UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

AVAISYIAINN
GUATEMALA

Excelencia que trasciende

Diversidad de la microalga endolitica del género Ostreobium en el coral
Porites panamensis, implementando dos métodos de secuenciacion
(Amplicon-seq/RNA-seq), en condiciones hidrotermales en el Golfo de
California, México

Trabajo de graduacion presentado por
Maria Fernanda Acevedo Ramos

para optar al grado de Licenciada en Biologia

Guatemala,

2022






UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
Facultad de Ciencias y Humanidades

1966

AVAISYIAINN
GUATEMALA

Excelencia que trasciende

Diversidad de la microalga endolitica del género Ostreobium en el coral
Porites panamensis, implementando dos métodos de secuenciacion
(Amplicon-seq/RNA-seq), en condiciones hidrotermales en el Golfo de
California, México

Trabajo de graduacion presentado por
Maria Fernanda Acevedo Ramos

para optar al grado de Licenciada en Biologia

Guatemala,

2022



Vo. Bo.:

&) M

Ph.D. David Arturo Paz Garcia

Tribunal examinador

() M

Ph.D. David Arturo Paz Garcia

()

Ph.D. Ana Hacohen Domené

/

&) ,
M.Sc. José Miguel Morales

Fecha de aprobacion: Guatemala, 24 de junio del 2022



PREFACIO

Agradezco a Ph.D. Michael E. Hellberg y al equipo de High Performance Computing
(HPC) de Louisiana State University por facilitarme acceso al servidor SUPERMIC, en

donde me fue posible realizar andlisis indispensables para la realizacion del trabajo.

A mi asesor principal, PhD. David Arturo Paz Garcia, por abrirme las puertas a su
laboratorio Marine BioGenomics. Esta oportunidad ha sido sumamente enriquecedora, he
aprendido mucho gracias a todos los recursos y herramientas que me ha compartido.
Ademas, por brindarme acceso a las librerias de las muestras utilizadas en el presente

trabajo, por su paciencia y consejos durante cada fase de esta etapa.

A PhD. Alicia Reigel, por su cordial disposiciéon para colaborar con este trabajo. Y
especialmente, por toda su paciencia, consejos y tiempo invertido para transmitirme los
conocimientos necesarios para aprender a ejecutar los distintos programas y coédigos
implementados en el presente trabajo. Su apoyo fue indispensable para el desarrollo de la
fase de analisis de datos y la calidad de investigadora que representa me sirvié de mucha

inspiracion para mejorar cada dia.

A mi asesora secundaria, PhD. Ana Hacohen Domené, por sus consejos desde etapas
temprana de la carrera, y por ser quien me puso en contacto con en el Dr. Paz. Su mentoria

me ha sido de gran ayuda para mi crecimiento profesional.

A MSc. José Miguel Morales, por aceptar formar parte de mi comité evaluador. Y por

creer en mi desde que inicié esta etapa académica.



A mi directora de carrera, MSc. Gabriela Alfaro, y a la secretaria del Departamento de
Biologia, Ericka Santos, por brindar todo su apoyo durante los procesos burocraticos para
la tramitacion del presente trabajo. Y por siempre brindar soluciones cuando se presentaba

algun obstaculo.

A mis amigas, Adriana, Inés y Valeria, por siempre creer en mi; incluso cuando mas me

cuestionaba. Sus palabras me dieron mucha fuerza.

A mis compafieros del laboratorio Marine BioGenomics. Por su apoyo y consejos y por
ser una constante fuente de inspiracion durante todo el proceso de realizacion del trabajo.
Especialmente, a Erick Bolafios y Ricardo Mijail, por usar su experiencia para brindarme

consejos y apoyo constructivo para mejorar como cientifica.

A los incontables investigadores que comparten su conocimiento en fuentes de
divulgacion cientifica. Por resolver dudas de la manera mas simple y entendible posible,
sus aportes han ayudado a muchos nuevos investigadores, incluyéndome, durante

momentos de mucha incertidumbre.

A Kim, por acompafiarme durante este y otros procesos paralelos que surgieron durante

los ultimos meses. Su apoyo emocional fue fundamental para mi salud en todo sentido.

A mis perritos, por ser mi fuente principal de tranquilidad y felicidad. Porque sin
necesidad de decir una sola palabra, me dieron la paz que necesitaba durante los momentos

mas dificiles.
Finalmente, gracias infinitas a mi familia. Quienes me han apoyado con todo lo que
necesité¢ y mas. Por su carifio y paciencia, esto no hubiera sido posible sin ustedes. Gracias,

por tanto.

vi



INDICE

PREFACIO
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE CUADROS
RESUMEN

ABSTRACT

I. INTRODUCCION
II.  JUSTIFICACION

III. OBJETIVOS
A. General
B.  Especificos

IV. HIPOTESIS
V. MARCO TEORICO

A. Ecosistemas arrecifales

B. Tipos de ambientes arrecifales

C. Ambientes marginales
1. Sistemas hidrotermales
2. Arrecifes asociados a sistemas hidrotermales

D. Estrategias adaptativas en corales

E. Endolito fotosintético Ostreobium spp. en corales escleractinios
1. Estudios genéticos de Ostreobium spp.

F.  Corales del género Porites

VI. MATERIALES Y METODOS

A. Sitio de estudio
1. La Ventila

B.  Obtencion de datos

C. Extraccion de ADN y ARN y preparacion de librerias
1.  Amplicon-seq
2. RNA-seq

D. Extraccion de secuencias de Ostreobium

E. Asignacion taxonémica preliminar

F.  Filtracion por agrupamiento filogenético

vil



G. Alineamiento de secuencias
H. Analisis filogenético
I.  Determinacion de linajes de Ostreobium
J. Generacion de mapas de distribucion de clados
K. Analisis de composicion de ASVs por tipo de libreria y muestra
VII. RESULTADOS
A. Procesamiento de secuencias Amplicon-seq/RNA-seq
B. Filtracion taxonémica en QIIME
C. Filtracion filogenética
D. Analisis filogenético
VIII.  DISCUSION
A. Composicion de librerias Amplicon-seq/Rna-seq
B. Clasificacion taxondmica por base de datos SILVA
C. Analisis de diversidad y comparacion de métodos
D. Analisis filogenético
IX. CONCLUSIONES
X. RECOMENDACIONES
XI. LITERATURA CITADA
XII. APENDICE

viii

29
29
30
30
30

32
32
33
35
41

43
43
44
46
47

50
52
53
79



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ubicacion geografica de sitio de recolecta.........ccvvveviiieriieencieeeiieeeeiee e, 24
Figura 3. Composicion taxonémica de ASVs designada por base de datos SILVA tras
filtrado inicial en QIIME.............coooiiiiiiiiiiee e e et eas 34
Figura 4. Representacion visual del filtrado segiin agrupamiento filogenético A: 1,800
secuencias, B: 1,739, C: 1,686, D: 799 SECUCNCIAS .........cccvereeeiiriieeeeirieee e 36
Figura 5. Indices de diversidad alfa (A: Riqueza observada, B: Shannon) de los ASV's
obtenidos segin segin su método de secuenciacion. Se incluyen sus respectivos valores
de significancia y La distribucion de los datos se visualiza al lado derecho de cada grafico
de caja, representando la estructura de los datos crudos utilizados para el andlisis. ......... 37
Figura 7. Heatmap para la representacion visual de las 100 ASVs mas abundantes en las
librerias analizadas. La linea roja divide las librerias de Amplicon-seq (izquierda) y RNA-

SEQ (AETECRA)Y ..t ettt ettt e b et e enbeenaeeenne 39
Figura 8. Clasificacion designada por la base de datos de SILVA para los ASVs presentes
en las librerias RNA-seq (A), y AmMplicon-seq (B).....ccceeviieeiiiieiiieeieeeeeeeee e 40

Figura 9.Analisis de méaxima verosimilitud (1000 itreraciones) con ASVs filtrados
(n=800) y secuencias de referencia de GenBank (n=30) y Caulerpa racemosa como grupo
externo. El soporte se encuentra en los nodos de cada clado. Los clados mas distintivos se
agruparon y el nimero de coloracion azul frente a cada clado representa la cantidad se
secuencias agrupadas y la letra en color rojo en cada rama indica el. Los clados
coloreados presentan las secuencias de referencia y se diferenciaron segin del Campo et

al. (2016). Amarillo: OST2, rosa: OST1, celeste: OST3 .....oooiiiiiiiiiiiiee e 41

Figura 10. Distribucion geografica actualizada de la filogenia resuelta para el gen 16S de

OSTIEODIUIML ...ttt ettt et h e e bt e bt e st e bt e e bt e sbeeenbeenaeeenne 43
LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Descripcion de datos por analizar ..............cceceeeeeerieiiiieniieiieeie e 25

Cuadro 2. Tratamientos segun las condiciones de muestras consideradas ........................ 26

Cuadro 3. Clasificacion filogenética de ASVs mas abundantes. ..........cccccvveeeiieeniieenens 42

Cuadro 1A. . Conteo de lecturas por libreria antes y después del proceso de mapeo en

BOWLEIEZ. ..ttt ettt ettt et st 79
Cuadro 2A. Estadisticos del proceso de calidad, revision de quimeras y unificacion de
paired end (dada2) para las librerias AmMpliCON-S€q.......cecvvervrerrieriieriieeiienieeieeeee e 80

1X


file://///Users/Mafer/Desktop/Archivos_Tesis/ace17642_Tesis_15julio2022.docx%23_Toc112247804
file://///Users/Mafer/Desktop/Archivos_Tesis/ace17642_Tesis_15julio2022.docx%23_Toc112247811
file://///Users/Mafer/Desktop/Archivos_Tesis/ace17642_Tesis_15julio2022.docx%23_Toc112247811

Cuadro 3A. Estadisticos del proceso de calidad, revision de quimeras y unificacion de

paired end para las librerias RINA-SEQ. ....cccueeriieriieiiieiieeiieeie ettt 81
Cuadro 4A. Conteo de ASVs antes y después de filtrado taxondomico en QIIME. .......... 82
Cuadro 5A. Riqueza observada por Ibreria. .........cccoceveeeciiieeciiiecieeeee e 83
Cuadro 6A. Conteo de ASVs post filtrado filogenético presentes en librerias de

W 1010] 1 1670) 4 BTl <o (APPSR 84
Cuadro 7A. Codigos de accesion de Genbank correspondientes a las secuencias de 16S
de la filogenia resuleta para OStreODIUM. .......cccuieriiiiiiierieeiierie e 85



RESUMEN

Los ecosistemas arrecifales son indispensables para la productividad y salud de los
océanos. Dadas las crecientes problematicas ambientales a nivel global, estos se han visto
amenazados en diversos aspectos y se han generado desbalances a nivel ecosistémico.
Particularmente, uno de los factores mas amenazados son las interacciones simbioticas
asociadas a corales constructores de arrecifes. Generalmente, estudios ecologicos enfatizan
en las comunidades de zooxantelas y del microbioma para evaluar factores de respuesta
ante estresores. Sin embargo, pasan por alto organismos endoliticos como Ostreobium. Este
es un género de algas verdes que habita dentro del esqueleto de los corales. Posee diversas
adaptaciones para sobrevivir en condiciones limitantes de oxigeno y luz; y su rol como
simbionte ha sido cuestionado. El objetivo del presente trabajo fue explorar la diversidad
de Ostreobium en el coral Porites panamensis que habita en un ambiente hidrotermal
somero de Bahia Concepcion en el Golfo de California. El andlisis incluy6 informacion
proveniente de librerias generadas por los tipos de secuenciacion de amplicon y de ARN
(Amplicon-seq y RNA-seq, respectivamente). Se incluyeron librerias correspondientes a
once muestras recolectadas en una comunidad coralina en una ventila hidrotermal somera
y se implement6 un flujo bioinformatico para su analisis. Se encontr6 la presencia de los
clados 1 y 2, y la reconstruccion filogenética sugiere potencialmente siete nuevos clados
adicionales a la diversidad de Ostreobium reportada para el gen 16S. Por otro lado, se
resaltan diferencias contrastantes entre la composicion de ASVs (Amplicon Sequence
Variants) presentes en las librerias Amplicon-seq y RNA-seq. Se observé un mayor nimero
de ASVs obtenidos de las librerias generadas por el método de secuenciacion RNA-seq.
Los ASVs detectados en las librerias generadas por el método Amplicon-seq fueron mas

abundantes, y se detectaron dos ASVs compartidos entre métodos de secuenciacion.
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ABSTRACT

Reef ecosystems are essential to ocean’s health and productivity. Given the growing
environmental problems globally, these ecosystems have been threatened in an array of
forms and it has resulted in ecosystem imbalances. Particularly, one of the most threatened
factors are symbiotic interactions associated to reef-building corals. Environmental surveys
generally focus in zooxanthellates and bacterial communities to assess stress response
factors. Therefore, endolithic organisms, such as Ostreobium, are often overlooked.
Ostreobium 1s a genus of green algae that lives within corals CaCOs substrate. Its role as a
symbiont has been disputed, but its ecology and biology have revealed that it has special
adaptation which allow it to thrive in such a limited environment, specifically lacking
sunlight and oxygen. The aim of this study was to explore the diversity of Ostreobium in
the coral Porites panamensis which inhabits a shallow hydrothermal environment in Bahia
Concepcion, Gulf of California, México. The analysis included data from libraries
generated from two different sequencing methods (Amplicon-seq and RNA-seq). It was
implemented a new bioinformatic workflow to extract Ostreobium sequences. The libraries
included corresponded to eleven samples collected in a coral reef within hydrothermal
vents. The phylogenetic analysis found the presence of clades 1 and 2, regarding
Ostreobium’s reported 16S phylogeny, and it suggested the presence of potentially new
strains distributed in 7 new clades. Additionally, it was found contrasting differences
between Amplicon Sequence Variants (ASVs) composition between Amplicon-seq and
RNA-seq libraries. There were more ASVs in RNA-seq libraries in comparison to the
Amplicon-seq ones. Nevertheless, ASVs present in Amplicon-seq libraries were much
more abundant. Despite those differences, both methods were able to retrieve the same

results in terms of the diversity observed between vent and control samples.

xii



I. INTRODUCCION

Los ecosistemas marinos son constantemente amenazados y afectados por diversos
factores inducidos por actividades antropogénicas que alteran procesos biologicos cruciales
para el sustento de la vida marina (Halpern et al., 2007). Los ecosistemas arrecifales son
los ejemplares mas representativos debido a que son reservorios de hdbitats para la
sobrevivencia de especies clave en términos ecologicos y comerciales. Albergan alrededor
del 25% de la vida marina conocida y proporcionan servicios ecosistémicos como
seguridad alimentaria, turismo, proteccion costera a millones de personas (Burke et al.,

2011; Hughes et al., 2017)

Una de las amenazas que afecta de manera masiva a los arrecifes coralinos es el
incremento en la temperatura y la acidificacion oceénica (Feely et al., 2009; Sully et al.,
2019). Los organismos afectados de manera directa son aquellos que presentan estructuras
externas de carbonato de calcio (CaCO3) (Kroeker et al., 2013). Entre estos, se encuentran
los corales formadores de arrecifes (hermatipicos) pertenecientes al orden Scleractinia.
Estos corales presentan interacciones simbioticas con diversos microorganismos (e.g.
Bacteria, Fungi, Archaea, Clorophyta) a nivel tisular y esqueletal, formando un sistema
holobionte. Dichas interacciones proporcionan al coral hospedero proteccion contra
patdgenos, obtencion de energia requerida a través de los productos de fotosintesis y ciclaje

de nutrientes, entre otros beneficios (Peixoto et al., 2017).

