

6‘4‘7

6

6

Autores: Abril Flérez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango Lépez D.R, Bermidez Macias M.Y, Estudio metagenémico de la
diversidad procariota del ecosistema de manglar de la bahia de Cispata, San Antero, Cérdoba, Colombia. UCMC; 2018°%°,
(proyecto elaborado en conjunto con este)

11.4 Anélisis Metales Pesados en Aguas

Las muestras de agua fueron analizadas para determinar la presencia y concentracion
de metales pesados, esto con el fin de observar el impacto de las actividades
antropogénicas que podrian estar generando este tipo de contaminacion; se enviaron
a un laboratorio especializado en analisis de aguas (HidroLab); los resultados no
arrojaron niveles significativos y/o de importancia.

Tabla 13. Resultados Andlisis Metales Pesados Aguas.

ANALISIS DE METALES PESADOS AGUAS

Metal Unidad Cafo Salado Cafno Dago Cafno Navio | Caflo muerto
Cadmio mg/L Cd <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
Cromo mg/L Cr <0,020 <0,020 <0,020 <0,020

Mercurio mg/L Hg <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Plomo mg/L Pb <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Zinc mg/L Zn <0,050 <0,050 <0,050 <0,050

Autores: Abril Flérez A.L, Alfonso Moyano L.D, Arango Lépez D.R, Bermidez Macias M.Y, Estudio metagenémico de la
diversidad procariota del ecosistema de manglar de la bahia de Cispata, San Antero, Cérdoba, Colombia. UCMC; 2018°%°.
(proyecto elaborado en conjunto con este)




12. Discusioén.

Colombia es uno de los paises que ocupan los primeros lugares en cuanto a
biodiversidad, los manglares cumplen su funcién biolégica con el mantenimiento de
habitats costero-marinos, ademas de brindar refugio y alimento a un sin fin de
organismos a diferentes niveles tréficos*!, es por esto que el cuidado y la proteccién
de estas zonas es fundamental, ya que ademas juega un papel esencial en mantener
la calidad del agua, y la estabilidad de la linea costera, permitiendo controlar la

distribucién de nutrientes y sedimentos en aguas estuarinas.

Los estudios metagendmicos revolucionaron las ciencias biolégicas, dando paso a
una nueva ecologia, con preguntas y metodologias distintas, dando a conocer
variedades de organismos y microorganismos, ya que permite el analisis simultdneo
de la caracterizacion taxondmica de las especies contenidas en la comunidad y las
funciones que pueden desempefiar*?, y este proyecto aprovecha las ventajas de la

metagendémica para determinar la diversidad eucariota de los manglares.

Cabe mencionar que una de las muestras de suelo no se pudo analizar (Cafio navio),
ya que el ADN extraido se perdi6é en la aduana de USA, no se contaba con mas ADN

de esta muestra, por ende no se pudo enviar mas para ser analizado.

Los resultados del estudio metagendmico revelan que la gran mayoria de OTU
encontradas (73.2%), fueron catalogadas como desconocidas (sin asignar), la causa
de esto podria ser que las secuencias encontradas en el estudio pertenezcan a

especies aun no descritas (ver tabla 9).

En el estudio, el supergrupo con mas abundancia fue Archaeplastida (12.6%) (Tabla
9), uno de los grupos principales de Eukarya, puesto que en él se encuentran las

plantas terrestres (Embryophyta), las algas verdes (Chlorophyta y Charophyta), las



algas rojas (Rhodophyta) y un grupo poco comun de algas unicelulares denominado
Glaucophyta®?.

La clase mas abundante encontrada entre Archaeplastida fue Trebouxiophyceae
(5.7%) (ver anexo, tabla 3), la cual es rica en especies de algas verdes con una
notable diversidad morfolégica y ecoldgica**. La Trebouxiophyceae es una clase rica
en especies de Chlorophyta que incluye simbiontes (liquenes), asi como algas verdes
de vida libre, también algunas especies de esta clase se encuentran como simbiontes
fotosintéticos en ciliados, metazoos y plantas®®. Estas algas se pueden encontrar en
ambientes acuaticos, terrestres y aeroterrestres. En este estudio, Trebouxiophyceae
fue encontrada en mayor abundancia en zonas acuaticas, en Cafio Navio 20.9% (A3),
Desembocadura rio Sinu-BrazoTinajones 13.9% (A9), Cafio Dago 9.7% (A2), sin
embargo, en sedimento se observé su casi nula presencia, ya que estas algas solo
se encontraron en un 0.5% en el sedimento Fondo Desembocadura rio Sinu-
Tinajones (S9), y en un 0.1% en Cafio Muerto (S6), demostrando que su estilo de vida

en el ecosistema del manglar de la Bahia de Cispata, es mayoritariamente acuatico.

Las algas Trebouxiophycean han llamado la atencién por su potencial utilidad en una
variedad de aplicaciones biotecnoldgicas como la produccion de biocombustibles, el
secuestro bioldgico de COg, tratamiento de aguas residuales, y como aditivo

alimentario y para acuicultura®®.

La tabla 3 (ver anexo), muestra que el 4.5% de las OTU del filo Archaeplastida
pertenecen a las algas verdes Chlorophyta, pero se desconoce la clasificacion
taxondmica de estas, ya que quedaron como secuencias sin clasificar, pero se
confirma que esta variedad de algas se encuentran en su mayoria en las zonas
acuaticas ya que en las muestras Al:Cafio Salado (3.5%), A2: Cafio Dago (5.4%),
A3: Cafo Navio (21.3%), A4: Cano Muerto (1.6%), A9: Desembocadura rio Sinu-

BrazoTinajones (8.7%) se encontraron en abundancia.

El tercer organismo eucarionte mas abundante encontrado dentro del filo
Archaeplastida fue un arbol del género Populus (1.1%) (ver anexo, tabla 3), este tipo
de arbol suele medir de 25 a 30 metros, generalmente oriundos de Europa, norte de

Ameérica y México. Se conocen aproximadamente 40 especies de Populus y los



centros de distribucién geoldgicos son las regiones templadas y subarticas del norte“®.
Este arbol es usado para madera y es un modelo notable en biologia vegetal, su
existencia en el manglar es netamente terrestre, se encontr0 su secuencia en
concentraciones de 3.0%, 3.9% y 2.9% en las zonas muestreadas S4: Cafo Salado,
S6: Cafo Muerto, S9: Fondo Desembocadura rio Sinu-Tinajones respectivamente,
pero no crecio en la zona muestreada S2: Cafio Dago (0.0%), esto se debe a que
Populus crece con un pH de 5.5 a 7.3 (en promedio 6.3)*’, las tres zonas en las que
se localiz6 cumplian con el pH adecuado para su crecimiento (ver tabla 12), sin
embargo, la Zona Cafio Dago (S2), tenia un pH de 4 (acido), por lo cual no cumplia
con el ambiente requerido para su crecimiento.

Este arbol llamé la atencion en la investigacion, debido a su crecimiento en un manglar
de Colombia, ya que estos arboles crecen en continentes distintos; especificamente
se encontré en el manglar el alamo negro o Populus trichocarpa (black cottonwood),
gue es nativo del oeste de América del Norte, una posible explicacion para este
hallazgo es que este arbol llegé al manglar por medio de la dispersién edlica, puesto
gue la semilla del Populus es pequefia y liviana, generalmente provistas de un

mechon de pelos sedosos y largos?*®.

Como se menciona en la tabla 9, el segundo filo mas abundante pertenece al
supergrupo SAR (8,6%), su nombre son las siglas de (Stramenopiles, Alveolata,
Rhizaria) en esta clasificacion se encuentran ciliados, flagelados, parasitos, algas

entre otros organismos diversos*®.

En este supergrupo se encuentra Chaetoceros como uno de los géneros con mas
predominancia dentro de este filo (1,3%) (ver anexo, tabla 3), son diatomeas
planctonicas marinas, hacen parte del fitoplancton y se dice que podrian contribuir
hasta con el 91% de células del mismo, también se menciona que pueden producir
aproximadamente el 40% del carbono organico generado en el mar cada afio??; la
identificacion de estas diatomeas suele ser compleja ya que cuenta con mas de 400
especies y tienen gran similitud morfologica; en las muestras de agua se hallaron en
porcentajes de 2,9% para cafio Salado, 2,2% Cafio Dago, 0,3% Carfio Navio, 0,7%
Cafo Muerto y 5,6% para la Desembocadura del rio Sina-Tinajones, este ultimo

resultado se puede correlacionar con la presencia de dos tipos de agua ( Marina y



dulce) que pueden contribuir con la aparicion de estos microorganismos en mayor

proporcion.

De este mismo modo, otro género de diatomeas fue hallado en las muestras de agua,
Cyclotella (0,9%) (ver anexo, tabla 3) suelen vivir en ecosistemas marino costeros,
aguas salobres y algunos ecosistemas dulceacuicolas®, esta caracteristica se
evidencia con la presencia de las mismas en los cafios Salado (0.4%), Dago (0,3%),
Navio (3,3%), Muerto (3,1%) y desembocadura del rio Sinu- Tinajones (0,6%).

