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Resumen de la tesis que presenta Arlette Marimar Pacheco Sandoval como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la vida con orientacion en Biologia Ambiental.

Edad, filogenia y ciclo de vida: Factores que moldean la composicion de la microbiota intestinal en
la foca de puerto (Phoca vitulina richardii)

Resumen aprobado por:

Dra. Maria Asuncién Lago Lestén Dra. Yolanda Schramm Urrutia
Co-directora de tesis Co-directora de tesis

Los microorganismos desempefian un papel fundamental en la fisiologia y la salud de los animales. A
pesar de su importancia, la informacién sobre la microbiota de los mamiferos marinos es escasa.
Conocer los factores naturales que influyen en la composicidn y funcién de la microbiota es crucial
para entender la influencia de los microorganismos en los animales. Mediante la secuenciacién del gen
16S ARNr (V4), este estudio evalud el efecto del ciclo anual, el sexo, la edad y la filogenia en la
microbiota intestinal de las focas de puerto del Pacifico (Phoca vitulina richardii). Se colectaron
muestras fecales de focas y otros pinnipedos que habitan en México y se utilizé RStudio para realizar
analisis de diversidad, abundancia diferencial e inferencias funcionales. Con respecto al efecto del ciclo
anual, los cambios en la composicidn y funcidon de la microbiota se relacionaron con diferencias en
requerimientos energéticos y periodos de ayuno. Los microorganismos responden a cambios en el
metabolismo energético y proporcionan nutrientes fundamentales en periodos de escasa
alimentacién. Estos hallazgos resaltan la importancia de la microbiota en la fisiologia de las focas de
puerto. El sexo tiene un impacto minimo en la composicién microbiana del intestino debido al bajo
dimorfismo sexual y a la alta variabilidad intrasexual de las focas. La influencia de la localidad en la
microbiota, se relaciond con cambios en el consumo de presas y a una exposicion a diferentes fuentes
microbianas. La principal causa de las variaciones microbianas relacionadas con la edad fueron las
diferencias en la dieta. A medida que las focas crecen, el grupo nucleo se reduce y la diversidad
microbiana aumenta. Las hembras adultas y las crias tuvieron mayores similitudes microbianas que los
machos adultos con crias. De acuerdo al estudio de las funciones de la microbiota, las crias estaban
transitando de una dieta basada en leche a una sélida. Ademas, las vias metabdlicas relacionadas con
una drastica pérdida de peso y masa corporal, indicaron un mayor estrés metabdlico en las crias a
finales de la temporada de crianza, cuando las crias son destetadas y comienzan a ayunar. Aunque la
filogenia fue un factor importante en la microbiota del intestino, similitudes en la dieta o en los ciclos
anuales conllevan a tener una microbiota similar. La microbiota de los pinnipedos responde a
preferencias alimenticias y necesidades energéticas diferentes. En comparacion con las demads
especies, las focas de puerto del Pacifico y los lobos finos de Guadalupe presentaron la mayor
abundancia de bacterias potencialmente patdgenas. Mediante el estudio de la microbiota intestinal,
la foca de puerto puede usarse como una especie centinela de la costa de Baja California. Debido a su
estilo de vida sedentario y costero, esta especie puede ofrecer informacion esencial sobre el estado
del ecosistema local. Por lo tanto, la presencia de bacterias potencialmente patdégenas en la microbiota
de las focas, podria indicar cambios ambientales y riesgos para esta especie y los humanos.

Palabras clave: foca de puerto del Pacifico, microbiota del intestino, pinnipedos, centinela
ambiental.



Abstract of the thesis presented by Arlette Marimar Pacheco Sandoval as a partial requirement to
obtain the Doctor of Science degree in Life Science with orientation in Environmental Biology.

Age, phylogeny and life cycle: factors shaping the gut microbiota composition in harbor seals
(Phoca vitulina richardii)

Abstract approved by:

Dra. Maria Asuncién Lago Lestén Dra. Yolanda Schramm Urrutia
Thesis co-advisor Thesis co-advisor

Microorganisms play important roles in animals' physiology and health. Despite its importance,
information on marine mammals' microbiota is scarce. Knowing the natural factors that influence the
microbiota composition and function is crucial to understanding how microorganisms affect animals.
By sequencing the V4 region of the 16S rRNA gene, this study evaluated the impact of the annual cycle,
sex, age, and phylogeny on the gut microbiota of Pacific harbor seals (Phoca vitulina richardii). Fecal
samples were collected from seals and other pinnipeds inhabiting Mexico, and RStudio was used to
perform diversity, differential abundance, and functional inferences analyses. Regarding the effect of
the annual cycle, variations in energy requirements and fasting periods were correlated with changes
in the composition and function of the microbiota. Microbes can adapt to variations in energy
metabolism and supply vital nutrients when food is scarce. These findings highlight the importance of
the microbiota in the harbor seal's physiology. Sex has a minimal impact on gut microbial composition
due to a slight sexual dimorphism and high intrasexual variability of harbor seals. The effect of locality
on the microbiota was related to changes in prey and exposure to different microbial sources. The
primary cause of age-related microbial variations was diet differences. As seals grow, the core
microbiota shrinks, and microbial diversity increases. Adult females and pups had more microbial
similarities than adults males and pups. According to the study of the microbiota's function, pups were
transitioning from a milk-based diet to a solid one. Additionally, metabolic pathways related to a
dramatic weight loss and body mass indicated higher metabolic stress in pups in the late breeding
season, when they are weaned and start fasting. Although phylogeny was important in gut microbial
composition, similarities in species' diets or annual cycles lead to similar microbiota. Pinnipeds'
microbiota adapts to different dietary demands and energy requirements. Compared to the other
species, Pacific harbor seals and Guadalupe fur seals had the highest abundance of potentially harmful
microorganisms. Harbor seals can serve as an environmental sentinel for the Baja California coast by
by studying its gut microbiota. Due to their sedentary and coastal lifestyle, this species can provide
critical information about the local environment. Therefore, potentially harmful bacteria in the seals'
microbiota might indicate environmental changes and risks to this species and humans.

Keywords: Pacific harbor seal, gut microbiota, pinnipeds, environmental sentinel.
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Capitulo 1. Introduccidn general

La relacién simbidtica entre animales y microorganismos se remonta al comienzo de la vida multicelular
(Ley et al., 2008). Los animales representaron un entorno rico en nutrientes para los microbios y éstos
aportaron genes benéficos al hospedero (Ruth et al., 2008). Esta relacidn resultd ser una ventaja evolutiva
para que los animales desarrollaran nuevas capacidades fisiolégicas y pudieran explotar nuevos nichos,
convirtiendo a los microorganismos en componentes esenciales en la fisiologia de los animales (Foster et

al., 2017).

De todas las comunidades microbianas que pueden encontrarse en un animal, aquella que habita el
intestino es considerada la mas abundante y diversa (Knight y Buhler, 2015). Esta micro-comunidad
desempena multiples funciones como: asimilacion de nutrientes, regulacién del sistema inmune y
proteccion contra microorganismos patdgenos (Wu et al., 2011). Los estudios sobre la microbiota del
intestino se han realizado principalmente en humanos y en organismos modelo (p. ej. ratones) y
demuestran que mantener una relacién balanceada es benéfica para ambas partes (Amato, 2013; Mcfall-

Ngai et al., 2013).

Para comprender la influencia de los microorganismos en un animal, primero es necesario conocer la
composicidon microbiana de un organismo sano, ¢qué tipos de microbios estan presentes, qué funciones
desempenan y qué factores lo afectan? (Turnbaugh et al., 2007). La dieta (en especifico el tipo de presas
consumidas), el ciclo de vida, la edad, asi como cambios en el ambiente circundante se han descrito como
factores naturales que moldean la composicion microbiana de los animales (Degnan et al., 2012; Nelson
et al., 2013) . Estos factores son dificiles de analizar en especies silvestres debido a la dificultad del
muestreo; en particular, en los mamiferos marinos los trabajos de microbiota intestinal son escasos y la
mayoria se enfoca en el estudio de animales en cautiverio (Nelson et al., 2013; Numberger et al., 2016;

Tsukinowa et al., 2008).

La microbiota de los mamiferos marinos puede proporcionar informacidn esencial sobre su salud, ecologia
y la calidad del ambiente que los rodea (Soares-Castro et al., 2019). Estos animales son considerados
centinelas ambientales (Moore, 2008) y el estudio de su microbiota podria permitir el desarrollo de
técnicas de biomonitoreo para evaluar la salud de los ecosistemas, utilizando a los mamiferos marinos

como bioindicadores (Soares-Castro et al., 2019).
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La microbiota tiene un profundo impacto en la salud y fisiologia de los organismos, y diversas
investigaciones han revelado que las actividades humanas pueden perturbar drasticamente esta
comunidad (Bahrndorff et al., 2016; Trevelline et al., 2019). Por lo tanto, una alteracién de la diversidad
microbiana debe considerarse una grave amenaza para las poblaciones silvestres (Trevelline et al., 2019).
A pesar del enorme potencial que tiene el estudio del microbioma para mejorar los esfuerzos de
conservacién de las especies, pocos esfuerzos se han realizado para integrar estos campos de

investigacion.

La presente investigacidn utilizé a la foca de puerto del Pacifico (Phoca vitulina richardii) como modelo de
estudio. La foca de puerto es una especie considerada sedentaria, los individuos permanecen la mayor
parte del afio en una region especifica, demostrando una alta fidelidad por los sitios que utilizan para
alimentarse y descansar (Burns, 2009; Lubinsky-Jinich et al., 2017). De los cuatro pinnipedos’ presentes en
Meéxico, la foca de puerto es la especie mas susceptible a perturbaciones antropogénicas porque sus
habitats se traslapan con desarrollos urbanos. Por lo tanto, alteraciones en la microbiota intestinal de las
focas de puerto podrian ser el reflejo de cambios en el ambiente que las rodea y darian indicios de riesgos
potenciales para la especie y para los humanos (Pacheco-Sandoval et al., 2019). El estilo de vida costero,
sedentario y cercano a asentamientos humanos de esta especie, podria permitir un monitoreo continuo
de las reacciones a las perturbaciones y servir como modelo para comprender el impacto antropogénico
en otros pinnipedos presentes en México, posicionando a la foca de puerto como una especie centinela

de las costas de Baja California.

Para poder proponer a la foca de puerto como un centinela ambiental, es fundamental conocer la
composicion de su microbiota y los factores naturales que la afectan. Este estudio se enfoco en evaluar el
efecto que tiene: el ciclo anual, el sexo y el habitat (Capitulo 2), la edad (Capitulo 3) y la filogenia de la foca

de puerto (Capitulo 4), en la composicion de la microbiota intestinal de esta especie.

1.1 Antecedentes generales

Los estudios sobre la microbiota de la foca de puerto son escasos. Glad y colaboradores (2010) utilizaron

focas de puerto del Atlantico (P. v. vitulina, en Noruega) sacrificadas para caracterizar la microbiota del

1 Mamiferos marinos pertenecientes al suborden Carnivora con extremidades palmeadas.
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colon por medio de librerias de clones del gen 16S ARNTr. Este estudio determind que la micro-comunidad

del colon estad compuesta principalmente por dos phyla: Fimicutes (50%) y Bacteroidetes (49%).

Un estudio realizado con la técnica de hibridacidn fluorescente in situ (FISH) reporté Proteobacterias en
muestras fecales obtenidas de cinco focas de puerto en cautiverio (Numberger et al., 2016). La comunidad
microbiana fecal de las focas de puerto estaba compuesta principalmente de Firmicutes (19-43%),
Bacteroidetes (22—-36%), Fusobacteria (18—-32%) y Proteobacteria (5-17%), siendo 21 miembros

bacterianos los que contribuian con el 93.7 + 8.7% a la abundancia relativa total.

Anteriormente se ha caracterizado la composicién de la microbiota y su relacién con la dieta en focas de
puerto ubicadas en la costa occidental del Pacifico mexicano (Pacheco-Sandoval et al., 2019). Los
resultados mostraron que los phyla de mayor abundancia fueron: Firmicutes (42%), Bacteroidetes (37%) y
Fusobacteria (14%). El género de mayor abundancia fue Bacteroides, caracteristico en dietas altas en
proteinas. En el perfil funcional de las bacterias se detectaron rutas relacionadas con la degradacién de
compuestos tdxicos y pesticidas que indican la presencia de estos contaminantes en el entorno de la foca
de puerto y representan un riesgo a las poblaciones humanas. Lo anterior podria posicionar a la foca de

puerto como centinela ambiental de la costa de Baja California.

Soares-Castro y colaboradores (2019) propusieron el estudio de la microbiota oral como una herramienta
de biomonitoreo de poblaciones de cetdaceos y de su habitat. Los resultados indican que factores naturales,
como la especie, la edad y el estado de salud, moldean la composicidn de la comunidad microbiana oral.
Ademas, identificaron 15 géneros bacterianos que permitieron discriminar entre los factores analizados.
Ellos proponen que sus hallazgos permitiran crear pruebas diagndsticas para determinar el estado de las

poblaciones de cetaceos y evaluar la salud de los ecosistemas marinos de la cuenca Atlantica Ibérica.

1.2 Justificacion

En México, la foca de puerto (Phoca vitulina richardii) habita en zonas cercanas a la costa del Pacifico y las
colonias se encuentran cerca de asentamientos humanos. Es considerado un pinnipedo sedentario al no
realizar migraciones y alimentarse cerca de sus colonias de descanso, lo que provoca que sea altamente
vulnerable a la presencia de sustancias téxicas procedentes de actividades humanas. Cambios en la
microbiota del intestino podrian indicar alteraciones en su habitat y permitirian identificar riesgos para la

salud y la conservacidn de esta especie. Asi mismo, el estudio de su microbiota intestinal permitiria
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identificar riesgos potenciales a la salud humana y conservacion de habitat, lo que posicionaria a la foca

de puerto como un centinela ambiental de las costas de Baja California.