Distintas especies de corales han demostrado una resiliencia ante estresores ambientales.
La heteregenoidad ambiental es uno de los factores que favorecen la resiliencia de los
organismos arrecifales, debido a que la complejidad estructural y fluctuacion de factores
bidticos/abidticos favorecen la plasticidad fenotipica y genética de los corales (Brown,

1997).



Los mecanismos de adaptacion que se han generado particularmente para favorecer la
tolerancia térmica se han observado en la flexibilidad de las asociaciones simbionte-coral,
en donde algunos linajes del simbionte fotosintético endotermal (Symbiodiniaceae)

presenta mayor tolerancia ante fluctuaciones de temperatura (Howells ef al., 2012).

Adicionalmente, se han observado diferencias en la composicion del microbioma entre
corales sujetos a ambientes variables y corales expuestos a ambientes homogéneos (Ziegler
et al.,2017). Por ejemplo, los corales que ocurren en ambientes con temperaturas variables
tienen menos probabilidad de ser sujetas a eventos de blanqueamiento (Safaie et al., 2018).
A nivel transcriptomico, se han observado diferencias marcadas en la expresion genética

de corales expuestos a ambientes extremos (e.g., ventilas hidrotermales) (Savary et al.,

2021; Trevino, 2020).

A nivel del esqueleto, existen otros simbiontes (o endolitos) fotosintéticos con capacidad
de bioerosion para colonizar el esqueleto de corales esleractineos (Ricci ef al., 2019). El
endolito mas abundante en corales es Ostreobium (Reyes-Nivia ef al., 2013), un alga verde
que se ha estudiado relativamente poco en comparacion con las comunidades de
Symbiodiniaceae y procariotas. Estas algas estdn adaptadas para realizar procesos
fotosintéticos en condiciones limitadas de luz y oxigeno (Kiihl ef al., 2008). Estudios han
comprobado que estos endolitos aumentan su densidad y abundancia durante eventos de
blanqueamiento debido que aumenta la irradiacion de luz solar por la pérdida de los
simbiontes del tejido (Diaz-Pulido & McCook, 2002; Fine et al., 2006). Ademas, la
colonizacion de endolitos fotosintéticos se favorece en condiciones de bajo pH (I. C.
Enochs et al., 2016). Consecuentemente, se ha sugerido que los productos de la fotosintesis
de Ostreobium brinda al coral una fuente de alimento alternativa durante eventos de

recuperacion de blanqueamiento (Fine & Loya, 2002).

A pesar del rol crucial que Ostreobium es capaz de impartir en el sistema holobionte,
aun se desconoce mucho acerca de este género. En términos de diversidad, la morfologia
que presentan no hace posible su identificacion taxondmica por lo que se recurre a

herramientas moleculares para su identificacion genética (Verbruggen, 2014). Las regiones



mas utilizadas para su identificacion son los marcadores de origen de cloroplasto tufA, rbcL

y 168, de origen mitocondrial (Marcelino & Verbruggen, 2016; Sauvage et al., 2016).

Un estudio previo ha identificado tres linajes genéticos principales distribuidos en el
Caribe, Atlantico sur, Océano Indico, Pacifico Australiano y Sureste Asiatico (del Campo
et al., 2017). Adicionalmente, un estudio realiz6 una caracterizacion en un gradiente de
profundidad de 6 a 55 men donde se identificaron 7 linajes genéticos, presentando
estructura conforme aumentaba la profundidad lo cual sugiere que las condiciones externas
del coral influyen con la composicion de las comunidades de Ostreobium (Gutner-Hoch &
Fine, 2011). Estudios de microbioma han revelado la existencia de al menos 80 unidades
taxonomicas operativas (OTUs). Esto sugiere que su diversidad ha sido subestimada y en
consecuencia, futuros estudios podrian revelar informacion ecoldgica/genética que podria
ser interpretada como indicadores de degradacion de ecosistemas (Marcelino &

Verbruggen, 2016; Sauvage et al., 2016).

En este estudio se busca generar nueva informacion acerca de la diversidad del género
de Ostreobium en un ambiente hidrotermal somero, el cual puede ser clave para conocer la
contribucién de este simbionte en la supervivencia de los corales constructores de arrecifes.

Asimismo,

El principal objetivo de este estudio fue explorar la diversidad de Ostreobuim en el coral
Porites panamensis en un ambiente hidrotermal somero del Golfo de California, partiendo
de librerias generadas por dos métodos de secuenciacion diferentes (Amplicon-seq y RNA-
seq). Consecuentemente, se buscé comparar las diferencias en niveles de diversidad
recuperados por cada método. Para esto, se utilizé una base de datos de secuencias del gen
16S correspondientes a Ostreobium y se realizaron mapeos en cada libreria para recuperar
las secuencias que se alinearan con estas. Se sigui6é con un flujo de trabajo bioinformatico
para agrupar las secuencias en ASVs (Amplicon Sequence Variants) y proceder con su
asignacion taxondmica, la cual se realizo inicialmente partiendo de la base de datos SILVA.
Posteriormente, se llevaron a cabo multiples fases de filtrado obtener las secuencias

correspondientes a ASVs. Por tltimo, se realizo un andlisis filogenético con las secuencias



recuperadas a partir de ambos métodos e incorporando secuencias de una resolucién

filogenética publicada para el gen 16S (del Campo et al., 2017)

Este estudio permitié conocer la diversidad de linajes de Ostreobium en el coral Porites
panamensis en un ambiente hidrotermal somero del Golfo de California, expandiendo la
distribucion de dos de los tres clados conocidos para el gen 16S. Se reportan 7 clados
potenciales adicionales. Asimismo, se hizo una comparacion de los niveles de diversidad
recuperados dependiendo de los métodos de secuenciacion implementados (Amplicon-seq
y RNA-seq). Se comprobd que RNA-seq recuper6 mayor diversidad en términos de linajes
genéticos. Sin embargo, ambos métodos fueron comparables para realizar comparaciones

entre las muestras expuestas a condiciones hidrotermales y las muestras control.



II. JUSTIFICACION

La microalga endolitica Ostreobium es uno de los integrantes del holobionte coral-
simbiontes poco estudiados. Se ha propuesto que pueden proporcionar fotosintasas a los
corales durante eventos de blanqueamiento cuando pierden gran parte de su simbionte
principal (Symbiodiniaceae) (Fine & Loya, 2002). La ambigiiedad que rodea a Ostreobium
se debe a que distintos enfoques en estudios de lo han pasado por alto restringiendo los
andlisis a comunidades bacterianas o a Symbiodiniaceae (Cunning et al., 2018; D’ Angelo

et al., 2015; Grottoli et al., 2018; LaJeunesse et al., 2018).

La biomasa de Ostreobium incrementa bajo condiciones de calentamiento global y
acidificacion ocednica inducidas por acciones antropogénicas (Reyes-Nivia et al., 2013).
Asimismo, se ha demostrado que esta alga presenta altos niveles de diversidad genotipica
y se ha hipotetizado que dicha diversidad les confiere a su vez alta diversidad fisioldgica

(Verbruggen & Tribollet, 2011).

Las tendencias actuales de estas condiciones ponen en riesgo a comunidades arrecifales
a nivel mundial (Burke ef al., 2011; Feely et al., 2009; Guinotte & Fabry, 2008; Hubbard
et al., 2016). Sin embargo, existen ambientes como las ventilas hidrotermales someras que
permiten estudiar las respuestas de los organismos arrecifales ante condiciones de alta
temperatura, bajo pH y niveles considerables de toxicidad. Los corales expuestos a
ambientes hidrotermales han desarrollado estrategias adaptativas para sobrevivir en

condiciones adversas (Camp et al., 2017; Palumbi et al., 2014).



La prevalencia de poblaciones coralinas que viven en los limites de tolerancia de
estresores ambientales es de extrema importancia puesto que demuestran alto potencial de
sobrevivencia ante los efectos del cambio climatico y por lo tanto representan importantes
reservorios genéticos para poblaciones que no han sido expuestas a condiciones extremas

(Camp et al., 2018; Grottoli et al., 2018; Morikawa & Palumbi, 2019).

La presente investigacion aportara en la informacion genética y distribucion geografica
de Ostreobium; y en la potencial respuesta de corales del género Porites bajo condiciones
hidrotermales en el Golfo de California. Esta informacion no solo sera de relevancia para
la region de estudio, sino que generard nuevas interrogantes respecto respecto a las

dinamicas de Ostreobium a nivel global.



1.  OBJETIVOS

A. General

Explorar la diversidad de linajes del endolito Ostreobium en el coral Porites panamensis

en un ambiente hidrotermal somero en Bahia Concepcion, Golfo de California.

B. Especificos

Implementar un flujo de trabajo para el procesamiento de secuencias de Ostreobium

partiendo de los métodos de secuenciacion RNA-seq y Amplicon-seq

Comparar los niveles de diversidad recuperados de ambos tipos de secuenciacion

Determinar la relacion filogenética de los linajes de Ostreobium identificados respecto a la

diversidad conocida actualmente



IV. HIPOTESIS

El endolito fotosintético Ostreobium spp. se ha adaptado para sobrevivir en condiciones
limitadas de luz y CO2. Ademads, se ha demostrado que aumentan su biomasa bajo
condiciones 4acidas. Por lo tanto, se espera detectar una composicion de linajes de
Ostreobium diversa y diferente en un ambiente hidrotermal, caracteristico por presentar pH
acido, elevadas temperaturas y eutrofizacién, con respecto a la diversidad conocida

actualmente.



V. MARCO TEORICO

A. Ecosistemas arrecifales

Los arrecifes de coral son ecosistemas marinos someros definidos por estructuras fisicas
y organismos que los habitan. Estdn conformados principalmente por corales del orden
Scleractinia, conocidos también como corales hermatipicos. Estos corales secretan un
esqueleto de carbonato de calcio y forman estructuras coloniales masivas que permiten ser
la base en la formacion de ecosistemas arrecifales (Spalding ef al., 2001). Ademas, otros
organismos importantes que contribuyen con la diversidad estructural de los arrecifes son
los corales blandos, esponjas, macroalgas, equinodermos, moluscos, entre otros (Sheppard

etal.,2018).

El ambiente heterogéneo dado por la complejidad estructural de estos ecosistemas
permite albergar entre 600,000 a mas de 9 millones de especies de animales y plantas a
nivel global. Sin embargo, no se conoce una cifra exacta respecto a su biodiversidad puesto
que se estima que solo se han descrito el 10% de especies asociadas a arrecifes (Knowlton,
2001; Sheppard et al., 2018). Esta amplia diversidad se debe a que los ecosistemas
arrecifales proporcionan hébitats y microhdbitats clave para la proteccion, crianza y fuente

de alimento para distintas especies marinas (Gratwicke & Speight, 2005).

La distribucion de estos ecosistemas se restringe a areas tropicales y subtropicales
someras debido a su dependencia con la luz solar (Sheppard et al., 2018; Burke et al.,
2011). Se han definido 6 regiones mayores en donde se encuentran distribuidos ecosistemas
arrecifales, siendo estas: Atlantico, Australia, Océano Indico, Medio Oriente, Pacifico y
Suroeste Asidtico. Se estima que el area total que abarcan estos ecosistemas a nivel global

es de aproximadamente 250,000 km? (Burke et al., 2011).



Los arrecifes son ecosistemas altamente vulnerables ante amenazas globales como
calentamiento de océanos y acidificacion oceanica. Estas amenazas son las principales

causantes en provocar los fendémenos de blanqueamiento coralino, en donde los corales
son expuestos a condiciones estresantes de alta temperatura y en consecuencia expulsan
gran parte de sus simbiontes fotosintéticos (Camp et al., 2018). Ademas, existen amenazas
locales tales como desarrollo costero, contaminacidén agroquimica, contaminacién por
desechos solidos y sobre pesca (Burke et al, 2011). El incremento de la temperatura
superficial ocednica se ha vuelto uno de los principales estresores para los corales
escleractinios. Los aumentos de la temperatura superficial las regiones del océano Indico,
sureste asiatico y algunas partes del Pacifico estan asociadas al fenomeno tropical El Nifio
(ENSO); lo cual ha aumentado los eventos de blanqueamiento coralino (Walker et al.,

2010)

B. Tipos de ambientes arrecifales

Desde la diversificacion de los metazoos en el periodo Cambrico, (540 m.a) distintos
organismos han evolucionado caracteristicas asociadas a formaciones arrecifales, lo cual
ha provocado dificultad de caracterizar a dichos ecosistemas de manera universal (Wood,
1999). Sin embargo, las comunidades bénticas de los ecosistemas arrecifales generalmente
definen los tipos de fondos determinados por la composicion taxonémica de los organismos
que los conforman (Hochberg ef al.,, 2003). En términos generales, las comunidades
asociadas a arrecifes estdn dadas por interacciones entre corales, algas y sedimentos de

carbonato (Kinsley, 1985, como se citdé en Hochberg et al., 2003).
1. Camas de rodolitos

Estos ambientes estan constituidos por agregaciones extensas de nddulos de algas
calcareas no geniculadas en habito de vida libre (Bosence, 1983; Foster, 2001). Las algas

coralinas pertenecen a las algas rojas (Rhodophyta) y se caracterizan por presentar un tallo

pétreo formado por depositos de calcita en sus paredes celulares. Se pueden desarrollar en
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hébitos epifitos, epizoicos y enddficos. Sin embargo, ante la ausencia de sustratos solidos,
las algas coralinas se desarrollan en forma de nodulos y colonizan el lecho marino
sedimentario, creando camas o bancos de rodolitos (Littler & Littler, 2013). A nivel
taxondémico, se han descrito alrededor 71 especies distribuidas en los 8 géneros mas
comunes de algas rojas coralinas formadoras de rodolitos (Hydrolithon, Neogoniolithon,
Lithophyllum, Sporolithon, Lithothamnion, Phymatolithon, Mesophyllum y Spongites)
(Harvey & Woelkerling, 2007).