Asi mismo, Scuticociliate como la subclase mas predominante dentro de este filo
(0,9%) (ver anexo, tabla 3), son microorganismos ciliados que suelen ser parasitos de
peces, caballitos de mar y algunos crustaceos, se encuentran mayoritariamente en
lagos y ecosistemas eutréficos marino costeros , suelen ser parasitos oportunistas
facultativos, se pueden hallar en sedimentos blandos acumulados en el fondo de
estos habitats, corroborando asi su presencia en la muestra de sedimento de cafio
Dago (5,5%), cafio salado (0,3%), cafio Muerto (1,1%) y en la desembocadura del rio
Sind-Tinajones, estos microorganismos ademas pueden sobrevivir en condiciones
anoéxicas®, y cuentan con tres tipos diferentes de superéxido dismutasas que le
confieren dicha capacidad, son importantes para todos los propietarios de piscicolas,
en la caso del manglar de la Bahia de Cispata es un factor que se debe tratar con
especial cuidado, ya que las familias de la regién dependen de la pesca de mojarras,

del cultivo de mejillones entre otros.

Hay que mencionar ademas, otro grupo de diatomeas que se destacan por su aporte
dentro de los ciclos biogeoquimicos de nutrientes, y minerales de vital importancia, y
se encontraron en las muestras de agua en un porcentaje de 0,9%, se denominan
Skeletonema, contribuyen también a la fotosintesis global, como caracteristica
particular este género de diatomeas establece consorcios bacterianos donde se
proveen de capacidades especiales para la supervivencia de cada una, tales como el
crecimiento en condiciones ambientales donde hay bajas concentraciones de hierro,
fluctuaciones drasticas en la temperatura y cambios en el pH®2; en las muestras de
agua se evidenciaron porcentajes significativamente altos en los cafios Navio (1,0%)
y Muerto (6,9%), esto indica que con respecto a la abundancia del resto de muestras,



la disponibilidad de nutrientes es mucho mas limitada en estas zonas, y que podria
ser la causa del crecimiento de este tipo de microorganismos que cuentan con

caracteristicas especiales para desarrollarse alli.

Habria que hablar también, del porcentaje que presenté el género Granofilosea (0,9
%), un conjunto de protozoos que cuenta con reticulopodios con los cuales se
alimenta, las muestras con mayor abundancia fueron las correspondientes a
sedimento de los cafos Salado (1,7%), Muerto (5,5%) y fondo de la desembocadura
del rio Sinu-Tinajones (0,7%), estos son microorganismos poco estudiados y se
encuentran clasificados dentro del filo Cercozoa y Rhizaria, este estudio sugiere que
el habitat de estos microorganismos podrian ser suelos, con altas concentraciones

salinas y que pueden resistir cambios de temperatura®.

Otro porcentaje importante hallado fue en Mediophyceae (0.5%), un grupo de algas
diatomeas que suelen ser herramientas biolégicas para determinar la biodiversidad
de protistas, por lo general son lineas investigativas no abordadas®*; al encontrar este
microorganismo en cifras significativas en las muestras de agua de Cafio Salado
(0,3%), Cafio Dago (0,2%), Cafio Navio (0,9%), Cafio Muerto (2,6%) vy
desembocadura del Rio Sina- Tinajones (0,5%) sugiere nuevos campos de estudio
en estos sistemas acuiferos, en especial en el cafio Muerto donde se encuentra la
mayor proporcidon de estas diatomeas que pueden ser utilizadas para denotar indices

de evolucion.

El tercer filo mas abundante encontrado en este estudio fue Opisthokonta (4.7%) (ver
tabla 9), este supergrupo encierra una gran diversidad de organismos, como los
metazoarios®® (animales), hongos y varios linajes de organismos unicelulares, este
grupo se divide en dos linajes principales, Holomycota, que contiene hongos y sus
parientes unicelulares, como los Nucleariides y Fonticula alba, y el Holozoa que
incluye Metazoa y sus parientes unicelulares, como Choanoflagellata, Filasterea e
Ichthyosporea®®.

El nombre Opisthokonta alude a que el flagelo, singular cuando esta presente, ocupa

una posicion posterior, avanzando la célula por delante de él, como se ve en los



espermatozoides de los animales. En los grupos clasicos de hongos no existen fases

flageladas, pero éstas abundan en los quitridios (hongos primitivos).

Dentro de este supergrupo, el orden mas abundante encontrado fue Actiniaria (1.0%)
(ver anexo, tabla 3), el cual comprende aproximadamente 1.200 especies de pélipos
solitarios, sin esqueleto y carecen de sinapomorfia anatémica®’. Tipicamente se
encuentra con la columna enterrada, la base fija al sustrato (arena, rocas, conchas de
crustaceos o moluscos) y el disco oral expandido sobre el fondo haciendo visible un
collar de pseudoesférulas marginales®®. Por otra parte, estos animales realizan un
mutualismo con otros animales que viven entre sus tentaculos, de esta manera, los
animales se protegen de sus predadores entre los tentaculos urticantes de la
anémona, y ésta se beneficia de la limpieza de su disco oral y tentdculos como

consecuencia de los continuos movimientos de éstos®°.

Estos polipos, o mas conocidos como anémonas de mar, fueron encontrados
Unicamente en las muestras de Cafio Navio y Cafio Muerto en una abundancia de
8.6% y 0.4%, respectivamente. Las anémonas de mar habitan aguas con una
temperatura de 23°C a 27°C y un pH de 8 a 8.3, por lo cual se puede deducir que
crecieron en mayor proporcién en el Cafio Navio, debido a que era el lugar donde
mMAas se acercaba a las caracteristicas establecidas para que pudieran sobrevivir, con

un pH de 7 y una temperatura de 30°C (ver tabla 11).

El segundo organismo mas encontrado es Porpolomopsis (0.8%), es un género de
hongo muy poco estudiado, circunscrito por Andreas Bresinsky en el 2008; Bresinsky
lo separ6 del género Hygrocybe en funcidon de su color y la ausencia de pigmentos
DOPA®°, Este hongo se encontré en una abundancia de 5.4%, 0.4%, 0.3% y 0.7% en
las zonas muestreadas Cafio Dago, Cafo Salado, Cafio Muerto y el Fondo
Desembocadura rio Sina-Tinajones, respectivamente, con esto se puede deducir que
este tipo de hongo crece en zonas con un pH acido, aproximadamente de 4, y a una
temperatura de 30°C, ya que se evidencié mayor abundancia en la zona Cafio Dago
(S2) (ver tabla 11).

El tercer grupo mas encontrado fue la subcclase Copepoda (0.7%), estos crustaceos

representan la mayor biomasa de todos los animales en la tierra®?, se han descrito



mas de 13.000 especies de esta subclase y cada afio se agregan mas®?, son de
tamafo pequefio (0.3 a 1 mm), colonizan ecosistemas acuaticos bentonicos y
plancténicos, desde los océanos de aguas profundas, hasta las grietas de los
glaciares del Himalaya, de igual manera pueden comportarse como parasitos en
peces y otros vertebrados®®. Los copépodos son esenciales para el reciclaje de
nutrientes, y sus granulos fecales son una fuente central para los alimentadores de
detritos, pero también los animales mismos son una fuente de alimentacion
abundante para la macrofauna®. En Colombia se conocen actualmente 69 especies
y subespecies de Copepoda (14 Calanoida, 41 Cyclopoida y 14 Harpacticoida)®®.
Estos crustaceos también juegan un papel importante en el control biolégico, ya que
poseen una notable capacidad para depredar a numerosas larvas de mosquito en un
breve lapso de tiempo, por lo tanto, se disminuyen las poblaciones de mosquitos
vectores de enfermedades®®. El estudio revel6 que en las muestras Cafio Navio (A3)
y Caflo Muerto (A4) se encontr6 una abundancia del 0.1% y del 6.2%,
respectivamente, siendo mas significativa su presencia en en la zona Cafio Muerto
(A4) (ver anexo, tabla 3).

Aungue el estudio metagendmico nos confiere informacién para entender qué tipo de
organismos y microorganismos se pueden encontrar en el manglar, ain nos queda
una brecha extensa para la investigacion del resto de organismos que no se pudieron
asignar, como lo podemos ver en el mapa de calor segun filo (Figura 4) y el mapa de
calor segun orden (Figura 5), nos demuestra que la mayor cantidad de secuencias

tanto en el agua como el sedimento no pudieron ser asignadas a ningun taxon.

El manglar de la Bahia de Cispata, comprende zonas de preservacion, y de uso
sostenible, pero sin duda, algunas zonas como cafio Dago, presenta ciertos grados
de alteracion, algunos de ellos relacionados con procesos naturales como la erosion
marina, y otros relacionados con las alteraciones antropicas, por ejemplo la tala
selectiva e indiscriminada de arboles de mangle, la sobreexplotacién de los recursos
hidrobioldgicos, la alteracion de los flujos hidricos, el cambio de uso de los suelos, en
donde se destacan la actividad turistica, y la industria camaronera®. La tala de
arboles lleva a la acidificacion de los suelos por la incapacidad del sistema para
retener y reciclar los nutrientes, en ausencia del bosque, © por lo cual se puede

explicar el por qué el cafio Dago presenta un pH de 4 (acido).