Para poder proponer a la foca de puerto como un centinela ambiental por medio del estudio de su
microbiota intestinal, es necesario comprender cémo factores naturales, por ejemplo: el sexo, el ciclo

anual, la edad y la filogenia, moldean la composicion de la comunidad microbiana.

1.3 Hipdtesis general

Conocer los efectos que tienen factores naturales como el ciclo anual, el sexo, la edad y la filogenia en la
microbiota intestinal de la foca de puerto, permitird establecer el perfil de una comunidad microbiana
basal y saludable. Cambios en la estructura de ésta micro-comunidad podrian ayudar a detectar amenazas
para la conservacién y salud de la especie, asi como riesgos potenciales a la salud humana y conservacion

de habitat

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Describir como factores bioldgicos (p.ej. sexo, ciclo anual, edad) y especificos de la especie (filogenia)
moldean e influyen en la composicién y las funciones metabdlicas de la microbiota intestinal de la foca de

puerto.



Capitulo 2. El ciclo anual

2.1 Introduccion

El ciclo anual de la foca de puerto consiste principalmente en las etapas de reproduccidn y muda, seguido
por una fase de alimentacion y navegacion continua en agua (Allen et al., 2011c). Dependiendo de la
latitud, las etapas de reproduccidén y muda varian temporalmente en respuesta al fotoperiodo (Allen et al.,
2011c). A pesar de encontrarse en la misma latitud, las focas de las islas Todos Santos y del Estero de Punta
Banda (Ensenada, Baja California, México) presentan un desfase temporal en la fase reproductiva y de
muda (Fernandez-Martin, 2018; Fernandez-Martin et al., 2016). Este desfase podria responder a distintos
fotoperiodos, con 13.6 horas luz/dia y 14.1 horas luz/dia para las islas Todos Santos y el Estero de Punta

Banda, respectivamente (Fernandez-Martin, 2018).

En Todos Santos, el periodo reproductivo abarca de finales de enero a principios de abril (Fernandez-
Martin, 2018), seguido de la etapa de muda que ocurre de mediados de abril a mediados de julio (Lubinsky-
Jinich et al., 2017, 2019; Tapia-Harris et al., 2017). En el Estero de Punta Banda, el periodo reproductivo
abarca de mediados de febrero a mediados de abril (Fernandez-Martin, 2018) y la muda ocurre de finales

de abril a mediados de julio (Ferndndez-Martin et al., 2016; Lubinsky-linich et al., 2019).

La temporalidad de la muda difiere dependiendo de la edad y el sexo. Los machos afieros son los primeros
en comenzar a mudar, seguido de los subadultos, hembras adultas y finalmente machos adultos (Burns,
2009). La muda en hembras adultas comienza unas semanas después del final del periodo de lactanciay
se caracteriza por la pérdida y regeneracion progresiva del pelo (Feltz y Fay, 1966). Durante este periodo,
la sangre administra una mayor cantidad de nutrientes a la piel para promover la creacion de pelo nuevo
(Paterson et al., 2012). En fdcidos, la muda es un proceso abrupto que requiere que los animales se
mantengan en tierra para conservar una temperatura superficial de 37°C, dptima para el crecimiento del
pelo (Cronin et al., 2014). La pérdida de calor aumenta durante la muda y equivale a la duplicacién de la

tasa metabdlica en reposo (Allen et al., 2011c).

Las etapas de reproduccion y muda son procesos metabdlicamente demandantes por: a) la produccién de
leche para alimentar a las crias; b) el alto consumo de energia y nutrientes para reemplazar el pelo (Pitcher,
1986) y c) una menor ingesta de alimento debido a la necesidad de mantenerse mayor tiempo en tierra
(Tapia-Harris et al., 2017). Durante aproximadamente cinco meses, la foca de puerto tiene un gasto

energético mayor con respecto a otros meses. Para recuperar el peso perdido en estas etapas, al final de
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estas temporadas la foca de puerto pasa varias semanas en el agua para alimentarse (periodo de

postmuda) (Allen et al., 2011c).

La cantidad de grasa corporal en las focas de puerto varia a lo largo del afio a medida que se desplazan
entre los periodos asociados con la reproduccién y muda (menor volumen), y la temporada de postmuda
(mayor volumen de grasa) (Burns, 2009). Independiente del sexo y la etapa de vida, durante la fase de

postmuda las focas de puerto poseen un mayor volumen de grasa corporal (Burns, 2009).

2.2 Antecedentes

Cambios energéticos drasticos han demostrado tener impacto en la comunidad microbiana del intestino.
Sommer y colaboradores (2016) analizaron la composicidn de la microbiota intestinal del oso pardo (Ursus
arctos) durante dos etapas de su ciclo anual (hibernacién y fase activa) y determinaron que la composicion
de la microbiota intestinal sufre cambios drasticos entre fases. Durante la hibernacién, la diversidad
microbiana es menor, los niveles de miembros del phylum Bacteroidetes aumentan y disminuyen los phyla
Firmicutes y Actinobacteria. Este cambio responde a la necesidad de conservar energia durante la
hibernacidn, en donde metabolitos involucrados en el metabolismo de lipidos se ven afectados. Para
evaluar el efecto que tiene el cambio de la composicion microbiana intestinal en ambos periodos,
trasplantaron la microbiota fecal de los osos en ratones libres de microorganismos. Aquellos que
recibieron el trasplante de la comunidad microbiana de osos en la etapa activa tuvieron un aumento de
tejido adiposo, en comparacidon con aquellos a los que les trasplantaron la microbiota de osos en
hibernacidn. Este trabajo sugiere que los animales que poseen etapas anuales con un gasto de energia
rapido y elevado, necesitan de microorganismos que les permitan ser mas eficientes en el uso y el almacén

de energia.

2.3 Areas de estudio

2.3.1 Isla de Todos Santos

Las dos islas de Todos Santos son de origen continental y estan ubicadas en la Bahia de Todos Santos

(Ensenada, B. C., México) (Figura 1), con sustratos variados: roca, arena, grava, canto rodado vy
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combinaciones de los anteriores (Arias-Del Razo et al., 2017). Poseen una poblacidon humana transitoria
compuesta principalmente por pescadores y personal de la Secretaria de Comunicaciones y Transportes.
A lo largo de la isla sur habitan elefantes marinos del norte (Mirounga angustirostris), lobos marinos de

California (Zalophus californianus) y focas de puerto (Phoca vitulina richardii) (RAMSAR, 2021).

Las colonias de focas de puerto residen en la isla sur durante todo el afio; en primavera se han observado
colonias separadas en los lados expuestos (oeste/norte) y protegidos del oleaje (este/sur). Sin embargo,
en invierno las colonias se encuentran principalmente en el lado expuesto, alejadas de perturbaciones
antropogénicas (Lubinsky-Jinich, 2019). En esta isla se estimd una abundancia de 664 (con intervalo de

credibilidad al 95% de 533 —903) individuos en el afio 2016 (Lubinsky-Jinich et al., 2017).

2.3.2 Estero de Punta Banda

Ubicado al suroeste de la Bahia de Todos Santos en Ensenada, B.C. México (Figura 1), el Estero de Punta
Banda es un drea de 2393 hectareas compuesta por una laguna costera y una barra arenosa; es
considerado un “humedal de importancia nacional” por la convencion sobre los Humedales RAMSAR
(RAMSAR, 2021). Es un sitio con una gran cantidad de actividades humanas (paso de vehiculos, peatones,
lanchas) que provocan que la colonia de focas de puerto residente sea perturbada (Ruiz-Mar et al., 2022).
En este sitio se han contabilizado hasta 99 focas de puerto durante la temporada reproductiva y de muda

(Fernandez-Martin et al., 2016).
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Figura 1. Ubicacion geografica de las colonias de estudio de foca de puerto (Phoca vitulina richardii) en la costa
occidental de la peninsula de Baja California, México. Estero de Punta Banda (EPB) e islas Todos Santos (TS).



2.4 Hipoétesis

La microbiota intestinal de la foca de puerto cambia durante el periodo de reproduccidon y muda por la
alta demanda energética, en comparacién con la fase de postmuda. Debido al desgaste energético de los
periodos de reproduccion y muda, grupos microbianos que permitan un uso mas eficiente de energiay un
mejor almacenamiento de grasas se veran favorecidos. Ademas, el cambio en la composicién de la
comunidad microbiana del intestino tendra un impacto en el metabolismo lipidico en relacidn a la etapa

en la que la foca de puerto se encuentre.

2.5 Objetivos

2.5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto que tienen las diversas etapas del ciclo anual de la foca de puerto en la composicién y

funcién de la microbiota intestinal.

2.5.2 Objetivos particulares

- Caracterizar la microbiota intestinal de la foca de puerto de las colonias de Todos Santos y del Estero de

Punta Banda durante las etapas de reproduccién-muda y postmuda.

- Comparar la comunidad microbiana presente en las distintas etapas del ciclo anual para observar
variaciones en la composicidn de la microbiota intestinal ente fases e identificar a los microorganismos

con mayor aporte a estos cambios.

- Caracterizar el perfil funcional de las distintas etapas para observar cambios en las rutas metabdlicas

relacionadas con el periodo de mayor desgaste energético.



2.6 Métodos

2.6.1 Colecta de muestras

Para evaluar el efecto que tiene el ciclo anual de la foca de puerto en su microbiota intestinal, se
recolectaron muestras de heces de las colonias de focas de puerto ubicadas en la isla de Todos Santos sur
y en el Estero de Punta Banda, en Baja California, México (Figura 1). Se seleccionaron estas colonias debido
a la cercania con la ciudad de Ensenada, lo que facilita muestrear durante tiempos prolongados, y al
desfase temporal entre ambas colonias en el periodo de muda. Cada muestra se recogié con una espatula
estéril y Unicamente se tomé la parte interna para evitar la contaminacién cruzada con el medio ambiente.
Las muestras se colocaron en tubos estériles con RNAlater® (Sigma-Aldrich) y se mantuvieron congeladas

a -80°C hasta su procesamiento.

2.6.2 Extraccidon de ADN

Se utilizo el kit QlJAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)® para extraer el ADN gendmico total microbiano
de las muestras fecales. Las muestras se centrifugaron a 9500 x g durante 5 minutos para poder decantar
el RNAlater en el cual fueron preservadas. De cada muestra se utilizaron aproximadamente 220 mg de

materia fecal.

Se utilizé el protocolo para aislar ADN de microorganismos patégenos propuesto por el fabricante y para
poder detectar microorganismos dificiles de lisar, se utilizé una temperatura de incubacién de 95°C. La
calidad del ADN se visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y los productos de extraccion
se corrieron a 70 V por 45 min. La concentracion del ADN se determind en el fluorometro Qubit 3.0

(Invitrogen) con 5 pl por muestra utilizando el kit Qubit’ dsDNA BR Assay (ThermoFisher™).

2.6.3 Sexado genético de las muestras de heces

Se modificé el protocolo de Robertson y colaboradores (2018) para conocer el sexo de las focas de puerto

utilizando las muestras de heces. Este método permite la identificacion molecular del sexo por medio de

dos juegos de primers que amplifican regiones cortas de los loci SRY y ZFX/ZFY. A diferencia del método
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original, que utiliza PCR en tiempo real y la técnica High resolution melting (HRM) para comparar las curvas
de disociacion de las cadenas de ADN, las amplificaciones se realizaron por PCR de punto final y los
productos se corrieron en un gel de agarosa al 2% a 115V por 75 minutos. En el caso de hembras, se espera
una banda de aproximadamente 168 pb correspondiente al gen ZFX/ZFY, y en machos una banda de 224

pb y una de 168 pb que corresponden a los genes SRY y ZFX/ZFY, respectivamente.

Para las amplificaciones, se utilizaron los mismos productos de extraccién de ADN bacteriano empleados
para caracterizar la microbiota del intestino de las focas y se aumentd a 45 ciclos el programa de PCR
propuesto por Robertson y colaboradores (2018). En las amplificaciones se incluyeron: a) triplicados de las
muestras para obtener resultados consistentes, b) controles positivos correspondientes a muestras
rectales de crias de focas de puerto de sexo conocido (una hembra y un macho, sexados en capturas) y c)

controles negativos.

Cuando las amplificaciones no fueron exitosas, se realizaron nuevas extracciones de las muestras
utilizando el protocolo Isolation of DNA from stool for human analysis propuesto por el fabricante del kit
QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN®); lo anterior con la finalidad de aislar mayor cantidad de ADN
de foca. Los productos de extraccién se cuantificaron en el fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen) con el kit
Qubit® dsDNA BR Assay (ThermoFisherTM). En caso de ser necesario, el ADN se limpié con el kit DNeasy

PowerClean Pro Cleanup (QIAGEN®) para eliminar inhibidores de la reaccion de PCR.

2.6.4 Amplificacion del gen 16S ARNr

La regidn hipervariable V4 del gen 16S ARNr se amplifico con la estrategia y primers propuestos por Kozich
y colaboradores (2013). A diferencia de la estrategia de dos pasos de PCR, en esta estrategia la
amplificacion y la unién de los adaptadores de secuenciacién se realizan en un solo paso de PCR, porque
los primers incluyen los adaptadores, los indices, un linker y los oligos especificos para amplificar la region
de interés. El PCR se realizé con 5-10 ng de ADN en una reaccidon de 25 pl utilizando los primers especificos
para la regién V4 del gen 16S ARNr propuestos por Klindworth y colaboradores (2013): 515F (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGGGTAA- 3') y 806R (5'-GGGACTACHVGGGTWTCTAAT- 3'). Las reacciones de PCR
incluyeron: 5 ul de buffer MyTag™ (5x), 0.8 ul de primer (concentracién 10 uM), 0.156 ul de ADN
polimerasa MyTag™, 10 ng de ADN y el volumen de agua necesario para completar 25 pl por reaccion. El
programa de PCR consistio en una etapa inicial de 95°C x 30s, desnaturalizacidn inicial de 95°C durante 2

minutos, y 25 ciclos (95°C durante 30 s; 55°C x30 s y 72°Cx 30 s), con una extension final a 72°C durante 5
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min. Las reacciones de PCR se realizaron individualmente para cada muestra y los productos se visualizaron

en gel de agarosa al 1%. El tamafio del fragmento esperado fue de aproximadamente 400 pb.