Estas agregaciones imparten un rol critico en la consolidacion de los arrecifes coralinos
tropicales debido a su alta capacidad de produccion de materia calcarea (Bjork ez al., 1995;
Littler, 1972; Stanley, 2003). La distribucion de dichos ecosistemas abarca desde regiones
polares hasta los tropicos. Su abundancia predomina en el Mediterraneo, el noroeste del
atlantico, la region del Caribe, el Golfo de California, la plataforma continental del este de

Brasil, el sur de Japon y en el oeste de Australia (Foster, 2001).

Las camas de rodolitos son ambientes heterogéneos complejos que brindan hébitats que
permiten albergar alta diversidad de comunidades bénticas (Steller et al., 2003). Ademas,
estudios han comprobado que estos ecosistemas también permiten el reclutamiento de
invertebrados de alto valor comercial, especies de corales y equinodermos bajo proteccion
y criptofauna (Foster, 2001; Riosmena-Rodriguez et al., 2010; Riosmena-Rodriguez &

Medina-Lopez, 2010).

La asociacion entre corales escleractinios y las agregaciones de rodolitos se considera
beneficiosa en gran parte debido al rol que presentan en la cadena energética de arrecifes
coralinos. La presencia de especies herbivoras coralinas promueven la eliminacion de
epifitas que reducen la cantidad de luz disponible (Littler & Littler, 2013). Por otra parte,
se ha demostrado que larvas de coral son capaces de seleccionar especies de algas rojas
coralinas como sitios de asentamiento por medio de sefiales quimicas como una estrategia

antiincrustante por motivos de competencia de espacio (Harrington et al., 2004).
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En el Golfo de California se ha reportado que la capacidad fotosintética y calcificante
de los rodolitos disminuye durante el verano, lo cual sugiere que son ecosistemas
vulnerables ante cambios drasticos de temperatura (Steller, 2007). Por lo tanto, su manejo
debe ser considerado puesto que son habitats cruciales para la recuperacion de especies de

importancia ecologica y economica (Hinojosa-Arango ef al., 2014).

La densidad de rodolitos, tanto en términos de especies como caracteristicas de
crecimiento (e.g. ramificaciones y volumen del talo) contribuyen con incrementos en la
abundancia y riqueza de organismos. Esto se debe a que aumenta de espacio disponible y
el sustrato es mas estable ante perturbaciones de olas (Hinojosa Arango & Riosmena-
Rodriguez, 2004; Steller et al., 2003). Ademas, se ha reportado que la abundancia de
criptofauna en camas de rodolitos suele incrementar por acumulacion a medida que crecen

los rodolitos (Foster et al., 2007).

C. Ambientes marginales

Los ambientes marginales son aquellos que presentan comunidades coralinas bajo
condiciones que se acercan a los umbrales de tolerancia ambiental para el desarrollo y la
sobrevivencia de corales. Estas pueden ser condiciones altas o bajas de temperatura,
salinidad, concentracidon de nutrientes; o baja penetracion de luz y saturacion de aragonito
(Kleypas et al., 1999; Perry & Larcombe, 2003). Los ambientes marginales pueden
propiciarse en areas de elevada y baja altitud, zonas de flujo de nutrientes o afloramientos
y areas con alta turbidez (Benzoni et al., 2003; Johannes ef al., 1983; Moyer et al., 2003;
Perry & Larcombe, 2003).

Algunos sistemas naturales presentan variaciones naturales de temperatura, como las
pozas de marea en las Islas Samoa ( Camp et al., 2018). Estas pozas se han caracterizado
por albergar altos niveles de diversidad de comunidades coralinas a pesar de presentar
cambios térmicos y biogeoquimicos drasticos, por lo que han sido sujeto de estudio para
comprender los regimenes de tolerancia térmica en corales escleractinio (Craig et al., 2001;

Koweek et al., 2015; Oliver & Palumbi, 2011).
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Entre otros ecosistemas que presentan comunidades coralinas en ambientes marginales
son los arrecifes del Golfo Pérsico-Arabigo (PAG por sus siglas en inglés). Estos sitios
experimentan las temperaturas ocednicas mas altas conocidas durante la temporada de
verano y elevadas concentraciones de salinidad (> 41kg/g) (Ibrahim et al., 2020; B. M.
Riegl et al., 2011). Sin embargo, se han registrado alrededor de 60 especies de coral (B.
Riegl & Purkis, 2011); lo cual ha despertado interés para estudiar los mecanismos que estos
corales han desarrollado para sobrevivir y prosperar en condiciones que reflejan los

escenarios futuros del cambio climatico (E. F. Camp et al., 2018).

Los arrecifes que se desarrollan en ambientes turbios y mesofoticos (>30 m) presentan
limitaciones en la disponibilidad de luz solar (Kahng et al., 2019; Morgan et al., 2020).
Esto generalmente se considera como un factor restrictivo en la distribucion de los corales,
puesto que los dinoflagelados simbiontes no pueden llevar a cabo los procesos
fotosintéticos de efectivamente (Rogers, 1990). No obstante, los eventos de estrés térmico
globales generan impactos negativos en los ecosistemas arrecifales someros cristalinos
debido a la excesiva irradiacion que experimentan (Ayoub et al., 2006). Por lo tanto, se ha
propuesto que los ambientes marginales turbios y mesofoticos pueden actuar como sitios
potenciales de refugio para las especies de coral y otros organismos que dependen de ellos

(Armstrong et al., 2013; Cacciapaglia & van Woesik, 2015).

Las condiciones naturales de bajo pH y altas concentraciones de CO2 generan ambientes
marginales que reflejan los procesos que se observan durante eventos de acidificacion
oceanica inducida por factores antropogénicos (Aiuppa et al., 2021). El océano absorbe el
exceso del CO:2 atmosférico y debido al incremento de emisiones de gases de efecto
invernadero los niveles de pH han disminuido drasticamente y esto resulta en una reduccion
en la saturacion de los diferentes estados minerales del carbonato de calcio, como el
aragonito (Feely et al., 2009). Las consecuencias directas se observan en la integridad de
organismos marinos calcificantes (Guinotte & Fabry, 2008; Kroeker ef al., 2013). Existen
ambientes naturales que presentan estas condiciones y albergan biodiversidad clave; entre
estos las ventilas hidrotermales y sitios de emanacion de manantiales marinos (Camp et al.,

2018).
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1. Sistemas hidrotermales

Las ventilas de filtracion de COz son sistemas submareales someros o profundos que
surgen en dorsales medio-ocednicas, arcos insulares y en el mar epicontinental. Estos
sistemas se caracterizan por presentar condiciones contrastantes respecto a otros
ecosistemas marinos principalmente por elevadas temperaturas, enriquecimiento en
compuestos reductores, gases y metales pesados. (Tarasov et al., 2005). Para considerar
una ventila como somera esta debe presentarse a profundidades menores de 212 m
principalmente por diferencias en composicion faunistica y otros parametros ambientales

(e.g penetracion de luz, presion) (Price & Giovannelli, 2017; Tarasov et al., 2005).

Diferentes fenomenos geoldgicos conocidos han generado ventilas hidrotermales
someras. Islandia presenta cerca de sus costas sobre la dorsal mid-Atlantica actividad
hidrotermal, el rift Terceira ha dado lugar a las ventilas de Azores, los arcos volcanicos de
Kermadec y las Antillas Menores, puntos calientes de Hawaii, Samoa e Islandia; en
margenes continentales sobre tectdnicas extensionales del Pacifico Este y el Golfo de

California (Dando, 2010).

Los fluidos hidrotermales de ventilas someras estan enriquecidos con sodio (Na), potasio
(K), calcio (Ca), cloro (Cl), 6xido de silicio (IV) (SO2), sulfuro de hidrégeno (H2S), dioxido
de carbono (COy); y carecen de sulfatos (SO4) y magnesio (Mg) respecto al agua marina
circundante. La temperatura generalmente sobrepasa los 90°C, siendo la temperatura
maxima reportadal35°C. La acidez puede llegar niveles de pH desde 5.7 hasta 1.9 (Price
& Giovannelli, 2017; Prol-Ledesma et al., 2004). El gas predominante emanado por estos
sistemas es el CO2, teniendo un promedio de 87+20.7 vol% a menores niveles hidrogeno

(Hz2), metano (CH4) y HaS (Aiuppa et al., 2021).

Hasta la fecha, se han identificado 70 ventilas hidrotermales someras de origen
volcanico (Price & Giovannelli, 2017). Sin embargo, no se han explorado todas y
unicamente se ha generado informacién acerca de caracteristicas geoquimicas y/o

biologicas en 56 de ellas (Aiuppa et al., 2021).
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Las ventilas hidrotermales someras son capaces de albergar distintos tipos de fauna a
nivel micro- y macroscopico (Dando, 2010). Los niveles de diversidad suelen ser bajos
debido a los incrementos periddicos de temperatura y disminucion de pH (Fricke et al.,
1989; Melwani & Kim, 2008). Sin embargo, un estudio en el sistema hidrotermal de la Isla
de Milos, Mar Egeo registr6 elevados niveles de diversidad de especies epibénticas
(Chlorophyta, Cnidaria, Mollusca, Annelida y Chordata). A partir de este descubrimiento
surgieron 7 hipdtesis complementarias que intentan explicar el fenomeno observado: (1)
las ventilas presentan caracteristicas de perturbacion intermedia, lo cual induce la
mortalidad de organismos y permite la coexistencia de varias especies; (2) la alta
temperatura durante el verano favorece el desarrollo de las especies de aguas célidas; (3)
las emanaciones de la ventila generan alteraciones en la capa mas profunda de agua,
provocando rugosidad en el lecho marino y aumentando la heterogeneidad del habitat; (4)
la deposicién de minerales aumenta la bioconstruccion con calcio y aumentan los sitios
libres para habitar; (5) la emision de fluidos induce mecanismos advectivos que favorecen
el reclutamiento; (6) las ventilas emanan nutrientes que aumentan la productividad
primaria; y (7) la quimiosintesis bacteriana favorece la fotosintesis y por lo tanto

proporciona alta diversidad de fuentes de alimento para la fauna (Bianchi et al., 2011).

2. Arrecifes asociados a sistemas hidrotermales

Los corales escleractinios son altamente susceptibles ante cambios de pH en el ambiente
marino ya que su naturaleza sésil no les permite trasladarse a sitios con condiciones mas
favorables y su capacidad calcificante se disminuye (Goreau & Hayes, 1994; Jury et al.,
2019). Generalmente, especies formadoras de arrecifes desaparecen de ambientes acidos y
se reemplazan con especies resistentes a condiciones acidas (e.g. Porites spp.) y corales

suaves (Crook et al., 2011; Gonzalez-Delgado & Hernandez, 2018).
Se han registrado comunidades coralinas en cercanias a ambientes hidrotermales en

Papau, Nueva Guinea (Pichler, 1998; Pichler & Dix, 1996), Isquia, Italia (Hall-Spencer
etal., 2008); Islas Ryukytn (Iwotoroshima y Taketomi), Japén (Inoue et al, 2013;
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Nakamura et al., 2006), el norte de las Islas Marianas (I. Enochs et al., 2015) y en Bahia
Concepcion, Baja California (Oporto-Guerrero et al., 2018).

Los corales asociados al sistema hidrotermal de Bahia Concepcion en el Golfo de
California se presentan en parches monoespecificos conformados por las especies Porites
panamensis 'y Porites sverdrupi (Oporto-Guerrero et al., 2018). La composicion quimica
del fluido hidrotermal estd enriquecida con Ca, As, Hg, Mn, Ba, HCO3, Li, Sr, B, I, Cs, Fe
y Si. Ademas, presenta temperaturas variantes entre 72- 87°C y bajos niveles de pH 5.95-
6.02 (Prol-Ledesma et al., 2004). La composicion de los gases emanados por la ventila es
de 44% COz, 54% N2, 2.2% CHa, 0.7% Ar, 0.04 He, 0.007% H2 y 0.2% Oz (Forrest et al.,
2005).

Dadas las caracteristicas fisicoquimicas de estos ambientes, se considera que son sitios
andlogos naturales para estudiar el impacto de la acidificacion oceanica (Aiuppa et al.,
2021). Multiples especies arrecifales han demostrado gran capacidad de resiliencia ante
condiciones poco favorables (E. Camp et al., 2017; Hoegh-Guldberg et al., 2017; Porzio
etal.,2011); lo cual sugiere que las presiones ambientales a las que estan expuestas les ha

permitido desarrollar respuestas adaptativas (Calosi et al., 2013).

D. Estrategias adaptativas en corales

Tras los multiples eventos de blanqueamiento de coral que han surgido en los ultimos
20 afios, se han observado distintos tipos de respuestas en especies individuales y en
poblaciones coralinas (Sully et al., 2019). Segtin patrones de susceptibilidad observados en
corales del Sureste de Asia, las especies que habitan en regiones sujetas a cambios en los
regimenes de temperatura oceanica son mas resistentes a estrés térmico en comparacion

con especies que habitan en ambientes poco variables (Guest et al., 2012).
Investigaciones en los arrecifes del Golfo Pérsico-Arabigo han revelado mecanismos de

adaptacion desde niveles genéticos y metabolicos hasta rasgos fisiologicos (Camp et al.,

2018). Se han observado diferencias en expresion de genes en corales resilientes ante
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estresores ambientales, lo cual sugiere que existen procesos regulatorios mediados por
genes que permiten mantener la resiliencia fisiologica (Barshis ef al., 2013). A nivel
genético, se han descubierto alrededor de 100 loci que potencialmente confieren tolerancia
térmica y detectaron estos son mas abundante en corales que estan expuestos a condiciones
microclimaticas mas calidas respecto a otros corales dentro de un mismo arrecife (Bay &

Palumbi, 2014).

La sobrevivencia de los corales depende de su simbiosis con el dinoflagelado
fotosintético perteneciente a la familia Symbiodiniaceae (LaJeunesse et al., 2018). No
obstante, esta interaccion es altamente vulnerable a multiples amenazas ambientales
((Smith et al., 2017). Se ha descubierto que algunos corales albergan simbiontes termo
tolerantes (e.g. Symbiodinium thermophilum), lo cual los hace menos susceptibles a los
incrementos de temperatura superficial oceanica (D’ Angelo et al., 2015). Asimismo, se ha
sugerido que dichas interacciones simbidticas estdn conformadas segun las condiciones a
las que esta expuesta el hospedero y que la composicion de las mismas puede cambiar
conforme se presentan cambios ambientales (Cunning ef al., 2018; Oliver & Palumbi,

2011).