En las graficas de alfa y beta diversidad ( grafica 3 y 4) se pueden destacar puntos
importantes dentro del estudio del manglar de la bahia de Cispata; para el caso de la
diversidad alfa se pudo observar que todas las muestras contaron con cifras similares
de secuencias obtenidas, denota que todas las muestras son ricas en
microorganismos, y que a pesar de variaciones en salinidad, pH y demas factores que
influyen dentro de la supervivencia de los eucariontes, éstos logran sobrevivir y
generan algunas caracteristicas destacables como las que son mencionadas a lo
largo de esta discusion, cabe también mencionar que la diversidad mas alta
encontrada corresponde la muestra del Cafio Muerto (S6), esto es indicativo de la
riqueza de esta area y ademas evidencia la disponibilidad de nutrientes que se
encuentran en este y los sedimentos restantes, que permiten la supervivencia y

desarrollo de eucariontes.

Por otra parte, los resultados de la diversidad Beta (grafica 4) evidencian la
variabilidad hallada dentro de las especies que cohabitan las aguas de Cafo Salado
(Al), Cafo Dago (A2) y Desembocadura del rio Sinu-Tinajones (A9), siendo estas
tres muestras las que obtienen una tasa de cambio en la composicion de distintas
especies mas altas, esto podria explicar por qué muchas de las secuencias
encontradas se clasificaron como no asignadas, puede que aun haya especies que
aun no han sido secuenciadas o posiblemente no las hayan subido a un GenBank,
otra relacion estrecha corresponde a la variabilidad entre especies de las muestras
de sedimento de Cafio Salado (S4), Cafo Muerto (S6) y Fondo Desembocadura rio
SinU-Tinajones (S9), teniendo estas una tasa de cambio en la composicion de
distintas especies menor a las mencionadas anteriormente (muestras de agua), sin
embargo, Cafio Dago (S2), demostré tener la menor tasa de cambio entre especies

como se puede evidenciar en el gréfico 4.

Es importante mencionar los resultados obtenidos en las muestras de agua para el
analisis de metales pesados (ver tabla 13), estos arrojaron valores muy bajos, aunque
para el caso del Mercurio este presenta un nivel mas alto del permitido; puede deberse
a actividades humanas que afectan los afluentes del manglar, dentro de estas la
mineria legal e ilegal que se presenta en la cuenca alta del rio Sinl; se sugiere

analizar las muestras de sedimento, tejido de crustaceos y moluscos para determinar



cuanto afecta la presencia de metales pesados a la fauna de la zona, ya que el agua
tiene un flujo constante desde el rio y se mezcla con la del Mar Caribe y por esto
también se evidenciaron valores bajos en el agua, mientras que en la fauna de la zona
se pueden hallar niveles de metales e incluso en el hombre que es el Ultimo integrante

de la cadena tréfica.

Segun todas las caracteristicas mostradas, y la evidencia aportada, el Manglar de la
Bahia de Cispatd es un albergue de especies eucariotas de todo tipo,
microbiolégicamente hablando, que ha sufrido diferentes cambios en su conformacion
estructural y la distribucién de los nutrientes debido a las actividades antropogénicas,
un ejemplo claro es la mineria ilegal en la cuenca alta del rio Sind, que desemboca
en este ecosistema, ademas de la ganaderia y actividades turisticas que limitan las
posibilidades de estos microorganismos de sobrevivir en condiciones adecuadas, es
por ello que muchos generan adaptaciones a estas variables, que se ven reflejadas
dentro de su genoma, pero que visto desde otra perspectiva puede generar aportes
dentro de diferentes proyectos investigativos tales como los basados en
microorganismos capaces de degradar materia organica, detritus, sobrevivir en aguas
contaminadas con metales pesados, fluctuaciones drasticas en el pH vy
concentraciones de sal, entre otras; en términos mas simples también puede aportar
dentro de lineas taxondmicas, ya que muchas de las especies encontradas aqui han
sido poco o no estudiadas y que ayudan a construir lineas evolutivas, ademas indican
como la alta abundancia de secuencias esta relacionada con el metabolismo de

nutrientes y a su vez este se relaciona con la replicacion, supervivencia y adaptacion.

Los estudios relacionados con los organismos y microorganismos eucariotas tanto de
agua como de sedimento, son muy escasos, debido a la dificultad de la clasificacion
de estos mismos, y a su vez, la casi siempre imposibilidad de cultivo que se tiene de
estos. Estos estudios realizados son para la obtencion de datos moleculares que en
el futuro permitan reducir el nimero de OTU no identificadas en este tipo de
ecosistemas y en otros, como lo demuestra este estudio, hace falta mucho por realizar

en cuanto a eucariotas.



13. Conclusiones.

e Elestudio metagendmico de las muestras de sedimento de la bahia de Cispata,
San Antero, Cérdoba, mostré una alta diversidad eucariota, con la presencia
de los supergrupos como Archaeplastida, SAR y Opisthokonta, donde la mayor
abundancia fue la de Archaeplastida, que incluye las plantas superiores y las
algas verdes y rojas.

e Se pudo observar diferentes filos, géneros y especies en las muestras de agua,
esto evidenciando que a pesar de las condiciones salobres y cambios en el pH
gue presentan las cinco fuentes de agua analizadas, pueden convertirse en el
habitat de muchas especies de algas, diatomeas, protistas, tales como los
pertenecientes al grupo Archaeplastida ,SAR y Opisthokonta, los mas
relevantes dentro de este estudio.

e Logramos comparar por analisis estadistico la diversidad microbiana de las
cinco zonas de manglar, los resultados obtenidos en las diferentes zonas
estudiadas demuestra que los sedimentos presentan una mayor diversidad que



las aguas, y que la zona con mayor intervencion antropogénica ha sido
ampliamente afectada en su diversidad, disponibilidad de nutrientes, entre
otros.

e Es importante resaltar el alto numero de OTU sin identificar, esto debido a la
poca investigacion, tanto de microbiologia clasica como de biologia molecular,
de eucariontes en manglares, por lo tanto, la informacion en las bases de datos
es insuficiente y dificulta la determinacion taxonémica de las mismas.
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15. Anexos.

Anexo 1. Extraccion de ADN usando kit ZymoBIOMICSTM DNA Mini Kit
(ZymoResearch, USA)
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PRE PROTOCOLO:

-Alistar columnas tapa verde ZYMO-SPIN IV-HCR SPIN FILTERS
1. Cortar la base del tubo

2. Poner un tubo de recoleccion

3. Centrifugar exactamente 8000 g por 3 minutos (Afadir 300-400 ul de agua
estéril antes de centrifugar)

PROTOCOLO:

1. Afadir 250 mg de muestra a un tubo ZR BASHINGBEAD LYSIS. Anadir 800 ul
de LYSIS SOLUTION al tubo

2. Procesar vortex por 40 min.
3. Centrifugar 10000 g/min por 1 min.

4. Transferir 400 ul de sobrenadante a un ZYMO SPIN IV SPIN FILTER (Tapa
naranja) en un tubo de recoleccion y centrifugar 7000 g por 1 min, quitar base del
tubo.

5. Agregar 1200 ul de SOIL DNA BINDING BUFFER a el filtrado en el tubo de
recoleccion del paso 4.

6. Transferir 800 ul de la mezcla del paso 5 a un tubo de recoleccion ZIMO SPIN
lIC y centrifugar a 10000 g por 1 min.

7. Descartar el filtrado y repetir el paso 6.

8. Agregar 200 ul de DNA PRE-WASH BUFFER al ZIMO SPIN IIC COLUMN en un
nuevo tubo de recoleccion y centrifugar 10000 g por 1 min.

9. Agregar 500 ul de DNA WASH BUFFER al ZIMO SPIN 1IC COLUMN y
centrifugar 10000 g por 1 min.

10. Transferir el ZYMO SPIN IIC COLUMN a un tubo ependorf de 1.5 ml y agregar
100 ul (35 ul minimo) de DNA ELUTION BUFFER directamente a la matriz de la
columna. Centrifugar 10000 g por 1 min.