2.6.5 Preparacion de las librerias

Para la normalizacion de las librerias se utilizé el kit SequalPrep™ Normalization Plate (Invitrogen), que
permite obtener una concentracion final de 1- 2 ng/ul de producto de PCR, y se sigui6 el protocolo
propuesto por el fabricante. Todos los productos normalizados se cuantificaron (2 pl por muestra) en el
equipo Qubit® 3.0 de Invitrogen™ con el kit Qubit” dsDNA BR Assay (ThermoFisher™). Dependiendo de la
concentracién de las muestras, se mezclaron 10 pl de los productos de PCR normalizados para crear
distintas metamuestras. La concentracion de cada metamuestra en pM se determiné utilizando el tamanio

final del amplicén (390 pb) en la férmula:

ng
[pM] = ul * 1x10° (1)

660 mgol * numero de pares de bases del fragmento

La concentracion final de pool fue de 978 pM.

Para que las muestras puedan ser secuenciadas, es necesario desnaturalizarlas (separacion de las dobles
cadenas a hebras simples). Para esto, se utilizd el kit MiSeq® Reagent V2 de 300 ciclos de lllumina® y se
siguid el protocolo para la preparacion de librerias metagenémicas 16S ARNr (llumina®) modificado por la
Dra. Jennyfers Chong?, descrito a continuacién. Se agregaron 987 ul del pool (978 pM) y 200 pl de NaOH
(0.2 N) en un tubo tipo Eppendorf y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente

se afiadieron 980 pl del buffer de hibridacién a los 20 ul del pool desnaturalizado.

Como control de secuenciacion, se utilizé la libreria PhiX (de puertomente utilizada en equipos de llumina).
Para diluir y desnaturalizar la libreria control, se afiadio 1 ul de PhiX (10 000 pM) y 1.5 pl de agua para una
concentracion de 4000 pM. A los 2.5 pl obtenidos se les agregaron 2.5 pl de NaOH (200 mM) y se incubaron

2 Técnico del Laboratorio de Metagendmica del CICESE (2019).
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durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 495 ul del buffer de

hibridacion (HT1) para obtener una concentracion de 20 pM.

Para la secuenciacion, es necesario combinar la biblioteca de amplicones (16S ARNr) con el control PhiX;
cada uno se llevd a una concentraciéon de 7.7 pM. Finalmente, la metamuestra y el PhiX se combinaron
afadiendo 675 ul del pool y 75 ul de PhiX, para obtener una solucién de trabajo final con un volumen de

750 ul, a una concentracién de 7.7 pM con 10% de PhiX.

2.6.6 Secuenciacion

Se utilizé una celda de flujo estandar (llumina®) que produce 2x150 pb de lecturas pareadas (output 4.5—
5.1 Gb) para secuenciar las librerias y se agregaron los primers necesarios para la estrategia de Kozich
(2013). Ademas, se cred un archivo de texto (sample sheet) para indicar la combinacion de indices de cada
muestra para que al final de la corrida, las muestras se separan en archivos distintos. La secuenciacion
pareada (paired-end) se realizé en el equipo MiSeq™ de Ilumina® que se encuentra en el Centro de

Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California (CICESE).

2.6.7 Procesamiento y analisis de las secuencias

Las secuencias separadas por muestras (demultiplexadas) se descargaron de la nube BaseSpace™; estos
archivos contienen las secuencias sentido (forward) y antisentido (reverse) independientes con los valores
de calidad asociados a cada base (extension .fastqg). Todos los analisis posteriores se realizaron en el

programa RStudio v.3.6.2 (R Core Team, 2019).

Una de las ventajas de utilizar la estrategia de Kozich para amplificar las muestras, es que los primers no
son secuenciados, permitiendo un mejor aprovechamiento del nimero de ciclos de la celda de flujo. En la
paqueteria Cutadapt (Callahan et al., 2016) se corroboré la presencia de primers en cualquiera de sus

posibles direcciones y se eliminaron en caso de ser necesario.

El procesamiento de las secuencias se realizé con la paqueteria DADA2 v.1.14.1 (Callahan et al., 2016) y se

siguio el tutorial de DADA2 (disponible en: https://benjineb.github.io/dada2/tutorial.html) para obtener

las variantes de secuencias de amplicones (ASV, por sus siglas en inglés). Las secuencias se filtraron para


https://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html
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eliminar aquellas que tuvieran nucledtidos indeterminados (maxN=0), una longitud menor a 120 pb

(minLen=120) y un numero maximo de errores esperados < 2 (maxEE=2, trunQ=2).

DADA2 crea un modelo probabilistico de errores que permite eliminar lecturas erréneas y eliminar réplicas
de las secuencias (dereplicated) para disminuir la redundancia y el gasto computacional (Callahan et al.,
2016), conservando el numero de réplicas por ASV. Los ASVs se infirieron con el método pseudo-pooling
(pool= “pseudo”), que es adecuado especialmente en experimentos longitudinales porque proporciona
una descripcion precisa de la variabilidad de secuencias al incrementar la deteccién de ASVs poco
abundantes (Quast et al., 2012). Este método permite diferenciar verdaderas secuencias bioldgicas Unicas
(singletons) de aquellas falsas que necesitan eliminarse (Callahan et al., 2016). Las secuencias sentido y
antisentido se unieron y se eliminaron las quimeras (artefactos de PCR). El producto final es una tabla con

las abundancias de ASVs por muestra.

2.6.8 Asignacion taxondmica

La asignacion taxondmica de las secuencias se realizo en el programa R con la paqueteria DADA2 y la base
de datos SILVA 138 (Quast et al., 2012) entrenada para DADA2. Debido a la longitud de las secuencias
(>250 bases), se fijé un Bootstap = 80 (minBoot=80). La asignhacidn taxondmica se llevé hasta nivel de
especie (assignSpecies) permitiendo multiples asignaciones (allowMultiple=TRUE) en el caso de que las
secuencias tuvieran varias coincidencias exactas con diferentes especies. El pre-procesamiento involucrd
la eliminacién de secuencias correspondientes a mitocondrias y cloroplastos, phyla con prevalencias

menores a 1y phyla sin asignacién taxondmica, por poder corresponder a falsos positivos.

2.6.9 Diversidad alfa

Las estimaciones de diversidad alfa se calcularon con los conteos crudos de ASVs con la paqueteria
phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013), principalmente. En metagendmica, la diversidad alfa se refiere a la
riqueza de ASVs en cada muestra y la uniformidad de su distribucién. Los indices de diversidad alfa
utilizados fueron: a) Shannon, b) nimero de especies observadas, c) la diversidad filogenética de Faith
(PD), que ademas de considerar el nimero de especies presentes, pondera sus relaciones filogenéticas y
d) rareza. Los taxones raros se definieron como aquellos que tuvieran una prevalencia inferior al 20% y

abundancias menores al 0.1%.
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Se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la distribucidn de los resultados obtenidos en cada indice
(normalidad). Dependiendo del tipo de distribucidon de los datos (con o sin normalidad), se evalué la
homogeneidad de varianzas mediante las pruebas de Bartlett o Fligner-Killen. Para determinar diferencias
significativas en la diversidad microbiana entre las diferentes etapas, colonias y sexos, se crearon modelos
mixtos de las variables de estudio y se utilizaron pruebas de analisis de varianzas (ANOVA) y Tukey para
comparaciones multiples en los indices con normalidad y homocedasticidad— y la prueba de Kruskal-
Wallis para indices sin distribucidon normal. Las graficas de los resultados se crearon con la libreria ggplot2

(Wickham, 2009).

Para conocer los patrones de distribucién de los ASVs en las comunidades microbianas, se utilizaron curvas
de rango-abundancia modificadas (en términos de proporcién). En este tipo de andlisis, los ASVs se
ordenan de mayor a menor abundancia y se obtiene un perfil de abundancias por rango, lo que permite

conocer la dominancia de las especies y el perfil de la comunidad (especies abundantes vs especies raras).

Se definid el grupo nucleo de la microbiota de la foca de puerto como aquellos ASV presentes en al menos
el 80% de las muestras con una abundancia relativa>= 0.01% y se representaron en diagramas Venn. Para
visualizar todos los ASVs Unicos y compartidos entre los grupos de estudio, se crearon graficas UpSet

utilizando el paquete UpSetR v.1.4.0.

Debido a que el andlisis de UpSet es sensible a diferencias en el tamafio de las muestras, en el analisis de
las etapas, se escogieron aleatoriamente 26 muestras de la etapa de reproduccién-muda para que fueran

equivalentes con el nimero de muestras obtenidas de la etapa de postmuda.

2.6.10 Diversidad beta

La diversidad beta consiste en el calculo de métricas de distancia y disimilitud basadas en comparaciones
entre muestras; las estimaciones obtenidas son sensibles a diferencias en la profundidad de secuenciacion
que requieren ser normalizadas. Para este analisis, se realizé una exploracién visual de los conteos basados
en la prevalencia y el nimero de secuencias obtenidas de cada ASV detectado para filtrar aquellos taxa
“raros”. Ajustar los datos a un modelo estadistico adecuado es esencial para realizar inferencias sobre

cambios en abundancias de grupos taxonémicos (McMurdie y Holmes, 2014).
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Los datos de secuenciacion masiva se caracterizan por presentar nimeros discretos no negativos,
abundancias de ceros (reales) y una sobre dispersidon de los datos, donde la varianza de los conteos de
lecturas es mayor que la media. La distribucién del tipo Binomial Negativa se ajusta a estas condiciones al

poseer un parametro de dispersion:
2 _ 2
gf=u+au”; a>0
U U 2)

Donde:

o2 = Varianza; u= Media, a= Pardmetro de dispersién

Se utilizé el método propuesto por McMurdie & Holmes (2014) para normalizar las muestras por medio
de la transformacién y estabilizacidon de las varianzas y ajustar los datos a una distribucion Binomial
Negativa. El ajuste a un modelo de Binomial Negativa y la estabilizacién de la varianza de los conteos, se
realizd en la libreria DeSeq2 (Anders et al., 2010). Los datos se transformaron de acuerdo al modelo de

estudio y la tabla generada con la varianza estabilizada se utilizé en los analisis posteriores.

Para la exploracién de las similitudes entre muestras se utilizé la técnica de ordenacion “analisis de
componentes principales (PCoA)”. Este método consiste en reducir las distancias entre los datos para que
las relaciones entre muestras puedan visualizarse en un grafico de dispersion de pocas dimensiones (2-3

ejes). Cada coordenada principal (PC) explica un determinado porcentaje de la variabilidad observada.

Como distancia de ordenacion, se empled la métrica UNIFRAC que considera la filogenia de las
comunidades (Lozupone et al., 2011; Lozupone y Knight, 2005); esta métrica puede ser: a) ponderada, que
considera la abundancia de los ASVs (cuantitativo) y b) no ponderada, que solamente toma en cuenta la

presencia o ausencia de ASVs.

Para conocer si las diferencias en la estructura de las comunidades son estadisticamente significativas
entre las variables de estudio, se utilizo la prueba de adonis (ANOVA con permutaciones) de la libreria
vegan, con 1000 permutaciones. Esta prueba es andloga a un andlisis paramétrico de la varianza, ya que
divide las matrices de distancia en fuentes de variacidn y produce un valor pseudo-F, cuya significacion
estadistica puede determinarse mediante una prueba de permutacién. Esta prueba requiere que los

grupos de comparacion tengan una dispersion homogénea, para ello, se empled la funcién betadisper
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(vegan) que determina si un grupo tiene mayor varianza composicional en comparacion al otro (p< 0.05).
Para esta prueba, primero se realizé una comparaciéon general entre las variables de estudio (etapa,
colonia y sexo) y posteriormente se hicieron comparaciones de cada componente de las variables de

interés.

2.6.11 Abundancia diferencial

La libreria Deseq2 se utiliz6 para detectar ASVs cuya abundancia fuera estadisticamente diferente entre
los grupos de comparacion. Se utilizaron las tablas de conteos filtradas, pero no transformadas de ASVS y
cada tabla se ajusté bajo el modelo de estudio. Por ejemplo, para detectar si la composicién microbiana
durante el periodo de postmuda es diferente entre las colonias de estudio, se cred una tabla que contenia
solamente los conteos correspondientes a la etapa de postumuda y el modelo se ajustd a la variable

colonia (~Colonia); posteriormente se contrastaron los datos de postmuda del EPB y TS.

Con el fin de identificar géneros con abundancias diferenciales consistente entre las variables de estudio,
se considerd un valor p ajustado< 0.01 y solamente se evaluaron los grupos comparativos que mostraron

diferencias estadisticamente significativas en su diversidad beta.

2.6.12 Inferencia funcional

Las muestras se analizaron en el programa PICRUSt2 (Douglas et al., 2020) para predecir la composicion
funcional de la microbiota de las focas de puerto. PICRUSt2 utiliza la tabla de conteos de ASVs para calcular

las abundancias de enzimas y procesos metabdlicos de las muestras de estudio.