Las comunidades bacterianas imparten roles funcionales para la fisiologia de los corales
incluyendo la fijacion de nitrogeno, prevencion ante infecciones patogénicas, digestion de
nutrientes; entre otros (Rosenberg ef al., 2007). Se ha observado que la respuesta de
comunidades bacterianas durante eventos de estrés térmico difiere entre corales que habitan
ambientes calidos con variaciones de temperatura y corales en ambientes templados. Esto
sugiere que la estabilidad del microbioma de los corales esta directamente relacionada con

mecanismos de tolerancia térmica (Grottoli et al., 2018; Ziegler et al., 2017).

Los eventos de blanqueamiento dejan a los corales vulnerables ante diversos factores
como enfermedades e inanicion (Brandt & McManus, 2009). La falta de fuente energética
una de las principales razones por la que los corales no sobreviven (Kannapiran et al.,
2012). El esqueleto de los corales estd colinizado principalmente por un alga verde

perteneciente al género Ostreobium (Shashar et al., 1997). Actualmente sigue existiendo
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disputa respecto a la funcion de este organismo en los corales. Sin embargo, existe
evidencia que sugiere que proporcionan una fuente alternativa de energia por medio de los

productos de la fotosintesis durante eventos de blanqueamiento (Fine & Loya, 2002).

E. Endolito fotosintético Ostreobium spp. en corales escleractinios

Ostreobium es un género de alga verde endolitica perteneciente al orden Bryopsidales
(Ulvophycae, Clorophyta) (Verbruggen et al., 2009; Zechman et al., 1990). Su habito
endolitico se refiere a que vive dentro de un sustrato duro (esqueleto de coral) y disuelve
cavidades pequenas para establecerse. Ademds, son organismos fotdtrofos, es decir,
dependen de la luz para llevar a cabo reacciones fotosintéticas para obtener su alimento.
Morfologicamente se distingue por presentar ramificaciones tubulares con células que
contienen multiples nucleos y cloroplastos (Verbruggen & Tribollet, 2011). La
colonizacion de Ostreobium en esqueletos coralinos inicia justo después que las larvas se
adhieren a un sustrato fijo y se multiplican conforme el esqueleto va creciendo (Massé
etal.,, 2018). La distribucion geografica de estos linajes no se restringe a latitudes
tropicales, pues su naturaleza ‘extrema’ le permite sobrevivir en regiones de elevada altitud,

y en sitios con limitaciones de luz directa (Hoeksema, 2012).

Las comunidades endoliticas se pueden observar macroscopicamente como lineas de
bandas verdes dentro del esqueleto de corales del género Porites spp. (Le Campion-
Alsumard et al., 1995 como se citd6 en Massé et al., 2018). La biomasa de algas verdes
endoliticas excede alrededor de 16 veces la biomasa de los simbiontes Symbiodiniaceae
presentes en el tejido de los corales (Odum y Odum, 1955, como se cité en Marcelino et
al., 2017) Otros organismos fotosintéticos, el tejido y la capa superficial del esqueleto
absorben gran parte de la luz solar irradiada, provocando que Ostreobium solo cuente con
disponibilidad de menos del 1% de luz disponible (Halldal, 1968; Matthes et al., 2001). El
espectro de luz al que fotosintetizan se extiende hasta longitudes de onda roja lejanas
(Magnusson et al., 2007). Por lo tanto, han desarrollado mecanismos de limitaciones de

recursos (R. Marcelino et al., 2016).
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La funcioén de estos organismos ha sido debatida por algunos autores puesto que también
contribuyen con la bioerosion de los esqueletos coralinos (Verbruggen & Tribollet, 2011).
Dicha capacidad de bioerosion les confiere habilidad para dispersarse dentro del esqueleto
coralino, provocando que presenten niveles de diversdidad beta relativamente bajos en
comparacion con otros organismos que conforman el microbioma endolitico (e.g.
procariotas) (Marcelino ef al., 2018). No obstante, se cree que su capacidad fotosintética
puede facilitar la sobrevivencia de corales durante eventos de blanqueamiento, prolongando
su tiempo de vida para aumentar las posibilidades de volver a obtener a sus simbiontes
principales (Fine & Loya, 2002). Tras la expulsion de los simbiontes Symbiodiniaceae, la
densidad de Ostreobium aumenta considerablemente debido al incremento en la

penetracion de incidencia de luz y al aumento en la disponibilidad de nitrégeno y CO2

(Diaz-Pulido & McCook, 2002; Fine et al., 2006, Tha et al., 2021).

Por otro lado, se ha demostrado que la capacidad de bioerosion y la estructura de
comunidades endoliticas, incluyendo algas verdes, bacterias y hongos; se ven afectadas
bajo condiciones acidas (bajo pH) y elevados niveles de materia organica (Carreiro-Silva

et al., 2009; Tribollet et al., 2009).

1. Estudios genéticos de Ostreobium spp.

El endolito Ostreobium ha sido relativamente poco estudiado en comparacion con
organismos hospederos, dinoflagelados simbiontes y comunidades procariotas que habitan
el microbioma de los corales (Cunning et al., 2018; D’ Angelo et al., 2015; Grottoli et al.,
2018; LaJeunesse et al., 2018).

La informacion molecular de Ostreobium se ha obtenido a partir de la secuenciacion de
amplicones de marcadores genéticos codificados por plastidios (e.g. 16S, 18S, tufA, rbcL,
UPA) (Marcelino & Verbruggen, 2016, 2017; Sauvage efal, 2016). La evidencia
recopilada sugiere que se ha subestimado la diversidad de este género, pues estudios han
reportado numeros variables de linajes genéticos diferentes y se cree que la diversidad de
especies es mucho mayor a la reportada en literatura hasta la fecha (Gutner-Hoch & Fine,

2011). Adicionalmente, se han registrado linajes cripticos cuya resolucion taxonémica ain
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estd por resolver; y se ha observado que existe una zonificacion marcada de linajes
genéticos segun la profundidad. Este hallazgo sugiere que la dicha estructuracion se debe

a el contexto paisajistico de los arrecifes (Gonzalez-Zapata et al., 2018).

El marcador molecular 16S es uno de los mejores representados para Ostreobium en
bases de datos publicas debido a que se obtienen muestras de plastidios en estudios de
microbioma de distintos organismos en el medio marino (del Campo et al., 2017). Sin
embargo, se ha comprobado que se subestima grandemente la diversidad de algas al

implementar tinicamente los marcadores 16S y 18S (Marcelino & Verbruggen, 2016).

Segun la reconstruccion filogenética del marcador 16S (Campo et al. 2017), Ostreobium
pertenece a un grupo monofilético subdividido en 3 clados (nombrados como 1, 2 y 3) con
soporte del 100%. Ademads, determinaron que los clados 3 y 4 estan distribuidos
principalmente en el Caribe y el Océano Sur Atlantico, mientras que el clado 1 es
relativamente escaso en dichas regiones -pero aun presente- y cuenta con una distribucioén
mas global (Caribe, Pacifico -Mar del Coral, Mar de la China Meridional-, mar
Mediterraneo y océano Sur Atlantico) presente en especies coralinas complejas de la
familia Acroporidae, Poritidae Sidastrae; y en familias menos complejas como
Caryophyliidae, Faviidae y Mussidae. La distribucion de dichos clados presenta patrones
similares a los de los simbiontes dominante de la familia Symbiodiniaceae, sugiriendo una

posible co-evolucion en el sistema holobionte (del Campo et al., 2017).

El marcador de cloroplasto rbcL (subunidad grande de RubisCO) representa una region
genética de caracter fisioldgico que se caracteriza por estar involucrada en procesos de
fijacion de carbono, por lo que se ha propuesto su aplicacion en estudios que evaltian

cambios en la diversidad de mediados por factores ambientales (Kellogg & Juliano, 1997).

Por otro lado, Ostreobium cuenta con una sola copia del gen rbcL, lo cual indica que es
una region genética apropiada para analisis filogenéticos. Utilizando dicho marcador, se ha
demostrado estructura en la diversidad genotipica de 7 linajes de Ostreobium seglin estratos

de profundidad. Este hallazgo sugiere que distintos linajes presentan diferentes rasgos
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fisiologicos para adaptarse a las condiciones ambientales a las que estdn expuestos.
Ademas, se implementé una nomenclatura diferente para la determinacion de los clados
identificados, en donde cada clado es representado por una letra del alfabeto y las
agrupaciones dentro de cada clado se diferencian utilizando numeros (e.g. clado B, subtipo

B1) (Gutner-Hoch & Fine, 2011)

Un estudio de microbioma endolitico implementd un andlisis por medio de multiples
marcadores moleculares (tufA, 16S, 18S) y reveld la existencia de mas de 80 unidades
taxonomicas diferentes a nivel de especie del género Ostreobium; y varios linajes
pertenecientes a familias atin no descritas. E). El andlisis filogenético realizado en el mismo
estudio sugirid que Ostreobium podria estar representado por un nuevo suborden llamado
Ostreobinidae (Marcelino & Verbruggen, 2016). El marcador tufA (codificante para la
cadena de proteinas de factor de elongacion) presenta funciones altamente conservadas
asociadas a los procesos de traduccion de ARN en eubacterias, endosimbiontes eucariotas
y organelos (particularmente en el cloroplasto). Se considera como uno de los mejores
marcadores candidatos para estudios de cddigos de barras de organismos fotosintéticos
debido a su elevada tasa de amplificacion. Ademas, presenta una alta tasa evolutiva en
comparacion con otros genes como rbcLl, 16S, 18S, UPA e ITS; lo cual sugiere que es apto

para su aplicacion en filogenéticos (Saunders & Kucera, 2010).

Un estudio de comunidades endoliticas en corales masivos (Porites spp.) y ramificados
(Seriatopora hystrix y Pocillopora damicornis) en ambientes con altas concentraciones de
CO2 demostré que dichas comunidades (incluyendo bacterias, hongos, archaeas y algas
verdes) no cambian significativamente en su composicion y estructura respecto a corales
en condiciones control, sugiriendo que dichas comunidades son relativamente estables. Sin
embargo, observaron diferencias en la composicion de endolitos las especies ramificantes

respecto a las masivas (Marcelino et al., 2017).
El tamafio del genoma de cloroplasto de Ostreobium es relativamente reducido (81,997

nucledtidos) y se atribuye a las condiciones limitantes a las que esta expuesto. Se cree que

procesos de replicacion y reparacion de ADN en Ostreobium son menos frecuentes debido
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a las poca irradiacion solar a la que estd expuesto y su consecuente lento metabolismo y

crecimiento (Marcelino ef al., 2016).

El genoma mitocondrial de Ostreobium queretii estd conformado por 241,739 pb y es
considerado, hasta la fecha, el genoma més grande de las algas verdes. El tamano del
genoma mitocondrial contrastante respecto al genoma de cloroplasto sugiere que el tamafo
efectivo poblacional y los procesos de recombinacion/mutacion influenciados por proteinas
nucleares presenta dindmicas diferentes entre los genomas y por lo tanto la presion selectiva
del ambiente limitante no actua sobre la expansion del genoma mitocondrial de
Ostreobium. Las implicaciones de esto sugieren que los organismos dentro de este orden

presentan tamafios poblacionales efectivos (Repetti et al., 2020).

En el afio 2021 se publico el primer genoma nuclear de Ostreobium. En este estudio se
encontraron diferencias en la produccion proteinas asociadas al almacenamiento de luz
solar, sugiriendo adaptaciones genomicas a ambientes con condiciones de luz deficientes

(Iha et al., 2021).

F. Corales del género Porites

Porites es un género colonial de coral (Anthozoa: Sleractinia). Generalmente, su
crecimiento colonial es masivo y por consiguiente son elementos dominantes para muchas
regiones arrecifales. Algunas especies pueden presentar morfologias ramificantes e
incrustantes, pero estas usualmente se restringen a sitios mas aislados (Pichon, 2011). Uno
de los factores mas caracteristicos que resaltan dentro de este género es que diversas
especies han demostrado altos niveles de tolerancia y resiliencia ante condiciones estresoras
de origen natural y antropogénico (Carilli et al., 2017; O’Brien et al., 2018; Visram &
Douglas, 2007).

El esquema de formacion de su esqueleto proporciona informacion sobre otros aspectos

de su desarrollo e historia ecologica, como la tasa de crecimiento colonial y condiciones

ambientales pasadas (Knutson ef al., 1972; Mcgregor & Gagan, 2003). Por lo tanto, es
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ampliamente utilizado en estudios ecoldgicos, geoldgicos, evolutivos; entre otros (Pichon,

2011).

Porites sverduripi es una especie endémica del Golfo de California asociada a camas de
rodolitos (Lopez-Pérez et al., 2003; Reyes-Bonilla & Fosters, 1997). Esta catalogada como
vulnerable segin la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN, por
sus siglas en inglés) debido a multiples amenazas, entre estas distribucion limitada y
fragmentacion de habitat (Chiriboga et al., 2008). Ademas, se ha sugerido que P. sverdrupi
presenta niveles de tolerancia térmica bastante limitados en contraste con otras especies

congenéricas (Paz-Garcia & Balart, 2015).

Porites panamensis es una especie de crecimiento masivo endémica del Pacifico
Oriental. Su estado de conservacion segun la UICN es de preocupacion menor (Guzman &
Cortés, 2008), puesto que es una de las especies del género con mayor distribucion
latitudinal en el Pacifico Este y capacidad por tolerar condiciones poro favorables (Halfar
et al., 2005; Zapata & Lozano-Cortés, 2015) . Su capacidad de tolerancia se ha demostrado
por no presentar cambios significativos en sus tasas de calcificacion al estar expuestos a
concentraciones altas de CO2 (Fabricius ef al., 2011) Durante la Gltima década se reportd
la existencia de esta especie en cercanias de una ventila hidrotermal en el Golfo de
California. Las condiciones reportadas variaron segun la posicion de la fuente hidrotermal,
presentando un promedio de pH de 6.69. Colonias de P. panamensis fueron reportadas bajo

temperaturas de 30->48°C y bajo pH de 6.4 (Oporto-Guerrero et al., 2018).
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VI. MATERIALES Y METODOS

A. Sitio de estudio

Bahia Concepcidn se encuentra ubicada en la costa occidental del Golfo de California
(Figura 1). Presenta variaciones hidrograficas espacio-temporales debido a factores como
radiacion solar, afloramientos, estratificacion de la columna de agua y Corrientes de viento.
Durante la temporada de invierno presenta un ambiente homogéneo y frio, mientras que en

verano se genera un ambiente estratificado y calido (Obeso-Nieblas et al., 2012).