11. Transferir el DNA eludado del paso 10 al preparado ZYMO SPIN IV-HCR SPIN
FILTER (Tapa Verde) en un ependorf limpio y centrifugar exactamente 8000 g por

1 min

Anexo 2. Gréafica 1. Composicion microbiana segun clase.
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Anexo 3. Tabla 1. Composicion microbiana segun clase.
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Legend Taxonomy

I D 0 Eukaryota;D 1 Amoebozoa;D 2 Discosea;D 3 Flabellinia;D_4_ Dactylopodida
I D 0 Eukaryota;D 1 Amoebozoa;D 2 Discosea;D 3 Flabellinia;D_4_ Vannellida
[ D_0_ Eukaryota;D 1 Amoebozoa;D_2_ Discosea;D_3_ Longamoebia;D_4_ Centramoebida

- D_0_ Eukaryota;D_1_ Amoebozoa;D_2__ Schizoplasmodiida;D_3__uncultured
eukaryote;D_4__uncultured eukaryote
I D 0 Eukaryota;D 1 Amoebozoa;D 2 Schizoplasmodiida; Other;Other
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2_ Chloroplastida;D_3_ Charophyta;D_10__ Malpighiales
D 0 Eukaryota;D 1_ Archaeplastida;D 2 Chloroplastida;D 3 Charophyta:D_10_ Malvales
[ D 0_ Eukaryota;D 1_ Archaeplastida;D_2_ Chloroplastida;D_3_ Charophyta;D_11_ Poales
D _0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D 2 Chloroplastida;D_3_ Charophyta;D_8_ Bryales
I D 0 Eukaryota;D 1 Archaeplastida;D 2 Chloroplastida;D 3 Charophyta:Other
[ D 0_ Eukaryota;D 1_ Archaeplastida;D_2_ Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;D_4_ Chlorophyceae
[ D 0 Eukaryota;D 1 Archaeplastida;D 2 Chloroplastida;D 3 Chlorophyta;D_4_ Prasinophytae
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida,D_2_ Chleroplastida;D_3_ Chlorophyta;D_4__ Trebouxiophyceae
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2_ Chleroplastida;D_3_ Chlorophyta;D_§__Chlamydomonadales
D 0_Eukaryota;D 1_Archaeplastida;D 2 Chloroplastida;D 3 Chlorophyta;D_5_ Chlorellales
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida,D_2_ Chleroplastida;D_3_ Chlorophyta;D_5__Chlorodendrales
[ D_0_ Eukaryota;D 1_ Archaeplastida;D_2_ Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;D_5_ Mamigllales
D_0_Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2 Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;D_5_ Nephroselmidales
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida,D_2_ Chloroplastida;D_3__ Chlorophyta;D_5__Sphaeropleales
I D 0 Eukaryota;D 1 Archaeplastida;D 2 Chloroplastida;D 3 Chlorophyta;Other
[ D 0 Eukaryota;D 1 Archaeplastida;D 2 Rhodophyceae;D 3 Porphyridiophyceae;D 4 Porphyridium
D_0_ Eukaryota;D_1_ Cryptophyceae;D 2 Cryptomonadales;D_3__ Guillardia;Other
[ 0 0_ Eukaryota;D 1_ Cryptophyceae;D_2_ Cryptomonadales;D_3_ Hanusia;D_4_ Hanusia phi
I D 0 Eukaryota;D 1 Cryptophyceae;D 2 Cryptomonadales;Other;Other

- D 0 Eukaryota:D 1_Cryptophyceae:D 2 P1-21:D 3 uncultured marine
eukaryote;D_4__uncultured marine eukaryote

I D 0 Eukaryota:D 1 Excavata;D 2 Discoba;D 3 Discicristata;D_5_ Tetramitia
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I D 0 Eukaryota;D 1 Excavata;D 2 Discoba;D 3 Discicristata;D_7__ Neobodonida
I D 0 EukaryotaD 1_ Excavata;D 2 Discoba;D 3 Discicristata;D_8 Euglenaceae
I D 0 EukaryotaD 1 Excavata;D 2 Discoba;D 3 Jakobida;D_4_ Andalucia
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0.0% 0.0%
00% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0%
0.0%
0.0%
0.0%

0.0% 0.0%

0.0%
0.0%
0.0%
0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.7%

0.0%
0.0%
0.0%
0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.5%

0.0%
0.0%
0.0%
0.0%

0.0%

0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
0.0%
1.3%



D 0_EukaryotaD 1_Incertae
Sedis;D 2 Ancyromonadida;D 3 Ancyromonas;D 4_ Planomonas elongata 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% || 0.0% | D.1%

D 0 Eukaryota;D_1_ Incertae 0 0 0 o g 0 0 0 o o
-Sedis;D_Z_Apusomcnadidue;D_s_Amastigomcnas;D4 Amastigomonas sp. Millport 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0%| 0.0%

D 0 Eukaryota;D 1_Incertae Sedis;D 2 Palpitomonas;D_3_ marine microheliozoan TCS-
-2002;04 marine microheliozoan TCS-2002 0.00% | 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0% | 0.0%

D 0 Eukaryotz;D 1_Opisthokonta;D 2 Freshwater Opisthokenta;D 3 _uncultured
EUKRWOT.E;D 4 __uncultured eukaryo_te

00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.1%| 0.0% 0.0% 0.0%

[ D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Choanomonada:D 5 Acanthoecidae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0 Eukaryota;D 1_ Opisthokonta,D 2 Holozoa,D 3 Choanomonada,D_5_ Codonosigidae 0.0% 0.0% |0.1% | 0.0%| 0.0% [0.1% | 0.0% 0.0% |0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Cheanomonada;D_5__Salpingoecidae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%0.0%]| 0.0% |0.0%| 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryota;D 1 _Opisthokonta;D 2 Holozoa,D_3 Choanomonada;D_5__Stephanoecidae 01% 0.0% 02% 01% 0.0% 0.2% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota;D 1_ Opisthokonta;D_2_Holozoa;D_3_ Choanomonada;Other 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% |0.0%| 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

[ D 0_Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Holozoa;D_3_ Ichthyosporea;Other 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta,D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_10_ Tetrapoda 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D_2 Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_11_ Neopterygii 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Holozoa,D 3 Metazoa (Animalia);D_6__Gastrofricha 00% 0.0% 00% 01% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta,D 2 Holozoa,D 3 Metazoa (Animalia);D_7_ Anopla 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia):D_7_ Bdelloidea 0.0% 0.0% 0.0% [0.1%] 0.0% 0.0% |0.0%] 0.0% 0.0% 0.0%
_0_Eukaryotail 1_ Op 2| 3| D_[__Bdelioidea

[ D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_7__Chromadorea 0.0% 0.0% 0.0% |0.0% [ 0.0% [ 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota;D 1_ Opisthokonta;D_2 Holozoa;D 3_ Metazoa (Animalia);D_7_ Coloniales 0.0% 00% 0.0% 00%  0.0%) 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_7_ Gastropoda 0.0% 0.0% 0.0% [03%]0.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
_0_Eukaryotall 1_ Op 2| 3| D_[__Lastrop
D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_7__ Gymnolaemata 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% [0.0%(0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0 Eukaryotaid 1_Op 2 | 3| D 7_Gy

[0 D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia};D_7_ Hexacorallia 1.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_7_ Myxosporea 0.0% |0.1%| 0.0% 0.0% 0.0% [0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0 Eukaryotaid 1_Op 2 | 3| D_7_Myxosp

I D 0 EukaryotzD 1 Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_8_Arachnida 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% |0.0%] 0.0% |0.0%
D_0_Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8_ Ascidiacea 0.0% 0.0% 0.0% [01%]0.1%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
_0_Eukaryotail 1_ Op 2| 3| D_8_ Ascidiacea

I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D 8 Enoplia 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% [0.0%]0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

I 0 0 Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8_Heteroconchia 04% 0.0% 0.0% [3.0%] 0.1%[0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

I D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_8_ Palpata 0.0% 0.0% 0.0% [01%]0.1%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

[ D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_8 Pteriomorphia 0.0% 0.0% 00% 0.0% |0.1%0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

I D 0 Eukaryota;D 1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8__Scolecida 0.2% 0.0% 0.0% [0.0%]1.4%[0.0%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D 2 Holozoa;D 3 Metazoa (Animalia);D_8_Copepoda 1.2% [0.5% || 0.0% |[ 0.4% || 9.4% [ 0.8% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota;D 1_ Opisthokonta;D_2 Nucletmycea;D 3 Discicristoidea,D_4_Incertae Sedis 0.0% 00% 0.0% |00% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%

[ D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D 3 Discicristoidea;D_5_ Nucleariidae 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% |0.1%) 0.0% 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryotz;D 1_Opisthokonta;D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D 4_ Cryptomycota 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% [0.0%] 0.0% 0.0%
0 Eukaryotaid 1_Op 2 | ycea;D 3_Fungi;D_4_ Cryptomy

I D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_7_ Eurotiomycetes 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% |0.0%0.0% | 0.0% 0.0%

[ D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Nucletmycea:D 3 Fungi:D_7_ Microbotryomycetes 01% 0.0% 0.0% |0.0% 0.0% |0.1% | 0.7% | 0.0% | 0.0% | 0.1% |
D 0 Eukaryota;D 1_Opisthokonta,D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_7_ Saccharomycetes 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0%  0.0%|0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D_2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_7_ Tremellomycetes 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0%) 0.0% 0.0% 0.0%
D 0 Eukaryota;D 1 _Opisthokonta;D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_8_ Blastocladiaceae 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D_2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_9_ Ajellomycetaceae 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%  0.3%|0.0%| 0.0% 0.0%