Las tablas de abundancias de ASVs filtradas, se importaron al entorno de programacién Python y se siguio
el tutorial de PICRUSt2 con los parametros predeterminados

(https://github.com/picrust/picrust2/wiki/PICRUSt2-Tutorial-(v2.4.1)), descrito brevemente a

continuacién:

Las secuencias de estudio se alinean (HMMER: http://hmmer.org) y se colocan en las ubicaciones mas
probables dentro de un arbol de referencia (EPA-NG: Barbera et al., 2019 ). El resultado es un nuevo arbol

filogenético con las secuencias de estudio y las secuencias de referencia (GAPPA: Czech et al., 2020).


https://github.com/picrust/picrust2/wiki/PICRUSt2-Tutorial-(v2.4.1)
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Se predice el contenido de los genomas faltantes para cada ASV, el nimero de copias de cada familia de
gen por ASV y el numero de copias del gen 16S ARNr (castor: Louca & Doebeli, 2018). Las predicciones de
familias de genes se basaron en el numero de clasificacion de enzimas (EC) para poder inferir las rutas
metabdlicas con la base de datos MetaCyc (MinPath: Ye & Doak, 2009). En este paso (hsp.py) se calculd el
“nearest-sequenced taxon index” (NSTI) de cada ASV para conocer la similitud de los ASVs del estudio con
los de referencia. Valores NST1< 2 indican que las predicciones son confiables porque los ASVs del estudio
tienen parientes cercanos que poseen metagenomas caracterizados. Las predicciones de familias de genes

se basaron en el nimero de clasificaciéon de enzimas (EC) para cada ASV.

Los ASVs, normalizados por el nimero de copias del gen 16S, se multiplican por el nimero de copias de la
familia de genes predichos. El resultado es una tabla con las muestras, los ASVs asociados, y las funciones

predichas para cada ASV.

Finalmente, a cada gen se le asigna una descripcidn de su funcidn y se obtiene una tabla de abundancias

de funciones y las correspondientes vias de EC por muestra.

La libreria DESeq?2 se utilizé para normalizar los conteos de EC obtenidos de PICRUSt2. La tabla de ECs se
filtré bajo criterios visuales basados en su prevalencia y conteos. Al igual que en el andlisis de abundancia
diferencial, dependiendo del tipo de comparacién, los datos de ECs se transformaron con base en la
variable de interés. Con el fin de identificar ECs con abundancia diferencial consistente entre las variables
de estudio, se considerd un valor p ajustado< 0.01 y solamente se evaluaron los grupos comparativos que

mostraron diferencias estadisticamente significativas en su diversidad beta.

2.7 Resultados

2.7.1 Colecta de muestras

En Todos Santos, el drea de estudio comprendié la isla del sur, en dos playas de canto rodado (una
expuesta y otra protegida del oleaje) y una plataforma rocosa. En comparacién con los muestreos en el
Estero de Punta Banda, los sitios de colecta de muestras en Todos Santos variaron entre etapas

dependiendo de la disponibilidad de muestras (Figura 2).
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Figura 2. Sitios de muestreo en la isla Todos Santos sur en las etapas de premuda (PRM), muda (M) y postmuda (PM).

Las muestras se colectaron durante los periodos de premuda, muda y postmuda y se obtuvieron un total

de 118 muestras (Tabla 1).

Tabla 1. Nimero de muestras fecales obtenidas en cada etapa y lugar de muestreo.

Periodo Fecha Colonia* Numero de muestras
11-abr-19 TS 38
Premuda 18-abr-19
24-abr-19 EPB 12
19-jun-19 TS 13
Muda 11-jun-19
12-jun-19 EPB 25
13-sep-19 TS 13
01-oct-19
P
ostmuda 04-nov-19 EPB 17
06-nov-19

*Todos Santos (TS); Estero de Punta Banda (EPB)

2.7.2 Extraccion de ADN

La concentracién de ADN presentd variaciones entre cada muestra. En aquellas pertenecientes a la colonia

de focas de Todos Santos (TS), el valor promedio obtenido fue 0.763 ng/ul con un rango de 0.2 — 4.92

ng/ul. Los productos de extraccidén de las muestras de la colonia de TS pueden observarse en la Figura 3.
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De la etapa de premuda, se realizd la extraccién de ADN de 24 muestras, de las demas etapas se

procesaron todas las muestras.
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Figura 3. Productos de extraccién de ADN de las muestras fecales de la colonia Todos Santos (TS) en las etapas de
premuda (A), muda (B) y postmuda (C). E: escalera.
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Figura 4. Productos de extraccién de ADN de las muestras fecales de la colonia del Estero de Punta Banda (EPB) en
las etapas de premuda (A), muda (B) y postmuda (C). E: escalera.
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Con respecto a las muestras del Estero de Punta Banda (EPB), el valor promedio de la concentracion de
ADN obtenido fue 1.45 ng/ul con un rango de 0.1 — 9.4 ng/ul. Los productos de extraccidn de las muestras
de la colonia del Estero de Punta Banda pueden observarse en la Figura 4. Algunas muestras,
principalmente del periodo de premuda, no presentaron una banda visible (Figura 3 y 4). De la etapa de
muda, se realizd la extraccion de ADN de 20 muestras, de las demas etapas se procesaron todas las

muestras.

2.7.3 Amplificacion del gen 16S ARNr

La mayoria de las muestras, tanto de la colonia de Todos Santos (Figura 5) como del Estero de Punta Banda
(Figura 6) presentaron amplificaciones exitosas al limpiar las muestras con el kit DNeasy PowerClean Pro

Cleanup (QIAGEN).
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Figura 5. Productos de PCR de la regidon V4 del gen 16S ARNr de algunas muestras de la colonia Todos Santos

correspondientes a las etapas de premuda (A), muda (B) y postmuda (C). El tamafio del fragmento esperado es de

aprox. 400 pb. E: escalera.
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Figura 6. Productos de PCR de la region V4 del gen 16S ARNr de algunas muestras de la colonia del Estero de Punta
Banda correspondientes a las etapas de premuda (A), muda (B) y postmuda (C). El tamaiio del fragmento esperado
es de aprox. 400 pb. E: escalera.
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2.7.4 Sexado genético de las muestras

El sexo de las focas se pudo identificar utilizando las muestras de heces, la amplificacion por PCR de punto
final y la electroforesis. Las muestras de machos presentaron dos bandas de aproximadamente 224 y 168
pb, (Figura 7A) mientras que las hembras sélo presentaron la banda de 168 pb (Figura 7B). El patrdn de
bandas se compard con los controles positivos correspondientes a las muestras de crias de sexo conocido
(exploracion visual). Tres muestras pertenecientes a focas del Estero de Punta Banda no se pudieron sexar,

estas muestras fueron: EPB22 de la etapa de muda y EPB10 y EPB16 de la etapa de postmuda.

A

E" "1S2M TS3-M  TS5-M TS6M  TS7- A 1S17-PM _ _TS18-PM __TS19-PM

Figura 7. Productos de PCR del sexado de las muestras. A) Los machos presentaron dos bandas y B) las hembras una.
Se incluyeron triplicados de las muestras y controles positivos de crias cuyo sexo era conocido (C2 y C10). E: escalera,
N: control negativo.

En las muestras de Todos Santos, la proporcidn de sexos no fue equilibrada respecto a las etapas. La etapa
de muda estd representada Unicamente por machos, mientras que en la premuda la mayoria de las
muestras pertenecen a hembras. En el Estero de Punta Banda, la proporcion de sexos entre etapas fue
mas equilibrada. Debido a la desproporcidon de sexos y que los muestreos se realizaron al final de las etapas
de premuda y muda, se decidid unir estas dos variables y denominarlas “Rep-muda”. Las fechas de estos

muestreos corresponden a las etapas con mayor desgaste energético en las focas de puerto.
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2.7.5 Descripcion general del set de datos

Se conservaron un total de 4 846 610 lecturas después del procesamiento de las muestras con DADA2 y
de eliminar secuencias no correspondientes a microorganismos, como cloroplastos y mitocondrias. La
muestra con el mayor y menor nimero de lecturas fue TS13-M con 118 877 y EPB3PM con 18 305 lecturas,
respectivamente. En general, el promedio de lecturas obtenidas fue 66 638 (Figura 8A). El nimero de
lecturas obtenidas fue diferente entre colonias y etapas. En el set de datos final, se conservaron 72

muestras que cumplieron con profundidades de secuenciacidn éptimas (Figura 8B).

La grafica de rarefaccion, separada por etapas y colonias, muestra la cantidad de taxa en funcién al nimero
de lecturas (Figura 8C). Todas las muestras alcanzaron la asintota, lo que significa que la profundidad de

secuenciacion fue dptima para muestrear toda la riqueza microbiana por muestra.
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Figura 8. Descripcion general del set de datos de las muestras del Estero de Punta Banda (EPB) e isla Todos Santos

(TS) en los periodos de reproduccion-muda (Rep-muda) y postmuda. A) Histograma del nimero de secuencias por

muestra. B) Cantidad de lecturas obtenidas por colonia y sexo. En la tabla se muestran los nimeros de muestras por

sexo, etapa y colonia. C) Grafica de rarefaccion por muestra agrupada por colonia y etapa. H=hembra, M=macho.
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2.7.6 Composicidon taxondmica general de las muestras de heces

En la asignacién taxondmica se obtuvieron 782 taxones representados en 7 rangos taxondmicos (desde
Reino hasta especie). De los 16 phyla identificados en las muestras fecales (Anexo A), solamente 4 tuvieron
una alta prevalencia. Estos phyla fueron: Bacteroidota, Firmicutes, Fusobacteriota y Proteobacteria (Anexo

A).

Los perfiles microbianos revelaron una gran variacion intraespecifica en individuos pertenecientes a la
misma colonia y etapa (Figura 9). La muestra TS12PM presentd una alta abundancia de taxa “rara” (< 1%)
clasificados en la categoria de “otros”. En algunos casos, fue posible identificar los taxa mas abundantes

(> 1%) hasta nivel de especie, en donde destaca Photobacterium damselae, una bacteria patégena.
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Figura 9. Phyla de mayor abundancia (>1%) identificado en las heces de focas de puerto del Estero de Punta Banda
(EPB) e isla Todos Santos (TS) en las etapas de reproduccién-muda y postmuda. Taxa con abundancias menores al
1% se encuentran agrupados en la categoria de “Otros”.

La grafica de curvas de rango-abundancia (del inglés: rank abundance curve) expresada en términos de
proporcidn de especies que contribuyen a la abundancia total, muestra que los taxa mas abundantes en
las muestras de heces representan el 25% de la abundancia acumulada (Figura 10). La forma de la curva,
con una pendiente que sube paulatinamente, indica que la comunidad microbiana de las focas de puerto

en cada etapa esta dominada por pocas especies.
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Figura 10. Curva de rango-abundancia de las especies microbianas presentes en las heces de las focas de puerto en
las distintas etapas de estudio.

2.7.7 Andlisis de diversidad alfa

Los taxa observados y el indice de Shannon presentaron una distribucién normal y homocedasticidad,
contrario a los indices de diversidad filogenética de Faith y Rareza, que no presentaron normalidad pero
si homogeneidad de varianzas. En todos los modelos mixtos de la prueba ANOVA, la variable mas
importante fue la “colonia”, seguida de “etapa”. La variable “sexo” no fue significativa en ningiin modelo,
por lo tanto, fue eliminada. En todos los modelos, la prueba Tukey demostré que sélo en la etapa de
postmuda las colonias presentan diferencias en la estructura de su microbiota. Ademas, en todos los
indices (especies observadas, diversidad filogenética, rareza y Shannon), las muestras de la colonia del EPB

presentaron una media mayor en comparacién con las muestras de TS (Figura 11).

Observados Diversidad filogenética
175 p=0.008 p=0.219 25- p=0.226
::20_ 204 p=0.030 :
5.
100- 154
75+ 10+ .
5 50
> Rareza Shannon
] p=0.016 p=0.208 4.0 = 0.0004 p= 0,6'95
0.15 —. . 35
0.10+ . : 3.01
0.05 2.57
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0.00-4 1.51
Postmuda Rep-muda Postmuda Rep-muda

Colonia EPB TS

Figura 11. Comparacion de la diversidad alfa en las muestras de heces agrupadas por etapa y colonia. La comparacion
entre etapas mostro que solo durante la etapa de postmuda, las colonias presentaron diferencias en su composicidn
microbiana. EPB: Estero de Punta Banda, TS: isla Todos Santos.
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2.7.8 Analisis general de diversidad beta

En la exploracidn general de los factores que conllevan a tener una similitud microbiana, se utilizaron las
tablas transformadas de las distancias UNIFRAC. Cuando no se considera la abundancia de los
microorganismos (UniFrac no ponderado), la prueba betadisper indicé que la dispersion de los grupos no
es homogénea (betadisper-p=0.023). Los resultados obtenidos indican que existe una alta variacion
individual en la estructura de la comunidad en cada grupo de estudio y es visible en la grafica PCoA (Figura
12 A). Por lo tanto, no se pudo realizar la prueba de PERMANOVA con todas las variables porque no se
cumplié con el supuesto de dispersion homogénea. Las pruebas post hoc indicaron que no todas las

combinaciones de variables poseen dispersiones heterogéneas, por lo que es necesario evaluarlas de

manera independiente.
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Figura 12. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) con las distancias UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas
(B) basadas en los grupos de etapa y colonia. EPB: Estero de Punta Banda, TS: isla Todos Santos.

Cuando se considera la abundancia de los microorganismos, la dispersidn de los grupos fue homogénea
(betadisper-p=0.01; figura 12 B) y la estructura general de la comunidad microbiana mostré cambios claros
y significativos en funcion de la colonia, etapa y sexo (Tabla 2). Sin embargo, la interaccién entre estas

variables no fue significativa.
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Tabla 2. Resultados del andlisis de PERMANOVA para las varianzas de distancia UNIFRAC considerando todas las
variables de estudio.