1. La Ventila

El sistema hidrotermal contemplado en el presente estudio se encuentra en las cercanias
de Punta Barbara (Figura 1) Se caracteriza por presentar flujos hidrotermales de
temperaturas que varian desde 50°C a 87°C. El agua circundante esta enriquecida con Ca,
As, Hg, Mn, Ba, HCO3, Li, Sr, B, I, Cs, Fe y Si (Prol-Ledesma et al., 2004). El pH del
agua puede descender hasta 7.09 (Trevino, 2020).
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Figura 1. Ubicacion geografica de sitio de recolecta
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B. Obtencion de datos

Las muestras se obtuvieron en recolectas realizadas en febrero del 2018 en la localidad
descrita anteriormente, referida como como La Ventila. La recolecta se llevd a cabo por
medio de una inmersion SCUBA en un transecto de 50 metros atravesando un arco de
ventilas hidrotermales a profundidad somera (~4-5 m). Las colonias muestreadas se
ubicaban a >1 m respecto a la linea del transecto. Se tom¢ la temperatura correspondiente
a cada punto de toma de muestra a lo largo del transecto. Las muestras que se encontraban
a>25°C se consideraron como “on-vent” y las que se encontraban a <25°C se consideraron

como “off-vent”.

Los fragmentos se extrajeron de colonias de P. panamensis utilizando un cincel y fueron
almacenados en bolsas previamente identificadas. Posteriormente, dichos fragmentos se
trasladaron a tubos estériles con RNA-later y se almacenaron a -20°C para su posterior
procesamiento. Los organismos de interés de donde se obtuvieron los fragmentos se
encontraban a un estrato de profundidad somero (~4-5 m). Las muestras recolectadas
fueron almacenadas para su posterior extraccion y secuenciacion de ARN (de aqui en
adelante referido como RNA-seq); y para la extraccion de ADN por medio del método de

secuenciacion de amplicon de la region V4 del gen 16S (método referido como Amplicon-

seq).
Cuadro 1. Descripcion de datos por analizar
Localidad Tratamiento Profundidad Librerias Librerias
Amplicon- RNA-seq
seq
La Ventila  On-vent(8)/Off-vent(3) ~4-5m 11 11
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Cuadro 2. Tratamientos segun las condiciones de muestras consideradas

Tratamiento ID Muestra

553
554
555
556
557
559
560
561
549
Control 552
558

Ventila

C. Extraccion de ADN y ARN y preparacion de librerias

1.  Amplicon-seq

Las muestras se sometieron a un drenaje del exceso de etanol y se aclararon tres veces
con agua estéril. Cada muestra se tritur6 con un mortero de polipropileno esterilizado.
Posteriormente, se realizo la extraccion de ADN microbiano se llevo a cabo utilizando el
kit Qiagen DNAEasy PowerSoil, siguiendo el protocolo del fabricante. Las
concentraciones de ADN extraido se midieron a través de un Floirometro Qubit2.0 (Life

Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) y se almacenaron a -20°C.

Las muestras de ADN se enviaron a la division de Preparacion y Secuenciacion de
Muestras Ambientales (Environmental Sample Preparation and Sequencing Facility
[ESPSF]) del Laboratorio Nacional Argonne para la preparacion de librerias y
correspondiente secuenciacion. Se amplificé la region V4 del gen 16S ARNr con

protocolos optimizados por ( Reigel ef al., 2020).
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2. RNA-seq

La extraccion y purificacion de ARN total se llevo a cabo utilizando el quit RNeasy®
Plus Minikit (QIAGEN). Las librerias se prepararon utilizando un kit NEBNext® Ultra™
Directional Library Prep para Illumina siguiendo el flujo de trabajo del fabricante. Las
librerias se enviaron al laboratorio de Genomics Facility del Departamento de Ciencias
Biologicas de la Universidad de Louisina (LSU por sus siglas en inglés) para control de
calidad, utilizando un ensayo de alta sensibilidad. Por ultimo, las librerias se enviaron a
Oklahoma Medical Research Foundation NGS Core y NOVOGENE, California para la
secuenciacion respectiva para cada set de muestras por medio de la plataforma Illumina-

HiSeq3000/4000.
D. Extraccion de secuencias de Ostreobium

Para la obtencion de secuencias de Ostreobium de las librerias RNA-seq y Amplicon-
seq, se realizd un mapeo de lecturas de por medio de la herramienta Bowtie2 (Langmead
& Salzberg, 2012). Se utilizaron los parametros --local -D 20 -R 3 -L 3 -N 1 -p 8 --gbar 1
--mp 3 (Nicholls, 2016). Para esto, se gener6 un indice con 507 secuencias de Ostreobium
en formato FASTA publicadas en GenBank (Anexo A). Las secuencias mencionadas
pertenecen a diversos estudios enfocados en comunidades microbianas, cuya identidad se
confirmé como Ostreobium debido a un analisis filogenético realizo por del Campo et al.

(2016).

E. Asignacion taxondmica preliminar

Se utilizo el programa Qiime2-2020.6 (Bolyen et al., 2019) para cuantificar los grupos
taxondmicos presentes en las librerias de RNA-seq y Amplicon-Seq. Las secuencias crudas
de cada libreria fueron importadas a dicho programa y fueron procesadas para el control de
calidad. En el caso de las secuencias de las librerias de RNA-seq, estas ya habian sido
procesadas en el programa TimGalore v0.6.2 descartando secuencias de baja calidad y poco
informativas (Q >30, >80pb) (Trevifio, 2020). Se utiliz6 el visualizador en linea de QIIME2

para realizar el control de calidad de las secuencias y posteriores funciones graficas
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(https://view.qiime2.org/). Se utiliz6 el paquete DADA2 (Callahan et al., 2016) para llevar

a cabo el proceso de control de calidad con el método “denoise-paired”, el método consenso
para la eliminacién de secuencias quiméricas y el subsecuente agrupamiento de lecturas en
ASVs (Amplicon Sequence Variant, por sus siglas en inglés). Las secuencias provenientes
de las librerias Amplicon-seq se truncaron en la posicion 230, tanto para la secuencia

forward como la reverse, para mantener el parametro Q superior a 30.

Los datos de cada libreria se unificaron utilizando la funcion merge/merge-segs en
QIIME?2 para realizar la asignacion taxondmica a partir de un mismo set de datos. Para esto
ultimo, se implementd la busqueda con el algoritmo clasificador Naive-Bayes (NBC)

utilizando la base de datos silva-138-99-nb (Bokulich et al., 2018, 2021).

Se realizo un filtrado taxondémico para llevar a cabo el posterior andlisis filogenético con
secuencias potencialmente pertenecientes a Ostreobium sp. Dado que la aplicacion de la
base de datos de SILV A no es estrictamente para clasificar a Ostreobium, se incluyeron las
ASVs denominadas bajo Eukaryota y Cloroplasto. Se optd por conservar dichos niveles
taxonomicos ya que (1) Ostreobium pertenece al dominio Eucariota y (2) se ha reportado
que la designacion taxonoémica de Ostreobium se encuentra erroneamente clasificada en la
base de datos SILVA bajo el filo Cianobacteria (Reigel ef al., 2021). Para reducir la
incidencia de eucariotas conocidos, se excluyd de manera especifica todos los ASVs que
incluyeran en su asignacion taxondmica alguno de los siguientes filos: Cnidaria, Porifera,
Artropoda, Dinoflagellata, Ascomycota, Basidiomycota, Phragmoplastophyta, Ciliophora,
Cercozoa y Retaria. Finalmente, los datos fueron exportados para su posterior andlisis de
diversidad. Dichos datos fueron: tabla de frecuencia de ASVs, archivo de asignacion

taxondmica, archivo .fasta con secuencias nucleotidicas correspondientes a cada ASV.

F. Filtracion por agrupamiento filogenético

Debido a que se obtuvieron ASVs clasificadas en niveles ambiguos/generales (i.e.
Cloroplasto, Eukaryota), se procedié a un proceso de exclusion de secuencias segun su

agrupamiento filogenético y consecuente confirmacion de identidad en BLAST. A
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continuacion, se describe el proceso que se llevo a cabo multiples veces hasta llegar al set

de datos curado para secuencias de Ostreobium.

G. Alineamiento de secuencias

Las secuencias correspondientes a cada ASV se importaron al servidor web Galaxy

v22.01 (https://usegalaxy.org/) para realizar los analisis filogenéticos posteriores (Afgan

et al., 2018). Para esto, se llevo a cabo un alineamiento multiple utilizando MAFFTv7.489
(Katoh & Standley, 2013) con el algoritmo ——auto. Para verificar la calidad del alineamiento
se utiliz6 software AliView v1.26 (Larsson, 2014) y los gaps fueron considerados como

informacion faltante (missing data).

H. Analisis filogenético

Para determinar la relacion filogenética de los linajes de Ostreobium presentes en las
librerias analizadas, se obtuvo el modelo de sustitucion nucleotidica que mejor se ajusto al
set de datos. Para esto, se utiliz6 la herramienta de ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al.,
2017) por medio del programa IQTREE v2.1.2 (Nguyen et al., 2015). Se consider6 el

criterio BIC para establecer el mejor modelo.

Se utiliz6 el programa FigTreevl.4.4 (Rambaut, 2018) y el software iTOL (Letunic &
Bork, 2021) para la visualizacion y edicion de arboles filogenéticos. Cada arbol se exporto
en formato PDF y se procedid a hacer los andlisis correspondientes de agrupamiento
filogenético. A su vez, se realizaron blisquedas en BLASTn (

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para corroborar la identidad de las ASVs desconocidas. Se

generaron archivos con los encabezados de las secuencias a eliminar del archivo fasta

general. Para esto, se utiliz6 la herramienta Filter FASTA por medio de usegalaxy.org.
El proceso anterior se llevo a cabo las veces necesarias hasta el descarte de todas las

ASVs que no eran de interés. A partir de esto se continud con un analisis mas a detalle

respecto al agrupamiento filogenético de los ASVs filtrados.
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[. Determinacion de linajes de Ostreobium

Para determinar los posibles linajes de Ostreobium presentes en las librerias analizadas,
se realizd un andlisis filogenético con las secuencias de ASVs filtradas en el proceso
mencionado anteriormente y se adicionaron 30 secuencias de referencia para considerar la
filogenia definida por del Campo et al. (2016). Se considerd a la macroalga Caulerpa

racemosa (Bryopsidales: Caulerpaceae) como grupo externo.

J. Generacion de mapas de distribucion de clados

Se generd un mapa actualizado de la distribucion de linajes de Ostreobium utilizando
QGIS-LTRv3.16.10-Hannover (QGIS.org, 2022). Se utilizo6 el plug-in QuickMapServices
(NextGIS, 2022) para el mapa base. Se generd una lista con los clados resueltos de la
filogenia conocida y sus puntos geograficos correspondientes, informacion obtenida de la
informacion suplementaria de del Campo et al., (2017); adicionando los puntos de las

muestras utilizadas en el presente trabajo y su designacion filogenética correspondiente.

K. Andlisis de composicion de ASVs por tipo de libreria y muestra

Se realizé un analisis exploratorio inicial para analizar la composicion de ASVs por tipo
de libreria y por tipo de muestra. Para esto, se tomaron en cuenta los ASVs filtrados seglin
los parametros de QIIME2 y los agrupamientos filogenéticos descritos anteriormente. Se
llevé un control de cuantificacion de lecturas desde las librerias pre-mapeadas, utilizando
el comando zcat | echo $(("'wc -1'/4)). Asimismo, se tabularon los datos resultantes del
proceso de control de calidad en QIIME2. El andlisis de diversidad alfa se llevé a cabo en
R v4.0.3, por medio de los paquetes phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013), vegan
(Oksanen et al., 2020) y ggplot2 (Wickham, 2009). Se estimaron los pardmetros riqueza
observada, Chaol, Shannon, InvSimpson. Los datos se sometrieron a la prueba Shapiro-
Wilk para comprobar su normalidad (p>0.05), dependiendo del valor p, se realizaron los

analisis de significancia correspondientes (Wilcoxon y T de Student).
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Adicionalmente, realizaron graficos de barra y de dona en Microsoft Excel para
visualizar la proporcion de ASVs segun la clasificacion taxondomica designada por QIIME2

antes y después del filtrado filogenético.
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VII. RESULTADOS

A. Procesamiento de secuencias Amplicon-seq/RNA-seq

Las librerias Amplicon-seq contaron con un promedio de 741,558 lecturas, a partir de
las cuales se recuperaron 165,259 lecturas (22.3%) por muestra tras el mapeo en Bowtie2.
Las librerias RNA-seq contaron en promedio con 29,627,341 lecturas por muestra, a partir
de las cuales se mapearon en promedio 28,943 lecturas (0.098%). Las librerias 561 y 552
presentaron el conteo de lecturas mapeadas mas bajo, teniendo 2,403 y 2,750,

respectivamente (Cuadro 1A).

Las lecturas de las librerias Amplicon-seq contaron con fragmentos de longitud
promedio de 253 nt (nucledtidos), longitud minima de 251 nt y maxima 320 nt. Tomando
en cuenta el control de calidad de las lecturas de Amplicon-seq, se conservo entre el 73.64%

hasta el 92.95% de secuencias combinadas (Figura 2C-D, Cuadro 2A).

Las lecturas de las librerias RNA-seq estaban conformadas por fragmentos de longitud
promedio de 187 nt, longitud minima de 80 nt y maxima de 288 nt. Asimismo,
representaron mayor pérdida durante el proceso de control de calidad, conservando entre

el 22.15% al 59.73% de lecturas combinadas (Cuadro 3A)
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Figura 2. Perfiles de calidad de secuencias por tipo de libreria. RNA-seq: Ay B

corresponden a secuencias forward y reverse, respectivamente. Amplicon-seq: Cy D
corresponden a secuencias forward y reverse, respectivamente. La linea punteada roja

sefala la posicion en donde se truncaron las secuencias de las librerias Amplicon-seq

B. Filtracion taxonomica en QIIME

A partir de la combinacion de set de datos de RNA-seq y Amplicon-seq, se realizaron
conteos de ASVs obtenidos a partir de la clasificacion taxondmica con la base de datos
SILVA. Tras el filtrado taxonomico realizado, en el cual se incluyeron los ASVs
clasificados bajo Eukaryota y Cloroplasto,el set de datos cont6 inicialmente con 10,231
ASVs tnicos distribuidos en todas las librerias. Seguidamente, se excluyeron
especificamente los filos Cnidaria, Porifera, Artrépoda, Dinoflagellata, Ascomycota,
Basidiomycota, Phragmoplastophyta, Ciliophora, Cercozoa y Retaria. El conteo filtrado

fue de 1,815 ASVs tinicos.