[ D 0_Eukaryota;D 1_Opisthokonta;D 2 Nucletmycea:D 3 Fungi:D_8_ Cystofilobasiciaceae 0.0%

0.0%

00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
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I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D_2  Nucletmycea;D 3_ Fungi;D_$_ Herpotrichiellaceae
[ D 0 Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_ 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_$_ Incertae Sedis

D_0_ Eukaryota;D_1

__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Fungi:D_9

Lophiostomataceae

I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_$_ Mycosphaerellaceae
I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta:D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi:D 9
[0 D 0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_ 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_9

I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta:D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi:D_9

Parmeliaceae
Psoraceae
Saccharomycetaceae

I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_9
I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta:D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi:D_9
I D 0 Eukaryota;D 1_ Opisthokonta;D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_$
I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta:D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;D_9
I D 0 Eukaryota;D 1 Opisthokonta;D 2 Nucletmycea;D 3 Fungi;Other
[ D 0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;Other;Other;Other

D_0_Eukaryota;D_1

quitensis;D_4__Colobanthus quitensis

D_0_ Eukaryota;D_1
eukaryole D_4__uncuitured eukaryote

SAR;D 2_ Alveolata;D_3_ Apicomplexa;D_4__Novel Apicomplexa Class 2
SAR;D_2_ Alveolata;D_3_ Apicomplexa;D_5__Gregarinasina

SAR;D_2_ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_5__Litostomatea

SAR;D_2_ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_6__Choreotrichia

D_0 Eukaryota;D_1_ !
D_0_ Eukaryota;D 1_
D_0 Eukaryota;D_1_ !
[ D 0 Eukaryota;D 1_!
I D 0 EukaryotaD 1
I D 0 Eukaryota;D 1!
[ D 0 Eukaryota,D 1
D 0 Eukaryota;D 1_ |
D 0_ Eukaryota;D 1_
D 0 Eukaryota;D 1_ |
D_0_ Eukaryota;D 1_ |
[ D 0 Eukaryota;D 1!
D_0_ Eukaryota;D 1_ |
D 0 Eukaryota;D 1_ |
I D 0 Eukaryota;D 1!
[ D 0 Eukaryota;D 1!
D_0_ Eukaryota;D 1_
I D 0 Eukaryota;D 1!
I 0 0 Eukaryota;D 1
[ D 0 Eukaryota;D 1!
I D 0 Eukaryota;D 1
I D 0 EukaryotaD 1
I D 0 EukaryotaD 1
I D 0 Eukaryota,D 1

SAR:D_2_ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_6

Teratosphaeriaceae
Tremellaceae
Trichocomaceae
Tricholomataceae

_ RT5iin25;D_2_ Colobanthus guitensis;D_3__Colobanthus

_ RT5iin25;D_2_ uncultured eukaryote;D 3 uncultured

Haptoria

SAR;D_2_ Alveolata;D 3_ Ciliophora;D_8__Nassophorea
SAR;D_2_ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_6__Oligotrichia
SAR;D_2_ Alveolata;D 3_ Ciliophora;D_7__Scuticociliatia
SAR;D 2 Alveolata;D 3_ Ciliophora;Other

SAR;D_2_ Alveolata:D _3_ Dinoflagellata;D_4__ Noctilucales
SAR;D 2_ Alveolata;D_3_ Dinoflagellata;D_6__Suessiaceae
SAR;D 2_ Alveolata;D_3_ Dinoflagellata;Other

SAR;D 2_ Alveolata;D_3_ Protalveolata;D_4

SAR;D 2_ Alveolata;D 3_ Protalveolata;,D_4__ Syndiniales

SAR;D_2_ Alveolata;Other;Other
SAR;D 2 Rhizaria;D_3 Cercozoa;D_4

Perkinsidae

CCW10

SAR;D 2 Rhizaria;D 3 Cercozoa;D_4

Chlorarachniophyta

SAR;D_2_ Rhizaria;D_3 Cercozoa;D_4

Clathrulinidae

SAR;D 2_ Rhizaria;D_3 Cercozoa;D_4

Glissomonadida

SAR:D_2_Rhizaria;D_3_Cercozoa;D_4

Granofilosea

SAR;D 2_ Rhizaria;D_3 Cercozoa;D_4

Incertae Sedis

SAR:D_2_Rhizaria;D_3_Cercozoa;D_4

Thecofilosea

SAR;D 2 Rhizaria;D_3 Cercozoa;D_4

Vampyrellidae

SAR;D_2_ Rhizaria;D_3_Cercozoa:D_4

uncultured
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5.5% || 0.3% || 1.0% || 1.0%
0.0% ] 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

0.1% | 0.2% | 0.1% | 0.0% | 0.2% | 0.0% | 0.0%

0.0% 0.0% 0.0%

0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.1% [ 0.1% | 0.2% | 0.1% | 0.1% | 0.2% | 0.0%
[00%] 0.0% 0.0% 0.0% [0.1% [0.0% [ 0.0% |[0.0%][0.0%
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0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0%  0.0%

0.0%
0.0%

0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

0.0% 0.0% 0.0%

0.0%

0.0%

0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

0.0% 0.0% [0.0%] 0.0%



I D 0_Eukaryota:D_1_SAR;D_2_Rhizaria;D_3_ Cercozoa;D_§_Paradiniidae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 00% 0.0% 0.0%

I D 0 Eukaryota;D 1_SAR;D_2_Rhizaria;D_3_ Cercozoa;D_7_ Paulinellidag 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
[ D_0_Eukaryota;D 1_SAR;D_2_Rhizaria;D_3_ Retaria;D_§_Rotaliida 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% |0.1% | 0.0% 0.0% 0.0%
I D 0 EukaryotzD 1 SAR:D 2 Stramenopiles;D 3 _Bicosoecida:D_4_ Cafeteria 0.1% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I D 0 EukaryotaD 1 SAR:D 2 Stramenopiles:D 3 _Bicosoecida:Other 0.0% 00% 00% 00% 00% 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryota;D 1_SAR;D 2 Stramencpiles;D_3 Labyrinthulomycetes;D_4__Thraustochytriaceae 01% 01% 00% 02% 01% 00% 00% 08% 0.1% 0.0%
D 0_Eukaryota:D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Labyrinthulomycetes;Other 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
[ D 0_Eukaryota;D 1_SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 MAST-11;D_4_uncultured eukaryote 00% 00% 00% [00%] 0.0% 00% 00% 00% 00% 00%
I D 0 Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 MAST-12,D_4_ MAST-12A 0.0% 0.0% 0.0% |0.0%][0.0%]0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
[ D 0 Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 MAST-12,D 4 MAST-12D 0.0% 0.0% 0.0% |0.0%[0.1%]0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryota:D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 MAST-3:D 4 MAST-3J 1.3% | 0.0% | 5.8% | 0.2% | 0.3% | 0.1% | 0.0% | 1.5% | 2.2% | 1.8%
[0 D 0_Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramenopiles:D 3 Ochrophyta;D 4 Chrysomerophycaae 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryota:D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D_4_ Chrysophyceae 02% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.2%0.1%] 1.6%  0.0%
D 0_Eukaryota:D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D_5_ Chattonellales 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% |0.0%|0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryota:D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D 5 Chromulinales 00% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D 0_Eukaryota:D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D 5_ Eustigmatales 0.0% | 0.1% | 0.0% [ 0.1% | 0.0% | 0.1% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
[0 D 0_Eukaryota;D 1_SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D 5 Incertae Sedis 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_Eukaryota:D 1_ SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D 5 Ochromonadales 0.2% 00% 00% 02% 01% 00% 00% 01% 1.2% 05%
D 0_Eukaryota:D 1_ SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D_5_ Rhizochromulinales 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0%
[ D 0 Eukaryota:D 1_SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D 5 Synurales 0.0% 0.0% [01%[0.0% 00% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0%
[ D 0 Eukaryota:D 1_SAR:D 2 Stramenopiles:D 3 Ochrophyta:D_6_ Bacillariophyceae 0.1% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0%
D 0_ Eukaryota:D 1_ SAR:D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D 6 Fragilariales 0.0% 00% 0.0%  0.0%) 0.0%  0.0%00% 0.0% 0.0% 0.0%
[ D 0_Eukaryota;D 1_SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;D_6_ Mediophyceae 4.0% | 3.5% [ 2.8% |[ 7.9% [15.1%] 7.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I D 0 Eukaryota;D 1_SAR;D_2 Stramenopiles;D 3 Ochrophyta;Other 0.2% [ 0.4% || 0.1% [ 0.8% [ 0.3% [ 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
[ D 0 Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramenopiles;D 3 Peronosporomycetes;D 4 Halocrusticida 00% 00% 0.0% 0.0% E 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I D 0 Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramencpiles;D 3 Peronosporomycetes;D 4 Phytophthora 00% 00% 0.0% 0.0% E 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I D ¢ Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramencpiles;D 3 Placididea;D_4_ Stramenopile sp. MES 0.0% 0.0% |0.2%] 0.0% 0.0% E 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I D ¢ Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramencpiles;D 3 Placididea;D_4_ uncultured stramenopile 0.0% 0.0% |0.1%] 0.0% 0.0% E 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I D 0 Eukaryota;D 1 SAR;D 2 Stramencpiles;Other;Other 0.0% 0.0% 0.0% [0.2%][0.1%] 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
I D 0 Eukaryota;D 1 SAR;Other;Other;Other 01% 0.0% 0.0% 0.0% [0.4%]0.0%0.1%] 0.0% 0.0% 0.0%
I D 0 Eukaryota;Other;Other;Other; Other 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%0.1%](0.0%] 0.0% 0.0% 0.0%
[ Unassigned; Other;Other; Other; Other 73.2% |81.1%) | 73.8%| 34.1%[65.5% (65.8%|180.1%|89.4%]|81.3% 87.5%)
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Legend Taxonomy