Variable Ponderado
R? p
Etapa 0.048 0.013*
Colonia 0.037 0.035*
Sexo 0.061 0.009**
Etapa: Colonia 0.014 0.35
Etapa: Sexo 0.024 0.118
Colonia: Sexo 0.019 0.199
Etapa: Colonia: Sexo 0.016 0.253

Significancia: 0.001**, 0.05%*, 0.1*

2.7.9 Cambios en la estructura de la comunidad microbiana entre las focas de puerto

durante las etapas de reproducciéon-muda y postmuda

La comparacion entre las etapas de reproduccién-muda y postmuda reveld variaciones temporales en la
composicion de la comunidad microbiana de las focas de puerto relacionadas con la etapa anual en la que
se encuentren. Los microorganismos mds abundantes fueron Fusobacterium perfoetens, Bacteroides y
Alloprevotella, y destaca la presencia de una bacteria potencialmente patdgena, Photobacterium
damselae (Figura 13A). Se detectaron una mayor cantidad de ASVs Unicos y totales en las muestras de
reproduccion-muda en comparacién con las de postmuda; ambas etapas comparten 273 ASVs (Figura

13B).

El grupo nucleo entre las etapas esta conformado por 21 miembros bacterianos que representan el 70%
de la abundancia relativa total (Figura 13B). Fusobacterium perfoetens es la bacteria mas abundante del
grupo nucleo (Anexo B). En el periodo de reproduccion-muda no se detectaron microorganismos que
fueran compartidos por el 80% de las muestras y tuvieran una abundancia relativa mayor al 0.01%. Ell
grupo nucleo de las muestras de postmuda estd conformado por 17 miembros bacterianos y el género

Alloprevotella es el mas abundante.

Los resultados de DESeq2 revelaron 6 géneros responsables de las diferencias observadas en la
composicidon microbiana entre los grupos de etapa (Figura 13C). Colidextribacter fue el Unico género que
fue mas abundante durante el periodo de postmuda. Photobacterium damselae y Mycoplasma (bacterias
potencialmente patégenas), incrementan su abundancia durante el periodo de reproduccién-muda. Estos

microorganismos no forman parte del grupo ntcleo compartido entre las etapas de estudio. Se detectaron
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3 vias EC (del inglés: Enzyme Classification) que difieren entre las etapas de estudio, todas ellas siendo mas

abundantes en el periodo de reproduccién y muda (Figura 13D).
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Figura 13. Composicién de la microbiota del intestino de focas de puerto en los periodos de reproduccion-muda y
postmuda. A) Los 15 ASV mas abundantes detectados en la microbiota del intestino de las focas. B) NUmero de ASV
Unicos (punto), compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre las etapas de estudio. El
diagrama de Venn representa el grupo nucleo de microorganismos, el numero de ASVs y su abundancia relativa en
cada grupo. El andlisis de abundancia diferencial revela cambios entre las focas durante las etapas de estudio en
taxones microbianos (C) y en rutas metabdlicas (D). Los géneros y las vias con un cambio logz-fold> 0 son
significativamente mds abundantes en las focas durante el periodo de reproduccién-muda.

2.7.10 Cambios en la estructura de la comunidad microbiana entre las focas de puerto

del EPByY TS

La comparacion entre las focas del EPB y TS reveld cambios en la composicién de microbiota del intestino
relacionadas con la ubicacién de las colonias. Las bacterias mds abundantes en ambos grupos fueron
Fusobacterium perfoetens, Bacteroides y Alloprevotella (Figura 14A). Las muestras del EPB poseen una
mayor riqueza de ASV y su grupo nucleo es mas numeroso que aquellas pertenecientes a TS (Figura 14B).
Ambas colonias compartieron 280 ASVs. El grupo nucleo de ambas colonias estd compuesto por 23
miembros bacterianos que representan el 69% de la abundancia relativa total. En el grupo nucleo del EPB,
el género Alloprevotella es el mas abundante (Anexo C). En TS el grupo nucleo esta constituido solamente

por dos bacterias, Rombustia hominis y Blautia. Al igual que en la comparacién entre etapas, la especie
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Fusobacterium perfoetens fue la mas abundante en el grupo nucleo compartido entre las colonias de

estudio.

Se detectaron algunos cambios en la composicion de la microbiota entre las colonias, con catorce géneros
presentando abundancias diferenciales, siendo todos ellos mas abundantes en las focas del EPB que en las

de TS (Figura 14C). Entre las bacterias detectadas, destaca Vibrio sp., un género potencialmente patégeno.

Un total de 21 vias funcionales difirieron entre las focas del EPB y TS (Figura 14D). Todas las rutas con
abundancias mayores en TS estan relacionadas con la degradacidn de carbohidratos y compuestos

carboxilados. En el EPB, la mayoria de las rutas se relacionan con biosintesis de cofactores y vitaminas.

A == B B EPB  ®TS Nucleo
Fusobacterium perfoetens-  21.3 30.8
Bacteroides- 8 | 19 300 280 280 11
Alloprevotella- 159 10.9
Photobacterium damselae- 4.4 | 25 @ (13.1%)
Alloprevotella- 5.6 1.3 & 200
Parasuterella- 2.5 1.7 <<
Cetobacterium ceti- 37 | 705 Q
F. mortiferum/necrogenes- | 1.6 23 g 100 (68 9%)
Alloprevotella- 3 | 0.9 Q
Clostridium perfringens- | 0.7 29 ©
Alistipes- 1.5 19 0
Bacteroides- | 1.1 2.1 s TS L
UCG-005- 1.9 1.1 EPB Y I
Fusobacterium mortiferum-~ 141 | 1.6 400 200 0 No-nticleo:
Oscillospiraceae- = 1.9 0.7 ASVs Totales 746 (17.7%)
Remaining taxa (766)- | 25.8 19.7
Abundancia relativa
EPB/TS | Epams
Colidextribacter+ L] ~Mannan degradation (PWY-7456)
UCG-005+ ] | -L-rhamnose degradation (RHAMCAT-PWY)
] Il -D-galacturonate degradation (GALACTUROCAT-PWY)
p;gguméggﬁg. 1 | - D-fructuronate degradation (PWY-7242)
i i [ | r Quinol and guinone biosynthesis (PWY-5896)
Faecalff?ccfg‘fggg_ 1 - Quinol and qumone biosynthesis (PWY-5862)
Alloprevotella+ | || = Quinol and guinone biosynthesis (PWY-5860)
Prochlorococcus marinus- || | | -~ Quinol and quinone biosynthesis (PWY-5850)
Anaerobiospirillum- ] ~Quinal and quinone biosynthesis (PWY-5845)
Cetobaclerium ceti1 -Polyamine biosynthesis (POLYAMINSYN3.PWY)
Actinobacillus scoliae 1 [ Fatly acid salvage (PWY-7094
Anaeroplasmai || 1 -ECA biosynthesis (ECASYN-PWY)
P vibriot | | -D-glucarate degradation (GLUCARDEG-PWY)
| - Octane oxidation (P221-PWY
P. benzoelyticum/bifermentans g P g | -Isoprene biosynthesis (PWY-7391)
g E g :‘n" - Butanediol biosynthesis (P125-PWY)
r Taurine degradation (PWY-1541)
lonFOIdChange ~Quinal and quinone biosynthesis (PWY-7373)
. X - Propancate degradation (PWY0-42)
[ Bacteroidota [ | Cyanobacteria - Propanoate degradation (PWY-5747)
Phylum [ Firmicutes [ Fusobacteriota — v O_Q—Glycoge” degradation (PWY-5941)
| Protecbacteria log2FoldChange

| Degradation/Utilization/

Ruta | | Biosynthesis | |, & iovion

Figura 14 Composicion de la microbiota del intestino de focas de puerto del Estero de Punta Banda (EPB) e isla Todos
Santos (TS). A) Los 15 ASV mas abundantes detectados en la microbiota del intestino de las focas. B) NUmero de ASV
Unicos (punto), compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre las colonias de estudio. El
diagrama de Venn representa el grupo nucleo de microorganismos, el nimero de ASVs y su abundancia relativa en
cada grupo. El analisis de abundancia diferencial revela cambios entre las colonias de estudio en taxones microbianos
(C) y en rutas metabdlicas (D). Los géneros y las vias con un cambio logz-fold> 0 son significativamente mas
abundantes en las focas durante del EPB. *Paraclostridium.
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2.7.11 Cambios en la estructura de la comunidad microbiana entre hembras y machos

de focas de puerto

La comparacion entre las focas hembras y machos revelé cambios en la composicién de microbiota del
intestino relacionados con el sexo. Las bacterias mds abundantes en ambos grupos fueron Fusobacterium
perfoetens, Bacteroides y Alloprevotella (Figura 15A). Las hembras poseen una mayor riqueza de ASV en
comparacién con los machos, pero no poseen un grupo nucleo entre ellas (Figura 15B). Ambos sexos
comparten 299 ASVs y su grupo nucleo esta conformado por 19 miembros bacterianos que representan
el 69% de la abundancia relativa total de microorganismos (Figura 15B). Al igual que en las comparaciones
entre colonias y etapas, la bacteria mds abundante del grupo nucleo es Fusobacterium perfoetens. En los
machos, la bacteria mas dominante es Alistipes (Anexo D). En el andlisis de abundancias diferenciales se
detectaron quince géneros, todos ellos mas abundantes en hembras que en machos (Figura 15C). Al igual
que en el andlisis de etapas, destaca la presencia de bacterias potencialmente patdgenas, como P.
damselae y Mycoplasma, lo que indica que las hembras durante el periodo de reproduccién-muda poseen

una mayor abundancia de estos microorganismos.
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Figura 15. Composicién de la microbiota del intestino de hembras (H) y machos (M) de focas de puerto. A) Los 15
ASV mas abundantes detectados en la microbiota del intestino de las focas. B) NiUmero de ASV unicos (punto),
compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre los sexos. El diagrama de Venn representa el
grupo nucleo de microorganismos, el niumero de ASVs y su abundancia relativa en cada grupo. El andlisis de
abundancia diferencial revela cambios entre las focas los sexo en taxones microbianos (C) y en rutas metabdlicas (D).
Los géneros y las vias con un cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en las focas hembra.
*Paraclostridium.
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Todas las rutas metabdlicas con abundancias diferenciales detectadas en la comparacion entre los sexos,
fueron mas abundantes en hembras que en machos y estan relacionadas con la degradacion, uso y

asimilaciéon de aminodcidos, poliaminas y compuestos carboxilados (Figura 15D).

2.7.12 La estructura de la comunidad microbiana difiere entre las colonias del EPB y

TS durante el periodo de reproduccién-muda

La comparacion entre las focas del EPB y TS durante los periodos de reproduccién-muda revelé cambios
en la composicidn de microbiota del intestino relacionadas con la ubicacién de las colonias. La dispersion
microbiana entre individuos no mostré variaciones entre las colonias al considerar la composicién (prueba

de betadisper, p= 0.578) y la abundancia de microorganismos (prueba de betadisper, p= 0.965).
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Figura 16. Cambios en la composicion de la microbiota del intestino en las focas del Estero de Punta Banda (EPB) e
isla Todos Santos (TS) durante el periodo de reproduccion-muda. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de
distancias UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas (B) basadas en las muestras del periodo de reproducciéon-muda
en las colonias de estudio. El analisis de abundancia diferencial revela cambios significativos en (C) taxa y (C) vias
metabdlicas (D) entre las colonias del EPB y TS durante el periodo de rep-muda. Los géneros y vias con un cambio
logz-fold> 0 son significativamente mds abundantes en las muestras del EPB. *Paraclostridium.

En este analisis, la variable “colonia” explica una baja proporcidn de la variacion entre las colonias, siendo

Unicamente significativa cuando no se considera la abundancia de los microorganismos (R?= 0.07, p= 0.006;
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figura 16A). Por lo tanto, las focas del EPB y TS poseen diferencias en la diversidad microbiana pero las
abundancias de los microorganismos compartidos son similares durante el periodo de reproduccién-

muda.

Se detectaron algunos cambios en la composicidon de la microbiota entre las colonias durante el periodo
de reproduccidon-muda. Las cuatro bacterias detectadas son mas abundantes en el EPB que en TS (Figura
16C). La mayoria de las rutas metabdlicas con abundancias diferenciales estdn relacionadas con la
biosintesis de cofactores, vitaminas y acidos grasos (Figura 16D) y todas ellas estan enriquecidas en las

muestras del EPB durante la etapa de reproducciéon-muda.

2.7.13 La estructura de la comunidad microbiana difiere entre las colonias del EPB y

TS durante el periodo de postmuda

La composicién y la abundancia de la comunidad microbiana del intestino varian entre las focas del EPB y
TS durante el periodo de postmuda. La dispersidn individual dentro de los grupos fue homogénea, lo que
indica que las ordenaciones y los resultados obtenidos en las pruebas de PERMANOVA son fiables. Cuando
solamente se evalla la presencia/ausencia de microorganismos, la colonia explica una mayor fraccion de
la variabilidad (R*= 0.19, p= 0.001) y se logra una mejor separacidn entre grupos (UniFrac no ponderado;
Figura 17A) en comparacién con los datos obtenidos de UniFrac ponderado, donde se considera la

abundancia de los microorganismos (R?>= 0.10, p= 0.038; figura 16B).

Se detectaron ocho taxones en los analisis de abundancia diferencial entre las colonias de estudio durante
el periodo de postmuda (Figura 17C). De éstos, solamente dos géneros de bacterias fueron mas
abundantes en la colonia de TS durante el periodo de postmuda. La especie Fusobacterium perfoetens,
bacteria detectada previamente como la mas abundante en la microbiota de las 72 muestras de estudio,

presenta una abundancia significativamente mayor en TS durante la etapa de postmuda (Figura 17C).