En términos de frecuencia de ASVs por libreria, en promedio las de RNA-seq
presentaron 15,670 ASVs y las de Amplicon-seq 137,637. El conteo de ASVs tnicos
seguido el filtrado mencionado resulté en promedio 4,172 para las librerias de RNA-seq y

61,675 para las librerias Amplicon-seq (Cuadro 4A).
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En la Figura 3. se puede observar un grafico representando la composicion taxondémica
de cada set de datos tras el flujo de trabajo de QIIME2. El set de datos de Amplicon-seq
recuperd 124 ASVs, a partir del cual el 69.6% corresponde a la clasificacion de Cloroplasto
y 16.8% a Ostreobium sp. y Ostreobium queketii. Las librerias de RNA-seq recuperaron
1,691 ASVs. En dicho set de datos, la clasificacion taxondmica predominante corresponde
a Eukaryota (70.3%), seguido por Cloroplasto (16.7%) y Ostreobium sp./Ostreobium
quekettii (14.3%).

n=124 n=1691

100%

Clasifiacién taxonémica
(SILVA)
m Emiliania huxleyi
= Ammopiptanthus mongolicus
m Pycnococcus provasolii
Ulva sp.
» Ulva expansa
u Picea glauca
m Prasiolopsis sp.
» Psammodictyon panduriforme
u Uncultured candidate
m Planoglabratella opercularis
m Cylindrotheca closterium
m Aureococcus anophagefferens
m Desmochloris halophila
m Ochrosphaera neapolitana
m Caulerpa racemosa
Ostreobium sp.
Ostreobium quekettii
u Cloroplasto
m Eukaryota
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Figura 2. Composicion taxonémica de ASVs designada por base de datos SILVA tras
filtrado inicial en QIIME.
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C. Filtracion filogenética

Considerando la representacion de ASVs clasificadas como Eukaryota y Cloroplasto, se
evalu6 el agrupamiento filogenético de las secuencias obtenidas para descartar las mas
distantes a las que se clasificaron como Ostreobium sp.y corroboradas en busquedas blast.
En el primer proceso de filtrado, se descartaron 61 secuencias clasificadas originalmente
como Eukaryota. En este caso se realizé un escaneo general, tomando en cuenta los ASVs
que se agruparon en los clados mas lejanos respecto a los ASVs clasificados como
Ostreobium (Figura 4A). Las busquedas de Blast verificaron que las secuencias excluidas
presentaron mayor similitud con organismos pertenecientes a Cnidaria, Porifera,

Amoebozoa, Basidiomycetes y Bacteria, con porcentajes de identidad >90-100%.

Partiendo del primer set filtrado (1,739 secuencias, Fig. 6B), el agrupamiento
filogenético para la segunda fase de filtrado permiti6 descartar 54 secuencias clasificadas
inicialmente como Eukaryota. En este caso, se observo la formacion de un clado definido
al inicio del arbol. Las secuencias seleccionadas para descarte fueron sometidas a
busquedas en blast y coincidieron con organismos pertenecientes al filo Bacteria, en su

mayoria no cultivadas.

El segundo set filtrado (1,686 secuencias, Fig. 6C) demostrd una resolucion filogenética
con clados mas definidos. Se descartd un total de 883 secuencias, de las cuales 546 fueron
clasificadas originalmente como Eukaryota y 337 como Cloroplasto. Las busquedas en
blast revelaron que pertenecian a bacterias no cultivadas, Ulvophyceae, Amoebozoa, Cnidaria
y algunos géneros especificos de bacteria, tales como: Staphylococcus, Vibrio, Caulobacter,
Leuconostoc; entre otros. Finalmente, se realiz6 un andlisis filogenético con el ultimo set de datos

filtrado, que corresponde a 799 secuencias (Figura 4D).
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Figura 3. Representacion visual del filtrado segiin agrupamiento filogenético A: 1,800

secuencias, B: 1,739, C: 1,686, D: 799 secuencias

Las librerias Amplicon-seq demostraron mayor abundancia por ASV, pero menor
cantidad de ASVs en general, teniendo una presencia total de 21 ASVs con un rango de
abundancia total entre 15 a 555,710 conteos (Cuadro 6A). Las librerias de RNA-seq
revelaron mayor presencia de ASVs distribuidas en cada muestra, teniendo un total de 778
ASVs con rango de abundancia desde 1 a 2,072. Se detectaron dos ASVs compartidas entre

las librerias Amplicon-seq/RNA-seq (ASV 486 y ASV 855).
Los datos de RNA-seq demostraron mayor riqueza absoluta por libreria, contando con

un maximo de 254 ASVs unicos en la muestra 557. Las librerias de Amplicon-seq rondaron

entre 2 a 7 ASVs tnicos por libreria (Cuadro 5A). Se observaron diferencias significativas

36



considerando le cantidad de ASVs observados por muestra y el indice de Shannon entre los

métodos de secuenciacion (Amplicon-seq/RNA-seq) (Wilcoxon: p<0.05) (Figura 5).

A | Amplicon-seq | RNA-seq B | Amplicon-seq | [ RNA-seq
Wilcoxon p<0.05 Wilcoxon p<0.05

Secuenciacion

Shannon

g Amplicon-seq

} B ~nA-seq

ASVs observados

04 04

Figura 4. Indices de diversidad alfa (A: Riqueza observada, B: Shannon) de los ASV's
obtenidos seglin segun su método de secuenciacion. Se incluyen sus respectivos valores
de significancia y La distribucion de los datos se visualiza al lado derecho de cada grafico

de caja, representando la estructura de los datos crudos utilizados para el analisis.

Consistentemente, los indices de diversidad obtenidos de las liberias RNA-seq con
mayores -numéricamente- en general a los obtenidos de las librerias Amplicon-seq. No
obstante, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras mas

cercanas a las ventilas hidrotermales y las muestras control, independientemente del

método de secuenciacion (Figura 6).
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recuperadas correspondientes a Ostreobium sp. segun tratamiento (control/ventila) con
sus respectivos valores p (p<0.05 para significancia). Los graficos A-C corresponden a

los ASVs obtenidos a partir de las librerias Amplicon-seq y D-F a las librerias RNA-seq.

Figura 6. indices de diversidad alfa (Chaol, InvSimpson y Shannon) de ASVs

La distribucion de los datos se visualiza al lado derecho de cada grafico de caja,

representando la estructura de los datos crudos utilizados para el analisis.

En la Figura 7 se puede observar la diferencia de informacion recuperada de ambos tipos

de librerias. Todas las librerias de Amplicon-seq poseen menos ASVs pero las presentes

cuentan con mas abundancia (Cuadro 6A). En el caso de las librerias de RNA-seq,

seobserva mayor cantidad de ASVs en menor abundancia distribuidas en todas las librerias.
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Figura 5. Heatmap para la representacion visual de las 100 ASVs mas abundantes en las
librerias analizadas. La linea roja divide las librerias de Amplicon-seq (izquierda) y RNA-

seq (derecha)
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Figura 6. Clasificacion designada por la base de datos de SILVA para los ASVs presentes
en las librerias RNA-seq (A), y Amplicon-seq (B)

En la Figura 8. se puede observar la composicion de ASVs clasificadas bajo las
categorias designadas por la base de datos SILVA. Dicha informacion se obtuvo a partir de
los respectivos procesos de filtracion en QIIME y por analisis filogenéticos. Las librerias
de RNA-seq presentaron el 69% de ASVs bajo clasificaciones generales/ambiguas, siendo
estas Eukaryota y Cloroplasto. Muchas de estas secuencias podrian corresponder a
Ostreobium, sin embargo, debido a su falta de representacion en bases de datos publicas,
se optd por conservarlas y corroborar su identidad en analisis posteriores (filogenético y
BLAST). Los ASVs clasificados como Ostreobium conformaron un 41% segun la base de
datos de SILVA. En el caso de las librerias de Amplicon-seq, las ASVs filtradas

correspondieron a clasificaciones designadas como Ostreobium sp. y O. quekettii.
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D. Analisis filogenético

El mejor modelo de sustitucion seleccionado segin el modelo BIC fue: HKY+F+G4. En
la Figura 9 se observa la resolucion filogenética basada en un andlisis de maxima
verosimilitud con 1000 iteraciones. Las franjas resaltadas representan el agrupamiento de
las secuencias de referencia con su clasificacion taxondmica correspondiente. En la Figura
9, se observa el mismo analisis filogenético, pero con los clados mas distintivos colapsados.
En general, 142 ASVs se agruparon al clado OST2 y 71 al clado OST1. No se genero
agrupamiento de ningiin ASV al clado OST3. Es importante resaltar los 5 agrupamientos
generados cercanos a OST2. Dichos clados se separan de OST2 con 100% iteraciones de

soporte y presentan soportes internos entre 92-100%

%%

88

Figura 7.Analisis de méaxima verosimilitud (1000 itreraciones) con ASVs filtrados
(n=800) y secuencias de referencia de GenBank (n=30) y Caulerpa racemosa como grupo
externo. El soporte se encuentra en los nodos de cada clado. Los clados més distintivos se

agruparon y el numero de coloracion azul frente a cada clado representa la cantidad se
secuencias agrupadas y la letra en color rojo en cada rama indica el. Los clados
coloreados presentan las secuencias de referencia y se diferenciaron segin del Campo et

al. (2016). Amarillo: OST2, rosa: OST1, celeste: OST3
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En el Cuadro 3. se presentan ejemplos de ASVs clasificados en clados especificos segiin
la resolucion filogenética dada. En general, los ASVs obtenidos de las librerias Amplicon-
seq se agruparon estrictamente en el clado 2. Los ASVs obtenidos de las librerias RNA-seq
se distribuyen en todos los clados salvo el 3. Los cinco ASVs mas abundantes se agruparon
en el clado 2, asi como los ASVs compartidos entre librerias. Los siguiente cinco ASVs

mas abundantes se agruparon en los nuevos clados E, C y D.

Cuadro 3. Clasificacion filogenética de ASVs mas abundantes.

ASV Método Clado
ASV 1464 Amplicon-seq 2
ASV 167 Amplicon-seq 2
ASV 70 Amplicon-seq 2
ASV 226 Amplicon-seq 2
ASV 1800 Amplicon-seq 2
ASV 1016 RNA-seq *E
ASV 274 RNA-seq *C
ASV 462 RNA-seq *C
ASV_1370 RNA-seq *E
ASV 1400 RNA-seq *D
ASV 486 Amplicon-seq/RNA-seq 2
ASV_855 Amplicon-seq/RNA-seq 2
ASV 202 RNA-seq 1
ASV_1060 RNA-seq 1

*Nota: Los clados nombrados con letras corresponden a las nuevas agrupaciones
filogenéticas observadas en el presente trabajo

En la Figura 10. se observa la distribucion actualizada de los clados conocidos de
Ostreobium, basado en analisis filogenéticos del gen 16S. Se denota la ampliacion de
distribucion de los clados 1 y 2 al Pacifico Oriental, asi como la presencia de nuevos linajes

genotipicos respecto a la diversidad conocida previamente.
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Figura 8. Distribucion geografica actualizada de la filogenia resuelta para el gen 16S de Ostreobium.




VIII. DISCUSION

A. Composicién de librerias Amplicon-seq/Rna-seq

Se observaron diferencias distintivas en la composicion de lecturas de cada libreria
dependiendo del método de secuenciacion. Inicialmente, las librerias de RN A-seq contaron
con mas lecturas (29,627,341) en comparacion con las de Amplicon-seq (741,558). Sin
embargo, al someter cada una al proceso de alineamiento en Bowtie2, se mape6 el 22.3%
de lecturas de Amplicon-seq y el 0.098% de lecturas de RNA-seq. El set de datos
procesados en QIIME recuperé mayor cantidad de ASVs de las liberias de RNA-seq
(Figura 3). Sin embargo, las librerias Amplicon-seq fueron mas informativas en términos

de abundancia por cada ASV (Figura 7).

Estas diferencias se podrian atribuir principalmente a las caracteristicas inherentes de
cada método de secuenciacion, principalmente a la profundidad y cobertura. En términos
generales, RNA-seq es una herramienta poderosa en términos de cantidad de informacion
recuperada, ya que abarca el transcriptoma completo. Sin embargo, la proporcion de
lecturas correspondientes a una identidad determinada puede ser variable, ya que son
lecturas de lo que se estaba expresando en dicho transcriptoma. En este caso, se trata de
lecturas que corresponden al hospedero (Porites panamensis) y a la complejidad de

organismos presentes en su microbioma.

En contraste, Amplicon-seq es un método dirigido. En este estudio especificamente para
la region V4 16S rADN (Reigel et al., 2021), lo cual implica que existe una delimitacion a
partir de la reaccion de polimerasa (PCR) para la amplificacion de dicha region. A pesar de
que los cebadores que amplifican para el gen 16S se han comprobado funcionales para

detectar algas verdes (Marcelino & Verbruggen, 2016).
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Asimismo, los cebadores implementados para la generacion del set de datos analizado
se especializan mas en la amplificacion de ADN de origen bacteriano (Fischer et al., 2016).
A pesar de que se han comprobado funcionales para recuperar secuencias correspondientes
a algas verdes (Marcelino & Verbruggen, 2016), estudios han recuperado organismos
fotosintéticos en proporciones relativamente bajas en comparaciébn con organismos

heterotrofos (Eiler et al., 2013).

En cuanto a las diferencias en términos de abundancia, es importante considerar la
variacion de cantidad de copias del gen 16S por organismo. En estudios de composicion de
comunidades bacterianas, se cree que puede ser un factor de sesgo puesto a que se
desconoce la variacion y el nimero de copias presentes en diferentes taxones, implicando
distorsiones en las estimaciones de abundancia relativa (Farrelly ef al., 1995; Vétrovsky &
Baldrian, 2013). En el caso de Ostreobium, se hipotetiza que los niveles de abundancia
podrian estar sesgados puesto a que cuenta con multiples cloroplastos por individuo (A. M.
Reigel et al., 2021; Verbruggen & Tribollet, 2011). Por otro lado, los bajos niveles de
abundancia observados en los ASVs detectados por RNA-seq no necesariamente reflejan
la abundancia real de dichas lecturas, ya que los conteos obtenidos dependen de los niveles

de expresion genética del organismo (Schneider et al., 2021).

B. Clasificacion taxondmica por base de datos SILVA

Para cumplir con los objetivos establecidos, se buscaba recuperar la mayor cantidad
posible de ASVs correspondientes a Ostreobium de ambos tipos de libreria (Amplicon-
seq/RNA-seq). En este caso, debido a que se trabajé con una base de datos cuyo uso es
principalmente para describir procariotas (Cole et al., 2014; DeSantis et al., 2006), fue
esperado obtener varios ASVs con clasificacion ambigua (e.g. Eukaryota/Cloroplasto) o

erronea para la clasificacion de Ostreobium.