- D_0_ Eukaryota;D_1_ Amoebozoa;D_2__ Di D_3_ Flabellinia;D_4__ Dactylopodida;D 5 Vexillifers armata
- D_0_ Eukaryota;D_1_ Amoebozoa;D_2_ Di D_3_ Flabellinia;D_4_ Vannellida;D 5 Platyamceba
- D_0__Eukaryota;D_1__Amoebozoa;D_2__Di D_3__Long bia;0_4__Centr bida;D 5 Acanthamoeba
- D_0_ Eukaryota;D_1_ Amoebozoa;D_2__ Di D_3__Long: bia;D_4__Centr bida;D 5 Balamuthia

- D_0__Eukaryota;D_1_ Amoebozoa;D_2__ Schizoplasmodiida;D_3_ uncultured eukaryote;D_4__uncultured eukaryote;D 5 uncultured eukaryote
D_0__Eukaryota;D_1__Amoebozoa;D_2__Schizoplasmodiida;Other;Other; Other
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__ Chloroplastida;D_3_ Charophyta;D_10__Malpighiales;D_11 Populus

- D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3_ Charophyta;D_10__Malvales;D 11 Gossypium

- D_0__Eukaryota;D_1__Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3__Charophyta;D_11__Poales:D 12 Serghum

- D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__ Chloroplastida;D_3_ Charophyta;D_11__Poales;Other
D_0__ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3_ Charophyta;D_8__Bryales;Other

- D_0__Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__ Chloroplastida;D_3_ Charophyta;Other;Other
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2_ Chloroplastida;D_3_ Chlerophyta;0_4_ Chlorophyceae;D 5 uncultured Chlorophyta
D_0__ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;0_4_ Prasinophytae;D 5 uncultured eukaryote
D_0__Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__Chl lastida;D_3_ Chlorophyta;D_4_ Trebouxiophyceae:D 5 Trebouxiophyceae sp. MBIC10629
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2_ Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;0_4_ Trebouxiophyceae;Other

- D_0__ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;0_5_ Chlamydomonadales;D 6 Chlamydomonas
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__ Chloroplastida;D_3_ Chlerophyta;D_5_ Chlorellales;Other
D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2_ Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;D_5_ Chlerodendrales;D 6 Tetraselmis

- D_0__ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;0_5_ Mamiellales; Dther

- D_0__ Eukaryota;D_1__Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3_ Chlerophyta;0_5_ Nephroselmidales:D & Nephroselmis
D_0__Eukaryota;D_1__Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3__Chlerophyta;D_5__Sphaeropleales;Other

- D_0_ Eukaryota;D_1_ Archaeplastida;D_2__Chloroplastida;D_3_ Chlorophyta;Other;Other

- D_0__Eukaryota;D_1__Archaeplastida;D_2__Rhodophyceae;D_3__Porphyridiophyceae;D_4__Porphyridium;Other

[ 0_0_Eukaryota;D_1_CryptophyceaesD_2_ Cryp dales;D_3__Gi ia;Other;Other

- D_0_ Eukaryota;D_1_ Cryptophyceae;D_2_ Cryptomonadales;D_3_ Hanusia;0_4_ Hanusia phi;D 5 Hanusia phi

- D_0__Eukaryota;D_1_ Cryptophyceae;D_2__Cryptomonadales;Other;Other;Other

D_0__Eukaryota;D_1_Cryptophyceae;D_2__P1-31;0_3__uncultured marine eukaryote;D_4__uncultured marine
eukaryote;D 5 uncultured marine eukaryote

- D_0_ Eukaryota;D_1_ Excavata;0_2_ _Discoba;D_3_ Discicristata;D_5_ Tetramitia;D 6 Teframitus
- D_0_ Eukaryota;D_1_ Excavata;D_2_ Discoba;D_3_ Discicristata;D_6_ Incertae Sedis;D 7 Hemistasia
- D_0__ Eukaryota;D_1_ Excavata;0_2__Discoba;D_3_ Discicristata;D_7__ Fubodonida;D & Bodo
- D_0__ Eukaryota;D_1_ Excavata;D_2__Discoba;D_3_ Discicristata;D_7__ Meobodonida;D 8 Neobodo
- D_0_ Eukaryota;D_1_ Excavata;D_2_ Discoba;D_3_ Discicristata;D_8_ Euglenaceae;D 9 Cryptoglena
- D_0_ Eukaryota;D_1_ Excavata;0_2__Discoba;D_3_ Jakobida;D_4_ Andalucia;D § Uncultured Jakobida
D_0_ Eukaryota;D_1_ Haptophyta;D_2__Pavlovophyceae;D_3_Exanthemachrysis;Other;Other
D_0__Eukaryota;D_1__Haptophyta;
D_0__ Eukaryota;D_1_ Haptophyta;D_2__ Prymnesiophyceae;D_3_ Coccalithales;Other;Other
- D_0__Eukaryota;D_1_ Haptophyta;D_2__Prymnesiophyceae;D_3_ Prymnesiales;Other;Other

_2__Pavlovophyceae;D_3__Rebecca;Other;Other

- D_0__Eukaryota;D_1__Incertae Sedis;D_2__Ancyr dida;D_3__Ancy D_4__Ancy sp. 3b;D 5 Ancyromonas sp. 3b
- D_0_ Eukaryota;D_1_ Incertae Sedis;0_2_ Ancyr dida:D_3__Ancy D_4_ Pl elongata;D & Planomonas elongata
D_0__Eukaryota;D_1__Incertae Sedis:D_2__Apusomonadidae;D_3__Amastig D_4__Amastig 138 5p.
Millport;D 5 Amastigemonas sp. Millport

D_0__Eukaryota;D_1__Incertae Sedis;D_2__Palpit D_3__marine microheliozoan TC 5-2002;D_4__marine microheliozoan TCS-
2002;D 5 marine microheliczoan TCS-2002

D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2__ Freshwater Opisthokonta;D_3__ uncultured eukaryote;D_4_ uncultured
eukaryote;D 5 uncultured eukaryote

D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Choar da;0_5_ AcanthoecidaesD 6 FV23-1A4
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D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Choanomonada;D_5__Codonosigidae;D 6 Monosiga 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 00% 00%

[0 D_0_Eukaryota:D_1_Opisthokonta;D_2_Holozoa;D_3_Choar da;D_5_Codonosigidas; 6 _Proterospongia 0.0% 0.0% 00% [0.0%] 00% 0.0% 00% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;0_3_ Choanomonada;D_5__ Codonosigidae;Dther 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00%
D_0__Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Choar da;D_5__Salpinpoecidae;D 6 Salpingoeca 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0%) 00% 0.0%

-D_D_Eukaryola;D_1_Opislhukoma;D_2_Holuzoa;D_3_Chum da;D_5__Steph: idae;D 6 Diaphanoeca 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0% U‘D%U‘D% 0.0% 0.0% 0.0%

[ 0_0_Eukaryota;D_1_Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_Choar da;D_5_Stephanoecidae:D 8 Stephanoecs 00% [0.0% | 04% [ 0.4% | 0.0% [0.4% | 0.0% 0.0% 0.0% 00%
D_0__Eukaryota;D0_1__Opisthokonta;D_2__ Holozoa;D_3__Choanomonada;Other;Other 0.0% 0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryula;DJ_Dpislhukoma;D_i_Holuzoa;D_S_Ichthyoaporea;other;m 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0%

[ 0_0_Eukaryota;0_1_Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_10_Tetrapoda;D 11 Mammalia 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%] 0.0% [ 0.0% | 0.0% [ 0.0% |
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;0_3_ Metazoa (Animalia);D_11__Neopterygii;Other 00% 0.0% 00% 0.0% |00%|0.0%) 0.0% 00% 0.0% 00%