Entre las colonias de TS y EPB, se detectaron varios cambios en las rutas metabdlicas durante el periodo
de postmuda. La mayoria de las rutas enriquecidas en TS estan relacionadas con la degradacién de
compuestos derivados de azlcares y aminas (Figura 17D). En las muestras del EPB, las rutas metabdlicas

enriquecidas estan relacionadas con la biosintesis de aminoacidos y degradacién de aminas.
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Figura 17. Cambios en la composicion de la microbiota del intestino en las focas del Estero de Punta Banda (EPB) e
isla Todos Santos (TS) durante el periodo de postmuda. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de distancias
UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas (B) basadas en las muestras del periodo de postmuda en las colonias de
estudio. El andlisis de abundancia diferencial revela cambios significativos en (C) taxa y (D) vias metabdlicas (D) entre
las colonias del EPB y TS durante el periodo de postmuda. Los géneros y vias con un cambio log2-fold> 0 son
significativamente mas abundantes en las muestras del EPB. *Paraclostridium.

2.7.14 La estructura de la comunidad microbiana difiere entre hembras y machos

durante el periodo de reproduccién-muda

Solamente durante la reproduccidon-muda la estructura de la microbiota intestinal fue diferente entre
hembras y machos. En la etapa de postmuda no se detectaron cambios (Anexo C). La dispersion de la
comunidad microbiana entre individuos no mostré variaciones entre los sexos cuando se considerd la
composicion (prueba de betadisper, p= 0.578) y la abundancia de los microorganismos (prueba de

betadisper, p= 0.965). Cuando sdlo se evalla la presencia/ausencia de microorganismos (UniFrac no
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ponderado; Figura 18A), se explica una mayor proporcidon de la variabilidad entre los sexos (R?= 0.05, p=
0.02), en comparacién con los resultados obtenidos al considerar su abundancia (UniFrac ponderado;

Figura 18B).

Un total de ocho taxa mostraron diferencias entre hembras y machos durante la etapa de reproduccién-
muda, todos ellos fueron mas abundantes en hembras (Figura 18C). Destaca la presencia de dos bacterias
patdégenas, P. damselae y Mycoplasma. No se observaron cambios significativos en las funciones de la

microbiota de hembras y machos durante el periodo de reproduccién-muda.
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Figura 18. Cambios en la composicion de la microbiota del intestino entre hembras (H) y machos (M) durante la etapa
de reproduccién-muda. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de distancias UniFrac no ponderadas (A) y
ponderadas (B). (C) El analisis de abundancia diferencial revela cambios significativos en taxa entre focas hembras y
machos durante el periodo de reproduccidon-muda. Los géneros con un cambio log>-fold> 0 son significativamente
mas abundantes en las hembras.

2.7.15 La estructura de la comunidad microbiana difiere entre los machos de las

colonias del EPBy TS

En las colonias del EPB y TS, la composicidon microbiana de los machos es distinta, en comparacidn con las
hembras que no presentaron variaciones en la comunidad del intestino relacionadas con la pertenencia a

una colonia (Anexo C). La dispersion entre individuos no mostré variaciones entre las colonias al considerar
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la composicidn (betadisper, p= 0.088) y la abundancia de microorganismos (betadisper, p= 0.290). En este
analisis, al evaluar la presencia/ausencia de los microorganismos, la variable “colonia” explica un mayor
porcentaje de la variacion (R?= 0.16, p= 0.001; figura 19A), a diferencia de cuando la abundancia de
microorganismos es considerada (R?= 0.09, p= 0.012; figura 19B). Solamente se detectd una bacteria con
abundancia diferencial entre los machos de las colonias, Actinobacillus scotiae, que es mds abundante en
los machos del EPB que en los machos de TS (Figura 19 D). Multiples rutas metabdlicas presentaron
diferencias en esta comparacion. La mayoria de las rutas enriquecidas en los machos de TS estan
relacionadas con la biosintesis de nucledtidos y vitaminas y en los machos del EPB, con la degradacién de

aminas y el metabolismo de nutrientes inorganicos.
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Figura 19. Cambios en la composicion de la microbiota del intestino en las focas macho del Estero de Punta Banda
(EPB) e isla Todos Santos (TS). Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de distancias UniFrac no ponderadas (A) y
ponderadas (B) basadas en las muestras de machos en las colonias de estudio. El andlisis de abundancia diferencial
revela cambios significativos en (C) taxa y (D) vias metabdlicas (D) entre los machos de las colonias del EPB y TS. Los
géneros y vias con un cambio log>-fold> 0 son significativamente mds abundantes en las muestras de los machos del
EPB.

2.8 Discusion

En este capitulo se analizé el ciclo anual y el sexo como un factor que influye en la composicion y funcion

de la microbiota del intestino de focas de puerto. Se compararon cada una de estas condiciones en las
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poblaciones del Estero de Punta Banda (EPB) e isla Todos Santos (TS). En general, el factor que mas influyé
en la composicion de la microbiota fue la localidad, seguido del ciclo anual. El sexo influyd en la estructura
de la microcomunidad cuando se consideraba como covariable. Durante la etapa de postmuda las
poblaciones mostraron diferencias significativas en todos los indices de diversidad alfa siendo siempre

mayor, el promedio en las focas del EPB.

2.8.1 Los cambios en la estructura y funciéon de la microbiota entre las etapas del ciclo

anual son el resultado de diferencias energéticas

Durante el periodo de reproduccién y muda, tanto hembras como machos pierden peso y masa corporal.
Para que los animales puedan mudar de pelo, necesitan mantenerse en tierra, lo que representa una
menor ingesta de comida y un desgaste energético mayor (Allen et al., 2011c; Pitcher, 1986). Durante el
periodo de reproduccion, ambos sexos estan sujetos a desgaste energético, las hembras pierden peso
porque amamantan a sus crias (Thompson et al., 1994) y los machos restringen su dieta por cuidar el

territorio (van Parijs et al., 1997).

Colidextribacter fue el Unico género que disminuyd significativamente en el periodo de “rep-muda” (Figura
13C). Algunos estudios han reportado una relacién positiva entre Colidextribacter con un aumento en los
depdsitos de grasas y aumento de peso en ovejas y ratones (Cheng et al., 2022; Duan et al., 2021). La
disminucién de este género durante el periodo de “rep-muda” podria relacionarse con la pérdida de grasa
y masa corporal, tanto en machos como en hembras de focas de puerto (Thompson et al., 1994; van Parijs
et al., 1997). En contraste, el aumento de esta bacteria en la postmuda indicaria una ganancia de peso en

las focas de puerto debido a una alimentacidn continua.

El incremento en la degradacién de aminoacidos proteinogénicos y biosintesis de NAD (Nicotinamida
Adenina Dinucleétido) en la etapa de “rep-muda” indicaria una debilidad fisica provocada por la falta de
alimento. Durante ayunos prolongados, la Unica fuente de aminoacidos proviene de la descomposicion de
aminodcidos proteinogénicos de origen muscular, los cuales son utilizados para la gluconeogénesis
(Holecek, 2020). Asi mismo, un incremento en la biosintesis de NAD esta relacionado con una disminucion
de la glicdlisis y un uso preferencial de acidos grasos y proteinas como fuente de energia (Holecek, 2020).
Estos resultados reflejan un consumo muy limitado de alimento y mayor desgaste energético de las focas

durante las etapas de reproduccidon y muda, en comparacién con la etapa de postmuda.
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2.8.2 La localidad es el factor de mayor influencia en la microbiota de las focas de

puerto

La localidad fue el factor de mayor influencia en la microbiota del intestino de las focas de puerto, donde
las focas del EPB tuvieron una mayor riqueza y diversidad de ASVs en comparacion con las de TS (Figura
14B). Estos resultados coinciden con lo previamente reportado, en donde se relacioné una mayor
diversidad de bacterias con una mayor riqueza de presas en la poblacién del EPB y con una mayor

interaccion interespecifica (Pacheco-Sandoval et al., 2019).

Entre los géneros con abundancias diferenciales destaca Vibro, un género con especies patdgenas (Hughes
et al., 2013), pero que también es una bacteria muy abundante en cefalépodos (Kang et al., 2022). Las
focas de puerto consumen peces bentdnicos e invertebrados, principalmente (Brassea-Pérez et al., 2019;
Durazo, 2015; Pacheco-Sandoval et al., 2019). La mayor abundancia del género Vibrio podria indicar un
mayor consumo de cefaldpodos por las focas del EPB. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Alaman (2014), quien por medio del analisis de estructuras duras en excretas, encontrdé un mayor consumo
de cefalépodos (Octopus bimaculatus y Loligo opalescens) en las focas del EPB en comparacion con las de

TS.

Géneros bacterianos y rutas metabdlicas relacionadas con el almacén de energia estuvieron enriquecidos
en las focas del EPB. Una mayor abundancia de Colidextribacter y UCG-005 se ha relacionado con aumento
de peso en ovejas (Cheng et al., 2022). Ademas, las rutas de biosintesis de butaneidol y degradacién de D-
glucarate se han relacionado con un mayor almacén de grasa visceral (Nie et al., 2020). Rutas relacionadas
con la generacion de energia estuvieron enriquecidas en las muestras del EPB, como la degradacién de
propanoato (2-Methylcitrate cycle), glicogeno y la recuperacion de acidos grasos (Figura 14D). Esto podria
ser un indicador de que las focas del EPB poseen un mayor peso que las focas de TS; sin embargo, se

necesitan datos morfoldgicos para corroborarlo.

Las focas del EPB tuvieron un incremento en la degradacion de taurina, un aminodacido que proviene
principalmente de la dieta y que ejerce multiples funciones en los mamiferos: participa en la
desintoxicacidn, osmoregulacién, conjugacion de acidos biliares, entre otros (Huxtable, 1992). Los
animales dependen completamente de las bacterias y hongos para degradar la taurina. En dietas altas en
acidos grasos y colesterol, la taurina fomenta la degradacién de colesterol, disminuyendo los niveles de
este compuesto en el suero e higado (Yokogoshi y Oda, 2002). El incremento en las focas del EPB podria

indicar una dieta mas alta en grasas y colesterol que en las focas de TS.
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El enriquecimiento en las focas del EPB de multiples rutas relacionadas con la biosintesis de factores de
crecimiento para bacterias, especificamente durante el periodo de reproduccion y muda (Figura 16D),
indicaria que esta poblacién posee una microbiota que promueve el crecimiento y diversificacién de
especies bacterianas. Quinol y quinonas se han reportado como factores de crecimiento para las bacterias
(Fenn et al., 2017), y ademas desempefian un papel importante en la generacién de energia (Pacifico et al.,

2021); estas rutas estuvieron enriquecidas en las muestras de focas del EPB.

La comparacion de sexos entre las colonias de estudio revelé que solamente los machos presentaron
diferencias entre colonias en la composicién y funcidon de su microbiota intestinal. La bacteria que mostré
un enriquecimiento en los machos del EPB fue Actinobacillus scotiae, una especie cercana a otras bacterias

encontradas en cetdceos (Foster et al., 2017).

Muiltiples rutas relacionadas con la generacién de energia tuvieron abundancias diferenciales entre los
machos de TS y EPB. Las rutas relacionadas con nucledtidos de pirimidinas estuvieron enriquecidas en las
muestras de TS (Figura 19D). Estos compuestos son precursores en la sintesis de NAD (Nicotinamida

Adenina Dinucleétido) y son considerados compuestos portadores de energia (Moffatt y Ashihara, 2002).

La reduccidn de nitrato estuvo enriquecida en las muestras de machos de TS. La microbiota del intestino
es capaz de reducir el nitrato a 6xido nitrico que mejora la funcién del musculo esquelético, promoviendo
el flujo sanguineo, reduciendo el consumo de oxigeno y mejorando la tolerancia al ejercicio (Gonzalez-

Soltero et al., 2020).

La degradacién de propanoato estuvo enriquecida en los machos del EPB (Figura 19D). El propanoato actua
como un precursor de glucosa en el intestino que estimula el eje neuronal “intestino-cerebro”, y promueve
la gluconeogénesis intestinal, que mejora la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina (de Vadder

et al., 2016).

2.8.3 Cambios en las colonias de focas de puerto durante las etapas del ciclo anual

Durante la reproduccion y muda se observaron cambios entre las colonias de focas de puerto.

Actinobacillus scotiae fue la bacteria de mayor enriquecimiento en las muestras del EPB durante la
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reproduccion y muda; sin embargo, la informacion existente sobre esta especie es escasa. Foster y
colaboradores (1998) aislaron esta bacteria de marsopas comunes (Phocoena phocoena) varadas que

murieron por septicemia.

En las focas de puerto del EPB, durante el periodo de reproduccién y muda, destaca el incremento de
multiples rutas de biosintesis de quinol y quinonas (Figura 16D) que podrian fomentar el crecimiento de

bacterias en un periodo de poco aporte nutricional, tanto para las focas como para las bacterias.

Durante el periodo de postmuda se observé una mejor separacion entre las muestras del EPB y TS. Estos
cambios podrian deberse a diferencias en la dieta entre ambas poblaciones. Entre las rutas con
abundancias diferenciales significativas destaca la degradacién de condroitina, enriquecida en las focas
del EPB (Figura 17D). Esto indicaria un mayor consumo de peces cartilaginosos en las focas del EPB en
comparacién con las de TS. Los resultados coinciden con reportes previos sobre la alimentacién de estas
colonias, en donde se han encontrado un mayor nimero de presas cartilaginosas en las muestras fecales
de focas del EPB (Raja binoculata, Myliobatis californica y Rhinobatos productus), en comparacion con las
focas de TS, donde sdlo se detecto la especie, Raja inornata (Brassea-Pérez et al., 2019; Pacheco-Sandoval

et al., 2019).

En las muestras del EPB del periodo de postmuda, destaca la mayor abundancia de la especie Slackia
faecicanis. Esta bacteria se aislé por primera vez en muestras de heces de perro (Lawson et al., 2005) y no
existen reportes de esta bacteria en pinnipedos. La mayor presencia de esta bacteria en las focas del EPB,
especialmente en las hembras, podria indicar una transmisidn de bacterias entre los perros y las focas. La

presencia de perros en el EPB es comun, por ser una zona urbana.