La composicion taxondmica designada por la base de datos SILV A difiri6 entre librerias
principalmente por la presencia y prevalencia de ASVs clasificadas como Cloroplasto y
Eukaryota. La clasificacion predominante en las librerias RNA-seq corresponde a

Eukaryota y para Amplicon-seq a Cloroplasto (Figura 8). Durante el proceso de filtrado, se
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confirm6 que los ASVs con clasificacion especifica a género/especie correspondiente a
Ostreobium sp./Ostreobium quekettii, se encontraban erréneamente clasificados como
Cloroplasto a partir del nivel taxondomico orden y bajo el dominio Bacteria y filo
Cianobacteria (e.g. d Bacteria; p  Cyanobacteria; ¢ Cyanobacteriia; o Chloroplast;

f Chloroplast; g Chloroplast; s Ostreobium_sp.).

La base de datos SILVA es una herramienta ampliamente usada en estudios de
microbioma. Dicha base de datos contiene informacidon taxondmica correspondiente a los
dominios Bacteria, Archaea y Eukarya. Esta cuenta con curaciéon constante y en
actualizacion manual, por medio de relaciones filogenéticas (Quast et al., 2013). Sin
embargo, se han llevado a cabo estudios que comprueban errores en la clasificacion
taxondmica en bases de datos ampliamente utilizadas que sugieren conclusiones
potencialmente erroneas en estudios precedentes a dichos hallazgos (Edgar, 2018; Lydon

& Lipp, 2018).

A pesar de los criterios de filtracion aplicados en QIIME, el set de datos filtrado presento
ASVs con clasificaciones taxondmicas correspondientes a algas verdes (e.g. Ulva sp.
Prasiolopsis sp. Caulerpa sp.), foraminiferos (Planoglabratella opercularis), diatomea
(Cylindrotheca closterium); entre otros. Posteriormente, busquedas blast detectaron
inconsistencias taxondmicas bajo las clasificaciones ambiguas que se conservaron en el set
de datos (Eukaryota y Cloroplasto). Esto se debe a que alrededor del 72% de las secuencias
Unicas presentes en la base de datos SILVA corresponde a organismos no-cultivados, no

identificados, y no conocidos (uncultured, unidentified, unknown) (Ii et al., 2021).

Esto abre varias interrogantes en términos de el efecto que puede llegar a tener la
clasificacion taxondmica designada por bases de datos publicas ampliamente utilizadas en
estudios ecologicos y clinicos. Es indiscutible que las bases de datos de libre acceso, asi
como los procesos bioinformaticos para la clasificacion taxonéomica de organismos han
contribuido de manera beneficiosa a la comunidad cientifica (Glockner et al., 2017; Malla

etal., 2018). Sin embargo, se debe cuestionar criticamente el tipo de base de datos a
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implementar seglin los datos a analizar y los objetivos propuestos (Balvociiité & Huson,

2017).

La poca representacion y especificidad de resolucion taxonémica de determinados
organismos en bases de datos ampliamente utilizadas contribuye a pasar por alto
organismos con funciones importantes, como Ostreobium, que potencialmente podrian
revelar informacion relevante sobre dindmicas ecoldgicas que actualmente son
interrogantes (Bik, 2021; Pernice et al., 2020). Esto sugiere que existe una cantidad
considerable de diversidad criptica que esta pendiente de resolver. Asimismo, se recalca la
importancia de bases de datos curadas para el estudio de grupos especificos, como es el

caso de Ostreobium.

C. Anéilisis de diversidad y comparacion de métodos

Tras los procesos de filtracion de ASV's correspondientes, se comprobd mayor presencia
de diferentes ASVs pertenecientes a Ostreobium en las librerias de RNA-seq. En el Cuadro
6A se observa que la riqueza observada entre librerias fue contrastante, pues las librerias
de Amplicon-seq contaron con 2-7 ASVs unicos por muestra. Las librerias RNA-seq
rondaron desde 2 hasta 254 ASVs tUnicos por muestra. Es importante resaltar que las
librerias 552 con menor conteo de lecturas tras el proceso de calidad en QIIME2 es
congruente con el bajo nimero de ASVs observadas (2) en contraste con el resto de las

librerias de RNA-seq.

El andlisis de diversidad alfa confirmé que el método de RNA-seq recuperd
significativamente (Chaol, Wilcoxon: p= 0.0011) mayor riqueza absoluta que el método
Amplicon-seq (Figura 5). Sin embargo, al considerar los tratamientos como variable, no se
observaron diferencias significativas en términos de riqueza, independientemente del
método de secuenciacion implementado (Figura 6). A pesar de la diferencia significativa
en la cantidad de informacion que se extrae a partir de cada método, en el caso de este

estudio, ambos nos permitieron llegar a las mismas conclusiones.
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Lo anterior podria indicar que las condiciones a las que estuvieron expuestas las colonias
no representan un factor determinante en la diversidad y composicion de ASVs
relacionadas a Ostreobium. Sin embargo, se debe considerar que la region analizada (16S)
suele subestimar la diversidad de algas eucariotas, por lo que andlisis con los marcadores
UPA, tufA y rbcL podrian permitir discernir a mayor detalle los cambios en composicion

de ASVs relacionados a Ostreobium sp (Marcelino & Verbruggen, 2016).

Estudios han descubierto que las comunidades endoliticas en general no presentan
cambios significativos ante cambios de pH en entornos naturales (Marcelino et al., 2017,
Meron et al., 2012). Ademas, se han documentado fendmenos de resiliencia en cuanto a
algas endoliticas expuestas a niveles de pH bajos. Se resalta que la biomasa de estas algas
aumenta notablemente bajo condiciones de alto pCO2, lo cual sugiere que son comunidades

que de hecho se benefician en condiciones acidicas (I. C. Enochs et al., 2016).

Asimismo, también se ha hipotetizado que es posible la existencia de un mecanismo
especializado a nivel gendomico que confiera altos niveles de tolerancia a condiciones
drésticas de acidificacion (Marcelino ef al., 2017). Se ha detectado una amplia gama de

genes de respuesta a estresores expresados en el genoma de Ostreobium (lha et al., 2021).

D. Analisis filogenético

El resultado del analisis filogenético implementado por medio del método de maxima
verosimilitud con el gen 16S sugiere 7 clados adicionales a los 3 clados previamente
conocidos (Figura 9). Dichos clados presentaron soporte >92%. Se detecto la presencia de
clados 1 y 2 en las muestras analizadas, siendo este el primer registro para la region (Figura
10). No se observé agrupamiento al clado 3, lo cual tiene congruencia con la literatura ya
que los linajes asociados al clado 3 se encuentran ausentes 0 son muy escasos en corales

complejos (del Campo et al., 2017).

Se observd menor prevalencia del clado 1, el cual ha sido reportado como el mas comuin

anivel global. Este clado se ha reportado para Porites asteroides y P. lutea, pero predomina
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en corales de la familia Acroporidae. Asimismo, se considera que a pesar de ser el clado
con distribucion mas amplia, se conoce que es raro en regiones especificas como el Caribe
(del Campo et al., 2017). Los resultados sugieren que podria estar ausente en la region del
Pacifico Oriental. Sin embargo, es necesario llevar a cabo andlisis con mas localidades y
aumentar la representacion de especies hospederas para descartar posibles escenarios de

especificidad.

Es importante resaltar que los ASVs obtenidos de las librerias Amplicon-seq se
agruparon estrictamente en el clado 2. Los ASVs de RNA-seq, en cambio, se distribuyeron
en los clados 1-2 y A-G. Esto sugiere que las librerias de RNA-seq recuperaron mayor
diversidad de linajes de Ostreobium. Estudios han demostrado que el método RNA-seq es
efectivo para evaluar comunidades microbianas asociadas a un hospedero. Esto se ha
comprobado analizando datos de transcriptoma obteniendo exitosamente un perfil
taxonomico y funcional de la microbiota activa asociada a un hospedero (Chialva et al.,
2019; Schneider et al., 2021). Un estudio en particular comprobd datos de meta-
transcriptoma tienen mayor sensibilidad para detectar linajes de hongos en comparacién
con datos de secuenciacion de amplicones (16S/ITS, especificamente) (Cottier et al.,
2018). Otro estudio realiz6 un analisis comparativo entre RNA-seq y técnicas de Amplicon-
seq, a partir del cual concluy6d que recuperd mas filotipos de bacterias y arqueas en la
microbiota de rumen (Li ef al., 2016). Esto sugiere que las técnicas de secuenciacion
alternativas representan una ventaja para identificar organismos dificiles de aislar y

amplificar.

La resolucion filogenética del presente trabajo es particularmente interesante puesto que
los hospederos (Porites panamensis) se encontraban expuestos a un ambiente hidrotermal.
Ostreobium representa en los corales un rol cuestionable para muchos, sin embargo, se han
observado patrones de adaptabilidad a condiciones poco convencionales para un alga verde
(e.g. poca luz, aguas profundas, acidez) (Gonzalez-Zapata ef al., 2018; Gutner-Hoch &
Fine, 2011) . Se ha sugerido que Ostreobium puede llegar a satisfacer las necesidades
nutricionales a sus hospederos durante eventos de blanqueamiento (Ricci et al., 2019). La

historia filogenética de Ostreobium ha estado en constante actualizacion, inicialmente se
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creia que pertenecia a una sola especie cosmopolita. Sin embargo, estudios han reportado
que es un grupo que alberga altos niveles de diversidad, los cuales pueden variar
dependiendo del hospedero y gradientes de profundidad (Gutner-Hoch & Fine, 2011;
Marcelino & Verbruggen, 2016).
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[X. CONCLUSIONES

El analisis filogenético del gen 16S rDNA reveld 7 clados potencialmente nuevos
respecto a la filogenia conocida de Ostreobium. Considerando dicha filogenia, se comprobd
la presencia de linajes pertenecientes a los clados 1 y 2 en las muestras evaluadas,

expandiendo asi la distribucion del género al Pacifico Oriental Tropical.

Por otra parte, se detectaron diferencias sustanciales durante el procesamiento de las
librerias obtenidas por los métodos RNA-seq y Amplicon-seq. Las librerias Amplicon-seq
presentaron en general mas lecturas por muestra que las de RNA-seq, las cuales en un inicio
predominaron en conteo de lecturas, pero solo se conservo un porcentaje tras los procesos
de mapeo y denoising. No obstante, las librerias de RNA-seq contaron con una mayor
cantidad de ASVs por libreria, con tanto con 778 después los filtrados correspondientes, en

contraste con las 21 ASVs presentes en las librerias Amplicon-seq.

La diferencia entre riqueza segiin método de secuenciacion fue significativa, siendo las
librerias de RNA-seq aparentemente mds informativas en términos de diversidad.
Asimismo, se pudo comprobar la comparabilidad de ambos métodos. Considerando los
indices de diversidad analizados independientemente del método se llegaron a las mismas
conclusiones: no se observaron diferencias significativas entre las muestras control y las

muestras expuestas a condiciones hidrotermales.

Ademas, las ASVs presentes en las librerias Amplicon-seq se encontraron estrictamente
en dichas librerias, salvo por 2 ASVs que se detectaron presentes tanto en las muestras de
RNA-seq como las de Amplicon-seq. Se observd que el método Amplicon-seq permite
recuperar la diversidad de ASVs predominantes en las muestras analizadas, mientras que

el método RNA-seq brinda més informacion respecto a linajes diferentes
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Lo anterior se ha observado en estudios para otros taxones, comprobando que el método
RNA-seq es capaz de recuperar lecturas con mayor sensibilidad, a pesar de que su
identificacion taxondmica represente sus limitaciones debido a la falta de representacion

de determinados taxones en bases de datos publicas.

La identidad filogenética de los 5 ASVs mas abundantes, los cuales pertenecen a las
librerias Amplicon-seq pertenecieron al clado 2. Los siguiente 5 ASVs mds abundantes,
correspondientes a las librerias RNA-seq se agruparon filogenéticamente a diferentes
clados de los conocidos actualmente (D, C y E). Las 2 ASVs compartidas entre ambos tipos
de librerias, cuya identidad filogenética de estas corresponde al clado 2. En general, se

observo menor prevalencia de ASVs pertenecientes al clado 1.

Uno de los aspectos a resaltar es que a pesar de la utilidad y facilidad de implementacion
de la base de datos SILVA en flujos de trabajo bioinforméaticos ampliamente aplicados, esta
no es la 6ptima para evaluar organismos no bacterianos. Debido a la naturaleza del flujo de
trabajo, se tuvieron que conservar clasificaciones taxondmicas inespecificas para recuperar
la mayor cantidad de ASVs correspondientes a Ostreobium. Esto confirma que aun existen
limitaciones para el estudio de esta alga. Sin embargo, apoya las evidencias acerca la
subestimacion de su diversidad y abre una amplia gama de interrogantes sobre su ecologia
y dindmica con sus hospederos coralinos, particularmente expuestos a ambientes

marginales como las ventilas hidrotermales.
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X. RECOMENDACIONES

Se presentaron distintas limitaciones durante el desarrollo del estudio, por lo que se
recomiendan las siguientes alternativas para eficientizar los procesos en futuros analisis.
Para obtener una mejor resolucion filogenética y de diversidad, se recomienda incorporar
analisis concatenado con los marcadores tufA y rcbL. Estos han demostrado recuperar
mayor diversidad para el suborden propuesto Ostreobidinae, y también se consideran utiles
para detectar efectos de variables ambientales. Adicionalmente, implementar una base de
datos curada del marcador tufA en conjunto con métodos de delimitacion de especies, para
identificar nuevos linajes de Ostreobium con mayor resolucion taxondémica Yy
potencialmente detectar cambios en la estructura de sus comunidades en las muestras

expuestas a condiciones hidrotermales.

Por otro lado, puesto que ya se comprob¢ la efectividad de RNA-seq para identificar
secuencias de Ostreobium sp., se recomienda hacer un analisis comparativo de los tres
marcadores principales (16S, tufA y rcbL) para determinar los diferentes niveles de

diversidad que se pueden recuperar a partir de cada uno.
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XII. APENDICE

Cuadro 1A. . Conteo de lecturas por libreria antes y después del proceso de mapeo en Bowtie2.