-D_D_Eukaryula;DJ_Opislhukoma;D_i_Holuzoa;D_3_Metazua(AnimaIia];D_B_Gastrutricha:DF Chaetonotida 0.0%  0.0% U‘D%U‘D% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryo!a;D_1_Opislhokoma;D_i_Hquzoa;D_ﬂ_Metama(Animalia];D_?_Anopla;D 8 Paleonemertea 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_U_Eukaryula;D_1_0pislhokoma;D_2_Holnzoa;D_3_Metazua['\"im“ﬂ'n_?_[“ lloidea;D & Adinefida 00% 00% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryo!a;D_1_Opislhokoma;D_i_Hquzoa;D_ﬂ_Metama(AnimaIia];D_?_BdeIIoidea;DE Philodinida 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_U_Eukaryula;D_1_Opislhokoma;D_2_Holnzoa;D_3_Metazua[Animalia];D_?_Buelloidea;m 0.0% 0.0% 00% |04% | 0.0% | 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0%

-D_D_Eukaryola;D_1_Opislhukoma;D_i_Hquzoa;D_ﬂ_Metama(AnimaIia];D_?_Chromadorea;DB Monhysterida 0.0% 0.0% 0.0% |0.0% | 0.0% u.u%|u‘u%u.u% 0.0%

-D_D_Eukaryula;D_1_0pislhokoma;D_2_Holuzoa;D_3_Metama(AnimaIia];D_?_CoIcniaIes;DB Barentsiidae 0.0% 0.0% 00% 0.0% [00%|0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryola;D_1_Opislhukoma;D_i_Hquzoa;D_ﬂ_Metama(AnimaIia];D_?_Gastropoda;D8 Heterobranchia 0.0% 0.0% &D'Yo‘ﬂ.?r%‘ﬂﬂ’o 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryula;D_1_Dpislhokoma;D_E_Holuzoa;D_S_Metama(AnimaIia];D_?_Gymnolaemata;D8 Ctenostomatida 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00%

-D_D_Eukaryula;D_1_Opislhukoma;D_Z_Holuzoa;D_a_Metazua(AnimaIia];D_?_HemcoralIia;D8 Actiniaria 1.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryu!a;D_1_Opislhukoma;D_i_Hquzoa;D_ﬂ_Metama(AnimaIia];D_?_Myxosporea;D8 Bivalvulida 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 00%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8_ Arachnida;D 8 Acari 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8_ Ascidiacea;D 3 Stolidobranchia 0.0% 0.0% 00% 04% 04% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D 1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8__Enoplia;D 9 Enoplida 00% 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryo!a;D_1_0pislhukoma;D_i_Hquzoa;D_ﬂ_Metama(Animalia];D_B_Helemconchia;Mym 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% [0.0%|0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_U_Eukaryula;D_1_Opislhokoma;D_2_Holnzoa;D_3_Metazua(Animalia];D_B_Heleroconchia;D9 Veneroida 04% 0.0% 0.0% | 3.0% | 04% [ 0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryola;D_1_Opislhukoma;D_i_Hquzoa;D_ﬂ_Metama(Animalia];D_B_Palpata;D9 Phyllodocida 0.0% 0.0% 0.0%  0.1% |0.0% | 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryula;D_1_Dpislhokoma;D_2_Holuzoa;D_3_Metama(Animalia];D_B_Palpatﬂ:D9 Sabellida 0.0% 0.0% 00% 0.0% [00%|0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0%
D_0__Eukaryota;D_1__Opisthokonta;0_2__Holozoa;D_3__Metazoa (Animalia);D_8__Pteriomorphia;D 8 Mytiloida 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% |00%| 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8_ Pteriomorphia;D 8 Ostrecida 0.0% 0.0% 00% 0.0% |00%|0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_8__ Scolecida;D 9 Dinephilida 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);0_8_ Scolecida;D 8  Spionida 02% 0.0% 00% 0.0% |14% | 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00%

-D_D_Eukaryula;D_1_Opislhukoma;D_Z_Holuzoa;D_a_Metazua('\nim'iu'n-n_g_f‘ pepoda;D 10 Calaneida 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 00% 0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);0_3_ Copepoda;D 10 Cyclopoida 05% 0.0% 0.0% 0.0% 32% 09% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%
D_0_ Eukaryota;D_1_ Opisthokonta;D_2_ Holozoa;D_3_ Metazoa (Animalia);D_9_ Copepoda;D 10 Harpacticeida 04% 05% 00% 03% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%

I 0_0_Eukaryots;D_1_Opisthokonta;0_2_ Holozoa;D_3_Metazoa {Animalia);D_9_Capepoda;Qther 07% 0.0% [0.0% ] 0.0% [[6.2% ] 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0%

-D_U_Eukaryola;DJ_C,' thokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Discicristoidea;D_4_ Incertae Sedis;D §  uncultured fungus 00% 00% 00%  0.0%) 00% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryola;DJ_Opislhukoma;D_i_NucIelmycea;D_Z_D\scicristoidea;D_.E-_Nuc\eariinae;D 6 Nuclearia 0.0% 0.0% 0.0% W 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryula;D_1_Dpislhukoma;D_E_Nuclelmycea_: _3__Fungi;D_4_ Cryptemycota;D 5 LKM11 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% |0.0%|00% 0.0%

-D_D_Eukaryola;D_1_Opislhukoma;D_i_Nuclelmycea;D_3_Fungi:D_'.’_Eumtiomycetes;DB Eurotiales 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% |0.0% | 0.0% | 0.0% 0.0%

[ 0__Eukaryots;D_1_Opisthokonta;0_2_ Nucletmycea;0_3_Fungi:D_7_Micrabotryomyeetes;D 8 Sporidiobolales 04% 0.0% 0.0% [0.0% ] 0.0% [0.4% | 0.7% [ 0.0% [ 0.0% [ 0.1%

-D_D_Eukaryula;D_1_Opislhukoma;D_Z_NucIelmycea_:D_Z_Fungi:D_‘.’_Saccharomycetes;D § Saccharomycetales 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 00% 0.0% % 0.0% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryuia;D_1_Opislhukoma;D_2_Nuclelmycea;D_S_Fungi:D_'."_TremeIIornyr.eles;DS Tremellales 00% 00% 0.0% 00% 00% 0.0%[00%]00% 00% 00%

-D_D_Eukaryula;D_1_Opislhukoma;D_2_Nuclelmycea_:IJ_3_Fungi:D_s_BIastocIadiaceae;m 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% |0.0%|0.0% 0.0% 0.0%

-D_D_Eukaryo!a;D_1_0pislhukoma;D_2_Nuclelmycea;D_Z_Fungi:D_B_AieIIomycetaceae;mjellﬂym 0.0% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% |03% 0.0%|D.0% 0.0%

-D_U_Eukaryula;D_1_Opislhokoma;D_2_NucIelmycea_:D_S_Fungi:D_B_CysmﬁIohae\diaceae;D 10 Cystofilobasidium 00% 00% 00% 0.0% 00% 00% 04%|00% 0.0% |0.0%

[ 0_0_Eukaryots;D_1_Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_Fungi:D_3_Debaryomycetaceae;Other 02% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% 1.1% ] 04%] 0.1% [ 0.2%]

-D_U_Eukaryula;D_1_Opislhokoma;D_2_Nuclelmycea;D_S_Fungi:D_s_Gomphaceae:m 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 00% 00% 0.0% 0.0%
D_0__Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2__Nucletmycea;D_3__Fungi;D_8__Herpotrichiellaceae;D_10 _Exophiala 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.3%

D_0_ Eukaryota;D 1_ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Fungi;D_9_ Incertae Sedis;D 10 Malassezia 0.0% 0.0% 00% 0.0% 00% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0%



D_0_ Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2__Nucletmycea;0_3__ Fungi;D_9_Incertae Sedis;D 10 Sporobolomyces
- D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3_ Fungi;:D_9_ Lophiostomataceae;Other
- D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3_ Fungi;D_9_ Mycosphaerellaceae;Other
- D_0_ Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Fungi;D_9_ Parmeliaceae;0ther
- D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Fungi;D_9_ Psoraceae;Other
D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3_ Fungi:D_9__Saccharomycetaceae;D 10 Pichia
D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Fungi;D_9__Saccharomycetaceae;Other
D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3_ Fungi:D_9_ Teratosphaeriaceae;Other

D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3_ Fungi;:D_9_ Tremellaceae;D 10 Cryptococcus
- D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Fungi;D_9_ Tremellaceae;D 10 Tremella
D_0__Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2__Nucletmycea;D_3__Fungi;D_9__Tremellaceae;Other

D_0_ Eukaryota;D_1__ Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3_ Fungi:D_9_ Trichocomaceae;D 10 Aspergillus
- D_0_ Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3_ Fungi;D_9_ Trichocomaceae;Other
[ 0_0_Eukaryota;D_1_Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;D_3_ Fungi;D__ Tricholomat D 10 Porpol

D_0_ Eukaryota;D_1__Opisthokonta;D_2_ Nucletmycea;0_3__ Fungi;Other;Other
[ 0_0_ Eukaryota;D_1_Opisthokonta; Other;Other;Other;Other

D_0__Eukaryota;D_1__RT5iin25;0_2_ Colobanthus quitensis;D_3__Colobanthus quitensis;D_4__ Colobanthus
quitensis;D 5 Colobanthus quitensis