2.8.4 Cambios en la composiciéon y funcidon de la microbiota en hembras y machos

En las hembras se observd un incremento de bacterias potencialmente patégenas (P. damselae y
Mycoplasma) durante la etapa de reproduccion y muda; sin embargo, también destaco la presencia de
bacterias benéficas, como Romboutsia hominis. Las especies del género Romboutsia estan adaptadas a
ambientes ricos en aminoacidos y péptidos, como el intestino (Gerritsen et al., 2019). R.hominis es capaz
de producir biotina, tiamina y vitamina B12 (Gerritsen et al., 2019), las cuales son parte fundamental en el
metabolismo de energia. La vitamina B12 es importante para el metabolismo de aminodacidos y acidos

grasos (Allen, 2012). La biotina es necesaria para la sintesis de acidos grasos y en la gluconeogénesis,
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ademas de ser una coenzima que participa en el catabolismo de azlcares y aminodcidos (Zempleni y
Kuroishi, 2012). La tiamina participa en el metabolismo de grasa, proteinas y acidos nucleicos y es esencial
para el crecimiento (Fattal-Valevski, 2011). Esta bacteria podria representar una fuente importante de
vitaminas cuando el aporte por la dieta es restringido, como en el periodo de reproduccién y muda. Las
hembras podrian requerir una mayor abundancia de este tipo de bacterias para cubrir sus requerimientos

nutricionales durante el periodo de la crianza.

La rutas enriquecidas en hembras, en comparacion con los machos, estan relacionadas con la ganancia de
peso y condicidn corporal. Las rutas de degradacidn de L-glutamato, D- glucarato y propanoato, se han
relacionado con un mayor almacén de grasa visceral en animales (Cheng et al., 2022). El enriquecimiento
de aminobutanoato se ha relacionado con un incremento de insulina después de una exigencia alta de
glucosa (Sanna et al., 2019). En focas de puerto en rehabilitacidn, se ha observado un incremento de
insulina a medida que el animal gana peso, indicando que la insulina podria tener un papel importante en
la lipogénesis (Fowler et al., 2020). En las focas de puerto no existe un dimorfismo sexual marcado, por lo

que se pudo haber muestreado hembras con mejor condicion corporal que los machos.

2.8.5 Mayor abundancia de bacterias potencialmente patégenas en las hembras de

focas de puerto

En las hembras se observd un mayor nimero de bacterias potencialmente patégenas como Ureaplasma,
P. damselae, Mycoplasma spp. y Cetobacterium ceti. Algunas especies de Ureaplasma se han encontrado
en el tracto genital femenino de los seres humanos y causan infecciones e infertilidad, lo que complica el
embarazo y el desarrollo del feto (Urszula et al., 2014). En pinnipedos, la deteccién de Mycoplasma (M.
phocicerebrale, M. phocae y M. phocirhinis) es mas comun en fécidos (Haulena et al., 2006) y su presencia
se ha reportado en focas de puerto (Ayling et al., 2011). Esta bacteria aumenta los sintomas de neumonia
causada por el virus de la influenza en focas de puerto (Geraci et al., 1982) y es conocida por provocar una
infeccidon conocida como “dedo de foca” en los humanos, la cual es transmitida por una mordedura de

foca (Haulena et al., 2006).

En especifico, se observd un incremento de Mycoplasma, P. damselae y Cetobacterium ceti en las hembras
durante el periodo de reproduccién y muda (Figura 18C). Photobacterium damselae es una bacteria

patdgena que provoca lesiones y septicemia en peces, crustaceos y cetaceos; existen algunos reportes de
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muertes de humanos causadas por esta bacteria (Rivas et al., 2013). Mycoplasma se han encontrado en

focas de puerto durante un evento masivo de mortalidad (Ruhnke y Madoff, 1992).

C. ceti se descubrié en lesiones de ceticeos varados (marsopa comun, Phocoena phocoena y ballena
minke, Balaenoptera acutorostrata). La patogenicidad de esta especie no es clara, pero su presencia en
lesiones indicaria una posible importancia patoldgica (Foster et al., 1995). Esta bacteria también se ha
reportado en delfines nariz de botella (Bik et al., 2016). Recientemente, Agnes y colaboradores (2020)
analizaron la microbiota del intestino de lobos finos australianos y propusieron a C. ceti como una bacteria
indicadora de animales que se alimentan en granjas de salmdn, lo que podria indicar una transmision de

esta bacteria entre especies.

La mayor abundancia de estas bacterias potencialmente patégenas representa un riesgo potencial para la
conservacién de las focas de puerto, debido a que el periodo de reproduccidon y muda es crucial para la
conservacioén de la especie. Sin embargo, se necesitan mas estudios para determinar si estas bacterias son

patdgenas, oportunistas o comensales en este pinnipedo.

La mayor presencia de estas bacterias potencialmente patégenas durante el periodo de reproduccion y
muda representa un riesgo para la poblacién humana, porque estas bacterias podrian transmitirse de las
focas a los humanos. El periodo de reproduccién y muda coincide con el periodo vacacional, cuando hay
una mayor presencia de humanos en el EPB (Ruiz-Mar et al., 2022), lo que aumentaria las posibilidades de

transmisién de estas bacterias patdgenas.

2.9 Conclusion

En las focas de puerto, factores como la localidad y la etapa del ciclo anual, son factores importantes que
moldean la composicién y funciones de la microbiota del intestino. El sexo es un factor de menor impacto
debido a un dimorfismo sexual débil y una alta variabilidad intrasexual. El impacto de la localidad en la
microbiota estd relacionado con cambios en la dieta entre las colonias de focas y a una exposicion
diferente de fuentes microbianas. Asi mismo, cambios en la composicidon de la microbiota, relacionados
con el ciclo anual, estuvieron relacionados principalmente por diferencias en requerimientos energéticos
y periodos de ayuno. Estos hallazgos resaltan la importancia de la microbiota como un componente
fundamental en la fisiologia de las focas de puerto porque esta micro-comunidad responde a cambios en

el metabolismo energético, brindando componentes fundamentales en periodos de escasa alimentacion.
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La presencia de bacterias potencialmente patégenas, especialmente en las hembras durante el periodo de
reproduccidon y muda, representa una amenaza a la conservacion de la especie, asi como un posible foco
de transmisién de bacterias patégenas de focas a humanos. Son necesarios mas estudios y un monitoreo
continuo de las poblaciones de focas que permitan comprender la relacién de las focas de puerto con estas

bacterias y el posible riesgo a la salud humana.
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Capitulo 3. La edad

3.1 Introduccion

La microbiota materna representa la primera exposicidn que tiene la cria a los microorganismos (Koenig
etal., 2011), y la colonizacién podria empezar antes del parto, por la presencia de microbios en la placenta
y el liquido amnidtico (Collado et al., 2016). En humanos se ha observado que, desde el nacimiento, la
diversidad microbiana intestinal aumenta y en los primeros 3 - 5 afios de vida converge a una comunidad
parecida a la presente en adultos (Rodriguez et al., 2015). Antes de este periodo, la microbiota intestinal
de los lactantes es inestable y se caracteriza por la presencia de microorganismos presentes en la vaginay

en la leche de la madre (Hunt et al., 2011; Knight y Buhler, 2015).

En los estudios realizados en humanos, la microbiota intestinal se caracteriza por: a) una baja diversidad y
complejidad en los primeros afios de vida y b) poseer una dominancia de los phyla Actinobacteria,
Proteobacteria y Firmicutes (Koenig et al., 2011). Con el crecimiento, la comunidad microbiana del
intestino se estabiliza, lo que es fundamental para la homeostasis del huésped (Knight y Buhler, 2015;

Koenig et al., 2011).

En pinnipedos, se ha reportado que la edad juega un papel importante en la composicion de la microbiota
intestinal. Smith y colaboradores (2013) reportaron que las crias del lobo marino de Australia poseen un
menor nimero de miembros microbianos en comparacion con los adultos. En general, los perfiles

microbianos varian entre clases de edad.

En la foca de puerto sélo se ha caracterizado la composicién de la microbiota intestinal en juveniles y
adultos (Glad et al., 2010; Numberger et al., 2016; Pacheco-Sandoval et al., 2019). Es necesario ampliar la
informacidn actual debido a que las crias de foca de puerto no poseen las mismas capacidades fisioldgicas
que los adultos (Allen et al., 2011). Ademas, no existe informacidn sobre como la transicién de una dieta
basada en leche, a una de peces e invertebrados, afecta la composicion microbiana del intestino (Smith et
al., 2013). A pesar de que entre individuos de la misma especie existen diferencias en la constitucién de su
microbiota, a lo largo de la vida del organismo se mantiene un grupo de miembros esenciales que son

transmitidos de la madre a la cria y perduran hasta la vida adulta (Matamoros et al., 2012).
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3.2 Hipétesis
Las crias de foca de puerto tienen una diversidad microbiana menor en comparacién con los adultos.

Ademas, el perfil funcional es diferente entre ambos grupos de edad debido a las diferencias en sus

requerimientos fisiolégicos.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto que tiene la edad del organismo, en especifico de crias y adultos, en la composicion y

funcidn de la microbiota intestinal de la foca de puerto.

3.3.2 Objetivos particulares

- Caracterizar el perfil de la microbiota intestinal de crias y adultos de foca de puerto ubicada en Isla

Natividad.

- Comparar la comunidad microbiana de crias y adultos para observar variaciones en la composicion de la

microbiota intestinal y determinar los microorganismos que tiene un mayor aporte a estos cambios.

- Caracterizar el perfil funcional de las distintas edades para observar cambios en rutas metabdlicas.

3.4 Métodos

3.4.1 Colecta de muestras

Se selecciond la colonia de foca de puerto ubicada en Isla Natividad (Baja California, México) por la

presencia de plataformas rocosas planas que facilitan la captura de las crias (Figura 20). La colecta de
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muestras se realizé en el mes de marzo y se colectaron heces de focas juveniles o adultas (no es posible
diferenciarlas heces segun el grupo de edad). Se capturaron crias para obtener muestras del recto con
hisopos especiales que permiten la liberacién de la muestra en el medio de preservacién (Flock swabs®).
En total se obtuvieron 32 muestras, 12 de crias y 20 de juveniles/adultos. Ademas, se obtuvieron dos
muestras de heces de crias correspondientes a las muestras Cria2 y Cria4. De la muestra Cria5, se

obtuvieron dos muestras de vagina.
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Figura 20. Ubicacion geografica de la colonia de foca de puerto (Phoca vitulina richardii) en Isla Natividad.

Cada muestra fecal de juvenil/adulto se recogié individualmente con una espatula estéril y sélo se tomé
la parte interna para evitar la contaminacidn cruzada con el medio ambiente circundante. Por cada cria
capturada, se colectaron dos muestras del recto (hisopo) y se anotd el sexo correspondiente (exploracion
visual). Ambos tipos de muestras se colocaron en tubos estériles con RNAlater® (Sigma-Aldrich) y se

mantuvieron congeladas a -80°C hasta su procesamiento.

3.4.2 Extraccion de ADN

Se utilizé el kit QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)® para extraer el ADN gendmico total de las
muestras fecales. Las muestras se centrifugaron a 9000 x g durante 5 minutos para poder decantar el RNA

later en el cual fueron preservadas. De cada muestra se utilizaron aproximadamente 220 mg de materia
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fecal. Para las muestras de crias, cada hisopo se enjuago con una solucién de PBS y a cada tubo se le agregd
1 ml de PBS para poder separar las células de interés. Las muestras se centrifugaron a 10 000 g por 15
minutos a 4°C y se decantd el sobrenadante. Para poder detectar microorganismos dificiles de lisar, se
utilizé una temperatura de incubacién de 95°C, propuesto por el fabricante. La calidad del ADN se visualizd
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8% y los productos de extraccidn se corrieron a 70 V por 45
min. La concentracion del ADN se determind en el fluorometro Qubit 3.0 (Invitrogen) con 5 pl por muestra

utilizando el kit Qubit® dsDNA BR Assay (ThermoFisher™).

3.4.3 Sexado genético de las muestras de heces

Se utilizé el protocolo modificado de Robertson y colaboradores (2018), previamente descrito en el
capitulo anterior, para determinar el sexo de las muestras de adultos. En las amplificaciones se incluyeron:
a) triplicados de las muestras para obtener resultados consistentes, b) controles positivos
correspondientes a las muestras de crias de foca de puerto de sexo conocido (una hembra y un macho) y

c) controles negativos.

3.4.4 Amplificacion del gen 16S ARNr

La amplificacién del gen 16S ARNr se realizd con la estrategia y primers descritos en el capitulo anterior. El
PCR se realizd con 5-10 ng de ADN en una reaccion de 25 ul que incluyd: 5 pl de buffer MyTag™ (5x), 0.8
ul de primer (concentracién 10 uM), 0.156 ul de ADN polimerasa MyTag™, 10 ng de ADN y el volumen de
agua necesario para completar 25 pl por reaccion. El programa de PCR consistié en una etapa inicial de
95°C x 30s, desnaturalizacidn inicial de 95°C durante 2 minutos, y 30 ciclos (95°C durante 30 s; 55°Cx30 s
y 72°C x 30 s), con una extension final a 72°C durante 5 min. Se realizaron triplicados de reacciones de PCR
por cada muestra y los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1%. Los triplicados por muestra se

mezclaron en un solo tubo de PCR.

3.4.5 Preparacion de las librerias

La normalizacidn y preparacién de las librerias de secuenciacidn se realizaron conforme a lo descrito en el

capitulo anterior. Ademas de las muestras, se incluyé un control negativo de PCR (sin ADN agregado). La
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concentracién final de la libreria fue 1153 pM. Se utilizé el kit MiSeq® Reagent V2 de 300 ciclos de lllumina®
y se siguid el protocolo para la preparacion de librerias metagendmicas 16S ARNr (llumina®) modificado
por la Dra. Jennyfers Chong3. Se agregaron 10 pl del pool (1153 pM) y 10 pl de NaOH (0.2 N) en un tubo
tipo Eppendorf y se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se afiadieron 20 pl

del buffer de hibridacion.