Muestra Método de Conteo de lecturas pre- Conteo de lecturas
secuenciacion mapeadas mapeadas (Bowtie2)
549 RNA-seq 30,659,306 33,266
Amplicon-seq 1,080,968 299,659
557 RNA-seq 24,656,962 2,750
Amplicon-seq 628,614 129,889
553 RNA-seq 25,907,880 11,534
Amplicon-seq 657,048 158,863
554 RNA-seq 28,399,156 12,137
Amplicon-seq 1,233,912 308,123
555 RNA-seq 30,950,164 7,793
Amplicon-seq 558,843 109,609
556 RNA-seq 34,581,744 16,814
Amplicon-seq 325,969 80,080
557 RNA-seq 40,863,087 68,310
Amplicon-seq 852,328 250,627
553 RNA-seq 25,340,516 6,822
Amplicon-seq 1,035,923 62,505
559 RNA-seq 28,124,609 134,806
Amplicon-seq 579,902 102,162
560 RNA-seq 25,847,257 21,739
Amplicon-seq 382,097 123,925
561 RNA-seq 30,570,068 2,403
Amplicon 821,537 192,406
RNA-seq 29,627,341 28,943
PROMEDIO Amplicon-seq 741,558 165,259

Nota: Los valores resaltados indican las librerias con menor cantidad de lecturas mapeadas
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Cuadro 2A. Estadisticos del proceso de calidad, revision de quimeras y unificacion de paired end (dada2) para las librerias Amplicon-

seq.

Muestra Lecturas  Lecturas o le-c turas Denoised Combinadas leoc/(t)u(:;s Le;t:_ras 7 l(:lc(ﬂl -

crudas filtradas  seleccionadas combinadas quiméricas quiméricas
549 PNA 299,659 231,690 77.32% 228,994 221,879 74.04% 220671 73.64%
552 129,889 122,287 94.15% 120,996 117,455 90.43% 113535 87.41%
553 PNA 158,863 129,115 81.27% 128,715 128,066 80.61% 127865 80.49%
554 308,123 286,891 93.11% 286,132 280,042 90.89% 277847 90.17%
555 109,609 103,632 94.55% 103,190 101,789 92.87% 100873 92.03%
556 80,080 76,655 95.72% 75,664 74,169 92.62% 73782 92.14%
557 PNA 250,627 202,142 80.65% 201,785 200,821 80.13% 199547 79.62%
558 PNA 62,505 47,369 75.78% 47,078 46,628 74.6% 45729 73.16%
559 102,162 95,912 93.88% 95,674 95,161 93.15% 94959 92.95%
560 123,925 117,219 94.59% 116,928 116,174 93.75% 115991 93.6%
561 PNA 192,406 149,229 77.56% 147,697 143,946 74.81% 143212 74.43%




Cuadro 3A. Estadisticos del proceso de calidad, revision de quimeras y unificacion de paired end para las librerias RNA-seq.

o % de Lecturas % lecturas

Lecturas Lecturas % lecturas . .

Muestra . Denoised Combinadas lecturas no- no-

crudas filtradas seleccionadas . . s . .
combinadas quiméricas quiméricas

549 R 33,266 32,778 98.53% 29,428 17,104 51.42% 12457 37.45%
552 R 2,750 2,709 98.51% 1,311 668 24.29% 609 22.15%
553 R 11,534 11,408 98.91% 9,054 5,712 49.52% 4663 40.43%
554 R 12,137 12,005 98.91% 11,050 7,415 61.09% 6013 49.54%
555 R 7,793 7,679 98.54% 6,768 4,738 60.8% 3748 48.09%
556 R 16,814 16,632 98.92% 15,285 11,953 71.09% 8755 52.07%
557 R 68,310 67,727 99.15% 64,263 52,898 77.44% 38183 55.9%
558 R 6,822 6,752 98.97% 5,688 4,371 64.07% 3651 53.52%
559 R 134,806 133,635 99.13% 132,650 114,278 84.77% 80516 59.73%
560 R 21,739 21,463 98.73% 20,762 17,028 78.33% 12435 57.2%

561 R 2,403 2,380 99.04% 1,962 1,469 61.13% 1341 55.81%




Cuadro 4A. Conteo de ASVs antes y después de filtrado taxonémico en QIIME.

Muestra Método de Conteo pre-filtrado de  Conteo de ASVs filtradas
secuenciacion ASVs (frecuencia) en QIIME (frecuencia)
549 RNAjseq 12,457 2,506
Amplicon 220,671 67,221
559 RNAtseq 609 213
Amplicon 113,535 29,184
553 RNA-seq 4,663 1,211
Amplicon 127,865 105,780
554 RNA-seq 6,013 1,594
Amplicon 277,847 121,526
555 RNA-seq 3,748 850
Amplicon 100,873 26,542
556 RNA-seq 8,755 1,917
Amplicon 73,782 24,388
557 RNA-seq 38,183 16,541
Amplicon 199,547 148,983
558 RNA-seq 3,651 1,451
Amplicon 45,729 17,712
559 RNA-seq 80,516 17,322
Amplicon 94,959 54,848
560 RNA-seq 12,435 1,739
Amplicon 115,991 61,428
561 RNA-seq 1,341 552
Amplicon 143,212 20,812
RNA-seq 15,670 4,172
PROMEDIO Amplicon-seq 137,637 61,675
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Cuadro 5A. Riqueza observada por libreria.

Método de secuenciacion Libreria Riqueza observada
549 PNA 3
552 3
553 PNA 3
554 8
555 5
Amplicon-seq 556 4
557 PNA 4
558 PNA 2
559 7
560 7
561 PNA 3
549 R 70
552 R 2
553 R 74
554 R 33
555 R 11
RNA-seq 556 R 35
557 R 254
558 R 97
559 R 162
560 R 42
561 R 52
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Cuadro 6A. Conteo de ASVs post filtrado filogenético presentes en librerias de Amplicon-seq.

ASVs 549 PNA 552 553 PNA 554 555 556 557 PNA 558 PNA 559 560 561 _PNA Total
ASV 1464 64,661 9,558 102,558 115,085 0 861 135,697 15,997 50,982 60,274 37 555,710
ASV 167 500 1,805 2,381 3,430 1,727 7,363 11,975 265 1,584 96 3,604 34,730
ASV 70 0 0 0 0 12,921 8,350 271 0 0 0 0 21,542
ASV 226 0 0 99 0 1,069 7,773 844 0 351 0 7,357 17,493
ASV 1800 0 0 0 0 4199 0 0 0 0 0 0 4,199
ASV 1135 0 0 0 357 0 0 0 0 173 202 0 732
ASV 486 0 0 0 533 0 0 0 0 0 0 0 533
ASV 826 0 0 0 524 0 0 0 0 0 0 0 524
ASV 1554 0 0 0 0 0 0 0 0 482 0 0 482
ASV 1091 0 0 0 0 0 0 0 0 0 331 0 331
ASV 123 0 0 0 299 0 0 0 0 0 0 0 299
ASV 1618 0 0 0 238 0 0 0 0 0 0 0 238
ASV 1454 0 0 0 0 0 0 0 0 0 142 0 142
ASV 1026 0 0 0 0 109 0 0 0 0 0 0 109

ASV 4 0 0 0 0 0 0 0 0 87 0 0 87
ASV 332 0 70 0 0 0 0 0 0 0 0 0 70
ASV 147 0 0 0 0 0 0 0 0 68 0 0 68
ASV 337 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60 0 60
ASV 1319 0 0 0 21 0 0 0 0 0 0 0 21
ASV 855 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
ASV 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 0 15




Cuadro 7A. Cédigos de accesion de Genbank correspondientes a las secuencias de 16S de la
filogenia resuleta para Ostreobium.

Accesion Genbank

Clasificacion segin del Campo et al. (2016)

GU200182
GU119536
GU119512
GU119499
GU119500
GU119503
GU119523
GU119496
GU119495
GU119506
GU119526
GU119505
GU119518
GU119581
GU119561
GU119590
GU119549
GU119560
GU119551
GU119562
GU119550
GU119548
GU119593
GU119582
GU119577
HE&17796
AY529884
GU119661
GU119643
GU119610
HM593539
GU119793
JN106589
GU119848
GU119853
IN106604
FJ216294
JF835746
HM223581
HM216561
FJ203367
FJ203384

GU200214
GU119516
GU119525
GU119494
GU119527
GU119519
GU119511
GU119498
GU119515
GU119502
GU119507
GU119529
GU119546
GU119552
GU119585
GU119555
GU119587
GU119556
GU119573
GU119545
GU119544
GU119596
GU119570
GU119576
JQ347376
GQ204978
GU119708
GU119618
GU119682
GU119657
GQ301408
GU119822
FJ535840
GU119827
GU119830
JQ236008
FI216295
JF835750
HM223583
FJ202146
FJ203369
FJ203389

GU200071
GU119513
GU119520
GU119517
GU119501
GU119535
GU119510
GU119534
GU119504
GU119530
GU119522
GU119533
GU119583
GU119542
GU119584
GU119547
GU119564
GU119566
GU119580
GU119565
GU119543
GU119553
GU119557
GU119579
Q347407
GQ204977
GU119654
GU119649
GU119660
GU119663
GU119770
IN106584
J7X022216
GU119843
GU119847
7Q236299
JF835743
JF835759
HM216559
F1203364
FJ203379
FJ203390

GU319414
GU119528
GU119532
GU119497
GU119537
GU119493
GU119508
GU119509
GU119521
GU119531
GU119524
GU119514
GU119540
GU119588
GU119571
GU119591
GU119592
GU119586
GU1195%4
GU119578
GU119567
GU119569
GU119541
GU119538
JQ316679
AYS529881
GU119604
GU119709
GU119691
HM593533
GU119801
JN106602
GU119835
GU119849
GU119840
FJ216292
JF835745
JF835772
HM216557
FJ203366
FJ203380
FJ203393

FJ203395 FJ203397 FJ203398 FJ203399
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Continuacioén Cuadro 7A.

Accesion Genbank

Clasificacion segiin del Campo ef al. (2016)

FJ203400 FJ203401 FJ203404  FJ203407
FJ203412  FJ203415 FJ203416  FJ203420
FJ203348  FJ203424  FJ203349  FJ203431
FJ203434  FJ203435 FJ203436  FJ203458 OSTI
FJ203501  FJ203531  FJ203533  FJ203537
FJ203549  FJ203550  FJ203588  FJ216244
FJ216245

JQ516468 JQ516469 JQ516475 J1Q516501
JQ516505 JQ516545 JQ516555 JQ516566
JQ516568 JQ516576 JQ516583  JQ516589
AF473957 HM768377 EU919106 GU119686
GU119652 GU119699 GU119687 GU119677
GU119602 GU119664 GU119697 GU119639
GU119616 GU119641 GU119633 GU119672
GU119630 GU119696 GU119621 GU119609
GU119612 GU119680 GU119637 GU119676
GU119647 GU119638 GU119706 GU119698
GU119613 GU119675 GU119715 HMS593534
GU119783 GU119787 GU119776 GU119788
GU119786 GU119767 GU119780 GU119796
GU119807 GU119812 GUI119811 GU119820
GU119799 GU119802 GU119823 GU119789
FJ216340 JN106583 JN106600 JN106585
GU119829 GU119851 GU119828 GU119826
GU119838 GU119844 JN106665 JF835744 OST2
JF835748  JF835751  JF835760  JF835763
JF835766 HM223582 HM216544 HM216554
HM216560 FJ203034 FJ203055 FJ203060
FJ203172  FJ203006 FJ203179  FJ203180
FJ203182  FJ203184 FJ203185  FJ203186
FJ203191  FJ203200 FJ203202  FJ203206
FJ203207  FJ203008 FJ203210  FJ203214
FJ203219  FJ203226 FJ203228  FJ203232
FJ203238  FJ203243  FJ203245  FJ203246
FJ203254  FJ203255 FJ203256  FJ203259
FJ203261  FJ203321  FJ203332  FJ203335
FJ203455  FJ203459  FJ203460  FJ203464
FJ203465 FJ203467 FJ203474  FJ203475
FJ203477 FJ203478  FJ203492  FJ203493
FJ203499  FJ203504  FJ203506  FJ203589
FJ203625 FJ203630  FJ203631  FJ203637
FJ203644

JQ515537 JQ515538 JQ515558  JQ515570
JQ515675 JQ515677 JQ515678  JQ515695 0ST3
JQ515717 JQ515719  JQ515720  JQ516275

JQ516279 JQ516284 JQ516289 JQ516292
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Continuacioén Cuadro 7A.

Accesion Genbank

Clasificacion segun del Campo ef al. (2016)

JQ516331
JQ516497
JQ516534
JQ516542
JQ515537
JQ515675
JQ515717
JQ516279
JQ516331
JQ516497
JQ516534
JQ516542
GU119558
GU119554
HQ127677
DQ200499
DQ200555
GU119710
GU119615
GU119668
GU119628
GU119619
GU119600
GU119690
GU119629
GU119784
GU119775
GU119762
GU119763
GU119765
GU119804
GU119815
GU119805
GU119809
GU119803
GU119831
GU119825
FJ203065
FJ203190
F1203242
F1203341
F1203447
FJ203452
FJ203469
F1203482
FJ203491

Q516346
JQ516512
JQ516535

JQ516547

JQ515538
JQ515677
JQ515719
JQ516284
JQ516346
JQ516512

JQ516535

JQ516547

GU119572
GU119589
AY038503
DQ200522
DQ200568
GU119603
GU119648
GU119707
GU119650
GU119627
GU119640
GU119597
GU119634
GU119785
GU119781
GU119778
GU119764
GU119800
GU119817
GU119797
GU119824
GU119808
GU119821
GU119845

Q516382
JQ516514
JQ516536

JQ516580

JQ515558

JQ515678

JQ515720
JQ516289

JQ516382

JQ516514

JQ516536

JQ516580

GU119539
HQI127675
AY038504
DQ200543
DQ200577
GU119695
GU119679
GU119662
GU119673
GU119617
GU119620
GU119694
GU119768
GU119773
GU119774
GU119766
GU119772
GU119798
GU119810
GU119819
GU119792
GU119795
GU119790
GU119832

GU119854 FJ203015

FJ203174
FJ203211
FJ203250
FJ203360
FJ203448
FJ203461
FJ203470
FJ203484
FJ203496

FJ203183
FJ203213
FJ203311
FJ203437
FJ203351
FJ203352
FJ203472
FJ203489
FJ203497

JQ516464
JQ516532
JQ516541

GU119559
JQ515570
JQ515695
JQ516275
JQ516292
JQ516464
JQ516532
JQ516541

GU119559

GU119595

HQ127676

DQ200494

DQ200553

DQ200592

GU119625

GU119644

GU119669

GU119635

GU119636

GU119614

GU119703

GU119777

GU119782

GU119771

GU119769

GU119779

GU119794

GU119816

GU119814

GU119806

GU119813
JN106587

GU119852
FJ203022
FJ203187
FJ203240
FJ203330
FJ203439
FJ203451
FJ203468
FJ203473
FJ203490
FJ203498

FJ203502 FJ203503 FJ203354 FJ203617 FJ20363

OST3
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