- D_0__ Eukaryota;D_1__RT5iin25;0_2__uncultured eukaryote;D_3__uncultured eukaryote;D_4_ uncultured eukaryote;D 5 uncultured eukaryote
- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Alveolata;D_3__Apicomplexa;D_4__Novel Apicomplexa Class ;0 5 uncultured eukaryote

- D_0_ Eukaryots;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3__ Apicomplexa;D_5_ Gregarinasina;D 6 Eugreparinorida
- D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_5_ Litostomatea;D & Mesodiniidae
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3__ Ciliophora;D_6__Choreetrichia;D 7 Pelagostrobilidium
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3__ Ciliophora;D_&__ Haptoria;Other
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_6_ MNassopherea;D 7 Colpedidium
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2_ Alveolata;D_3_ Ciliophora:D_6__Oligotrichia;D 7 Pseudotontonia
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_6__Oligotrichia;D 7 Strombidium
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Ciliophora;D_7__Scuticocili D 8 Dexiotricha
D_0_ Eukaryota;D_1__ SAR:D_2_ Alveolata;D_3_ Ciliophora:D_7__Scuticociliatia;Other
D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Ciliophora;Other;Other
D_0_ Eukaryots;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Dincflagellata;D_4_ Noctilucales;D 5 uncultured eukaryote
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR:D_2_ Alveolata;D_3_ Dinoflagellata;D_&__§ D 7 Symbiodinium
I 0_0_Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Alveolata;D_3_ Dinoflagellata;D_6__Suessiaceae;Qther
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Dincflagellata;Other;Other
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Protalveolata;D_4_ Perkinsidae;D 5 Perkinsus
D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2_ Alveolata;D_3_ Protalveolata;D_4_ Syndiniales;D 5 Syndiniales Group |
D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Alveolata;D_3_ Protal Syndini D 5 Syndiniales Group Il
D_0_ Eukaryota;D_1__SAR:D_2__ Alveolata;D_3_ Protal diniales;Other
D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Alveolata;Other;Other;Other
[ D_0_Eukaryota;D_1__SAR;D_2_Rhizaria;D_3_ Cercozoa;D_4_ CCW10;0ther
D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3__Cercozoa;D_4__Chlorarachniophyta;Other
D_0__Fukaryota;D_1__SAR:D_2__ Rhizaria;D_3_ Cercozoa;D_4_ Clathrulinidae;D 5 Hedriecystis
- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3_ Cercozoa;D_4__Glissomonadida;D 5 Proleptomonas

- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3__Cercozoa;D_4__Glissomonadida;:D 5 uncultured Auriculariaceae

D_0__Eukaryota;D_1__SAR:D_2__ Rhizaria;D_3_ Cercozoa;D_4__ Granofilosea;D 5 Massisteria
- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3__Cercozoa;D_4__Incertae Sedis;D 5 Gymnophrys
- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3__Cercozoa;D_4_ Thecofilosea;D 5 NWE17
- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3__Cercozoa;D_4_ Vampyrellidae;D 5 Vampyrella
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3_ Cercozoa;D_4_ Vampyrellidae;D 5 Vampyrellidae sp. BAral
- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Rhizaria;D_3__Cercozoa;D_4_ Vampyrellidae;:D 5 uncultured
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I 0_0_ Eukaryota:D_1_SAR;D_2_ Rhizaria;D_3_Cercozoz;0_7__Paulinellidae;D 8 Paulinella

I 0_0_ Eukaryota:D_1_SAR;D_2_ Rhizaria;D_3_Retaria;D_6_ Rotaliida;0ther

[ D_0_Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Bicosoecida;D_4_ Cafeteria;D 5 Cafeteria minima

I 0_0_Eukaryota;D_1_SAR;D_2_Str piles;D_3_Bi

ida;D_4_ Cafeteria;D 5 uncultured eukaryote

- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Bicosocecida;Other;Other

D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3__Labyrinthulomycetes;D_4_ Thraustochytriaceae;D § Aplanochyirium

D_0_ Eukaryota;D_1__ SAR;D_2__Str piles;D_3__Labyril ycetes;D_4__Thraustochytriaceae;D 5 E170

D_0_ Eukaryota;D_1__ SAR;D_2__Str piles;D_3__Labyril ycetes;D_4_ Thraustochytriaceae;D 5 Ulkenia
- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__5tr piles;D_3__Labyril ycetes;D_4__Thr: hytriaceae; Other
I 0_0_Eukaryota;D_1_SAR;D_2_Str piles;D_3__Labyri ycetes;Other; Dther

- D_0_ Eukaryota;0_1_ SAR;D_2_ Stramenopiles;D_3_MAST-11;D_4_ uncultured eukaryote:D 5§ uncultured eukaryote
D_0_ Eukaryota;0_1__ SAR;D_2_ Stramenopiles;D_3_MAST-12;D_4_ MAST-12A;0 5 uncultured stramenopile
D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR:;D_2_ Stramenopiles;D_3  MAST-12:D_4_ MAST-42D;D 5 uncultured eukaryote

- D_0__ Eukaryota;D_1__SAR:D_2__ Stramenopiles:D_3__MAST-3;0_4_ MAST-3J;D 5 uncultured eukaryote
D_0__ Eukaryota;D_1__SAR:D_2__Stramenopiles;D_3__ Ochrophyta;D_4__Chrysomerophyceae;D 5 Chrysowaernella
D_0_ Eukaryota;D_1__SAR:D_2_ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_4_ Chrysophyceae;D 5 LG21-05

- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_5_ Chattonellales;D 6

MOCH-3

D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;0_5_ Chromulinales;D &

D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3__ Ochrophyta;D_5__E

JBNA4E

les;D 6 BCHSF14RJ2C0Z

I 0_0_ Eukaryota;D_1_SAR;D_2_ Stramenopiles;D_3_ Ochraphyta;D_5_E:

les;:D & Goniochloris

- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_5_ Eustigmatales;D 6

D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_5_ Incertae Sedis;D 6
- D_0__ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Stramenopiles;D_3__ Ochrophyta;D_5__ Ochromonadales:D 6§ Ochromonas
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR:D_2__Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_5_ Ochromonadales:D 6§ Paraphysomonas
- D_0_ Eukaryota;D_1__ SAR;D_2__Stramenopiles;D_3__ Ochrophyta;D_5_ Rhizochromulinales;:D & Rhizechromulina
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3__ Ochrophyta;D_5_ Synurales;D 6 Mallomonas
- D_0__ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Stramenopiles;D_3__Ochrophyta;D_6__Bacillariophyceae;D 7 Amphora

- D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Stramenopiles;D_3__Ochrophyta;D_6__Bacillariophyceae;D 7 Fr.

Pseudostaurastrum
Chlamydomyxa

psis

- D_0_ Eukaryota;0_1_ SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_8__ Bacillariophyceae;D 7 MNavicula
- D_0__ Eukaryota;0_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3__Ochrophyta;D_8_ Bacillariophyceae;D 7 Sellaphora
- D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR:;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_6_ Bacillariophyceae;Other

- D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR:;D_2_ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_6_ Fragilariales:D 7 Licmophora
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2_ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_6__Fragilariales;Other

- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR:;D_2__ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;D_6_ Mediophyceae;D 7 Chaetoceros

D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_Ochrophyta;D_6__ Mediophyceae;D 7

Cyclotella

D_0__Eukaryota;D_1__SAR:D_2__Stramenopiles;D_3__Ochrophyta;0_6__Mediophyceae;D 7 Plagiogrammopsis

D_0_ Eukaryota:D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_Ochrophyta;D_6_ Mediophyceae;D 7 Skeletonema
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3__Ochrophyta;D_6_ Mediophyceae;D 7 Thalassiosira
- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_%__Ochrophyta;D_6_ Mediophyceae;Other

[ 0_0_Eukaryota;D_1__$AR;D_2_ Stramenopiles;D_3_ Ochrophyta;Other;Other

- D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2_ Stramenopiles;D_%_ Peronosporomycetes;D_4_ Halocrusticida;D §  Halocrusticida parasitica
D_0_ Eukaryota;D_1__SAR;D_2__ Stramenopiles;D_3_Peronosporomycetes;D_4_ Phytophthora;D § Phytophthora infestans T30-4

D_0_ Eukaryota;D_1_ SAR;D_2__ Str piles;D_3_ Placididea;D_4__Str
D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Str piles;D_3__ Placididea;D_4_ uncult

pile sp. MES;D & Stramenopile sp. MES

D_0__Eukaryota;D_1__SAR;D_2__Stramenopiles;Other;Other;Other
[ D_0_Eukaryota;D_1_SAR;Other;Other;Other;Other

D_0__Eukaryota;Other;Other;Other;Other;Other

Unassigned; Other;Other,Other; Other;Other

Anexo 8. Gréfica 4. Composicion microbiana segun especies.
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Anexo 9. Tabla 4. Composicion microbiana segun especies.
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