Para diluir y desnaturalizar la libreria control, se afiadié 1 ul de PhiX (10 000 pM) y 1.5 pl de agua para una
concentracién de 4000 pM. A los 2.5 pl obtenidos se les agregaron 2.5 pl de NaOH (200 mM) y se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 495 ul del buffer de

hibridacién (HT1) para obtener una concentracion de 20 pM.

Finalmente, la biblioteca de amplicones (16S ARNr) y el PhiX se combinaron afiadiendo 675 pl del pool y
75 ul de PhiX. El resultado fue una solucién de trabajo final con un volumen de 750 pl, a una concentracion

de 7.7 pM, con 10% de PhiX.

3.4.6 Secuenciacion

Se utilizdé una celda de flujo estdndar para secuenciar las librerias y se agregaron los primers necesarios
para realizar la secuenciacién. Ademads, se cred un archivo de texto (sample sheet) para indicar la
combinacion de indices de cada muestra para que al final de la corrida, las muestras se separen en archivos
distintos. La secuenciacidn pareada (paired-end) se realizd el equipo MiSeq™ de Ilumina® que se

encuentra en el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada (CICESE).

3.4.7 Procesamiento y analisis de las secuencias

El procesamiento inicial de las secuencias se realizé utilizando los mismos métodos descritos en el capitulo
anterior. Todos los andlisis se realizaron en el programa RStudio v.3.6.2 (R Core Team, 2019). Brevemente,

los paquetes y metodologia fueron:

3 Técnico del laboratorio de metagendmica del CICESE (B.C, México).
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Figura 21. Resumen de los métodos utilizados para procesar y analizar las secuencias del estudio.

El programa decontam (Davis et al., 2018) se utilizé para identificar secuencias contaminantes en las
muestras y eliminarlas. El método utilizado (frequency) se basa en la frecuencia de los ASV y en las
secuencias encontradas en el control negativo. La tabla final de resultados incluye: la frecuencia de cada
ASV, un valor p (p< 0.05) asociado a la probabilidad de que la secuencia sea un contaminante y una
columna con valores “verdadero o falso”, basada en la evidencia estadistica de que la secuencia excede el

umbral de deteccién previamente establecido (threshold=0.1).

3.4.8 Medidas de riqueza y diversidad filogenética

3.4.8.1 Diversidad alfa

Las estimaciones de diversidad alfa se calcularon con los conteos crudos de ASVs en el programa RStudio
con la paqueteria phyloseq (McMurdie & Holmes, 2013), principalmente. Los indices de diversidad alfa
calculados fueron: a) Shannon, b) nimero de especies observadas y c) diversidad filogenética de Faith

(PD).

Para determinar diferencias significativas en la diversidad microbiana entre las edades y sexos, se crearon
modelos mixtos de las variables de estudio y se utilizaron pruebas de analisis de varianzas (ANOVA)— en
los indices con normalidad y homocedasticidad— y la prueba de Kruskal-Wallis para indices sin distribucion

normal. Las graficas de los resultados se crearon principalmente en la libreria ggplot2 (Wickham, 2016).
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3.4.8.2 Diversidad beta

El conteo de ASVs se normalizo en la libreria DeSeq2 (Anders et al., 2010) con los métodos descritos en el
capitulo 2. Los datos se transformaron con el modelo: ~sexo + edad y se utilizaron en todos los analisis

posteriores.

En la exploracién de las similitudes entre muestras se utilizé la técnica de ordenacion “andlisis de
componentes principales (PCoA)” y métricas UNIFRAC (Lozupone et al., 2011; Lozupone y Knight, 2005)

ponderadas y no ponderadas.

Edad
Cria Adulto

Hembra Macho
Sexo

Figura 22. Comparaciones entre los grupos de interés para detectar diferencias en la composicion y estructura de la
comunidad microbiana de la foca de puerto. Lineas amarillas: Comparaciones generales. Lineas azules:
Comparaciones especificas.

Para conocer si las diferencias en las estructuras de las comunidades son estadisticamente significativas
entre las variables de estudio, se utilizd la prueba de adonis (ANOVA con permutaciones) con 1000
permutaciones en la libreria vegan y para evaluar la dispersién homogénea, se empled la funcién
betadisper (vegan). Para esta prueba, primero se realizé6 una comparacidn general entre las variables de
estudio (edad y sexo) y posteriormente se hicieron comparaciones de cada componente de las variables
de interés, es decir, se compard: a) la variable edad en machos y hembras, y b) la variable sexo en crias y

adultos. Las comparaciones realizadas se pueden visualizar en la figura 22.

3.4.9 Abundancia diferencial

La libreria Deseq?2 se utilizé para detectar ASVs cuya abundancia fuera estadisticamente diferente entre
los grupos de comparacion. En el andlisis se eliminaron los ASVs con conteos menores a 4 y prevalencia=1

y se agruparon a nivel de Género. Con el fin de identificar géneros con abundancia diferencial consistente
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entre las variables de estudio, se considerd un valor p ajustado< 0.01 y solamente se evaluaron los grupos

comparativos que mostraron diferencias estadisticamente significativas en su diversidad beta.

3.4.10 Inferencia funcional

Las muestras se analizaron en el programa PICRUSt2 (Douglas et al., 2020) para predecir la composicion
funcional de la microbiota de las crias y adultos de foca de puerto. La libreria DESeq2 se utilizé para
normalizar los conteos de EC obtenidos de PICRUSt2 bajo el modelo: ~sexo + edad— utilizado también en
las abundancias de ASV— y se eliminaron aquellos ECs que estuvieran presentes en sélo una muestra. Con
el fin de identificar ECs con abundancia diferencial consistente entre las variables de estudio, se considerd
un valor p ajustado< 0.01 y un logfold change> 1 y solamente se evaluaron los grupos comparativos que

mostraron diferencias estadisticamente significativas en su diversidad beta.

3.5 Resultados

3.5.1 Extraccion de ADN

La concentracién de ADN presentd variaciones entre las diferentes muestras de crias. El valor promedio
obtenido fue 3 ng/ul con un rango de 0.2 — 10 ng/ul. Los productos de extraccion de las muestras de cria
pueden observarse en la Figura 23. La concentracién promedio de ADN de las muestras de adulto fue 4.408

ng/ul con un rango de 0.152 — 20.8 ng/pl.
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Figura 23. Productos de extraccion de ADN de las muestras de crias de focas de puerto de Isla Natividad. E: escalera.
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3.5.2 Amplificacion del gen 16S ARNr

Todas las muestras de crias y adultos tuvieron amplificaciones exitosas para el gen 16S ARNTr, sin embargo,
algunas muestras presentaron bandas tenues (Figura 24).
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Figura 24. Ejemplos de los productos de PCR de la region V4 del gen 16S ARNr de las muestras de crias y adultos de
focas de puerto de Isla Natividad. El tamafio del fragmento esperado es de aprox. 400 pb. E: escalera, N: control
negativo.

3.5.3 Sexado genético de las muestras

La amplificacién de las regiones SRY y ZFX/ZFY de las muestras de crias fue exitosa y se obtuvieron los
resultados esperados dependiendo del sexo: 1 banda de aproximadamente 168 pb para el caso de
hembras, y 2 bandas de 224 pb y 168 pb para machos. La presencia de bandas inespecificas de menor
intensidad podria deberse a la alta formacién de estructuras secundarias en los primers (Figura 25). La
asignacion de sexo fue exitosa en el 90% de las muestras de adultos; el sexo de las muestras Nat7 y Nat10
no pudo identificarse. La proporcidn final de sexo fue: 7 machos y 5 hembras en las muestras de criasy 11

hembras, 7 machos y 2 indeterminados para las muestras de adulto.
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Figura 25. Ejemplos de productos de PCR de los genes SRY y ZFX/ZFY de las muestras de crias y adultos de la colonia
de foca de puerto de Isla Natividad. Nat: Adulto de isla Natividad.
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3.5.4 Descripcion general del set de datos

Se conservaron un total de 1 840 452 lecturas después del procesamiento de las muestras con DADA2 y
de eliminar secuencias no correspondientes a microorganismos, como cloroplastos y mitocondrias. La
muestra con el mayor y menor numero de lecturas fue Crial0 con 88 926 y Crial con 11 782 lecturas,
respectivamente. En general, el promedio de lecturas obtenidas fue 57 530. En la grafica de rarefaccién
todas las muestras alcanzaron la asintota, lo que significa que la profundidad de secuenciacién fue éptima

para muestrear toda la riqueza microbiana por muestra (Figura 26).
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Figura 26. Grafica de rarefaccion de las muestras de estudio agrupadas por edad. H: hembra, M: macho, NI: no
identificado.

3.5.5 Composicion taxondmica de la muestra de vagina

Se compard la composiciéon microbiana de las heces y vagina provenientes de la misma cria. La profundidad
de secuenciacién fue dptima para muestrear la mayor riqueza microbiana de las muestras (Figura 27A). En
la muestra de vagina se detectaron 122 ASVs representados por el reino Bacteria, 10 phyla (Anexo F), 22
clases, 47 6rdenes, 45 familias y 44 géneros. La estructura de la comunidad microbiana es muy diferente
entre las muestras de heces y vagina (Figura 27B). En la microbiota de recto, el phylum y género
dominantes fueron Bacteroidota y Alloprevotella, respectivamente, en contraste con la microbiota de
vagina, donde Proteobacteria y Psychrobacter fueron mas abundantes (Figura 27C-D). En la muestra de
vagina se encontré un mayor nimero de microorganismos totales y Unicos, compartiendo 50 ASVs con la
muestra de recto (Figura 27E). El grupo nicleo de ambas muestras estd compuesto por 37 miembros

bacterianos que representan el 70.3% de la abundancia relativa total (Figura 27F).



52

Muestra [=] Recto Vagina 1.00 RECtS Vagina
Taxa
1254 M Alloprevotella (Genus)
Fusobacterium perfoetens
1004 § @ 075 Bacteroides (Genus)
(1 1R = Anaerobiospirifium (Genus)
© e = Otros
3 75+ / [ B EscherichiasShigella (Genus)
5 © Bacteroidia (Class)
T 5 5 050 M P. lutiphocae/phenylpyruvicus
x - © Psychrobacter (Genus)
Ry B W Marinifium (Genus)
257 Jf 3 Corynebacterium (Genus)
/ < 25 - B Weekseliaceae (Family)
04 Campyiobacter (Genus)
. : ; j — P. phenylpyruvicus/sanguinis
0 20000 40000 60000 M Cardiobacteriaceae (Family)
Numero de lecturas 000 — Peplostreptococcales-Tissiersilales
Muestra
" Recto Vagina
C Recto Vagina D P.lutiphocae/phenylpyruvicus- [0 22
) Anagrobiospirilum [ 178 [ 08 | 3,
Proteobacteria- Alloprevotelia- | 168 | 08 | &
Escherichia/Shigelia+ 128 16 5
E Other- Bactervides| 13 0s o
= L. Alloprevotella: 133 | 05 | 3
= Firmicutes- Bacteroidia (Clase) [0 s | 8.
= . Psychrobacter- [0 8.7 =
o Bacteroidota Marinifilurn- |0 [AIE-
. . Corinebacterium- |0 66 8
Actinobacteriota{ - Psychrabacter- | 0 se | =
Campylobacter [0A a7
) Alloprevotella| 4.4 02
Abundancia I a P. henylpyruvicus/sanguinis- [0 34
Alloprevotelia: 3.1 [
010203 0405 Remaining taxa (155)- | 185 1254
Cria5  Griasy
E 804 73 F
2 4 Recto Vagina
7 50 47
<
o 40!
Q
2
g 20
. 4
0l
_‘ Recto z [}
5575 28 UVaglna e No-nucleo: 21 (0.1%)
ASVs totales

Figura 27. Estructura y diversidad microbiana entre las muestras de heces y vagina de una cria de foca de puerto. A)
Grafica de rarefaccidon basada en la riqueza de microorganismos. B) Perfiles microbianos clasificados por tipo de
muestra (heces y vagina). Sélo se muestran los 15 ASVs mas abundantes, el resto se agruparon en la categoria de
"Otros". C) Phyla con una abundancia relativa> 1%. D) Los 10 ASV mds abundantes detectados en el microbioma de
crias. E) Niumero de ASV unicos (punto), compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) en las
muestras de heces y vagina. F) El grupo ndcleo del microbioma entre las muestras de heces y vagina. El grupo nucleo
estd formado por ASVs con una prevalencia del 80% y una abundancia relativa>= 0.01%. El diagrama de Venn muestra
el nimero de ASV y su abundancia relativa en cada muestra.

3.5.6 Composicion taxondmica de las muestras de heces y recto de cria

Las muestras de heces y recto de cria mostraron una gran variabilidad intraespecifica en su composicion
microbiana (Figura 28A). En general, Bacteroidota, Firmicutes y Proteobacteria fueron los phyla
dominantes (Figura 28B). En las muestras de recto, los géneros Anaerobiospirillum y Bacteroides fueron
los mas abundantes, mientras que en las muestras de heces, Alloprevotella y Allistipes fueron los mas

abundantes.

La comunidad microbiana de las muestras de heces y recto estd representada por 144 ASVs, de los cuales
ambas comparten mas de la mitad de ASVs (Figura 28D). El grupo nucleo estd constituido por 31 miembros,

que representan el 86.9% de la abundancia relativa microbiana.
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Figura 28. Estructura y diversidad microbiana entre las muestras fecales y rectales de dos crias de foca de puerto. A)
Perfiles microbianos de dos crias clasificados por tipo de muestra (heces y recto). S6lo se muestran los 15 ASVs mds
abundantes, el resto se agruparon en la categoria de "Otros". B) Phyla con una abundancia relativa> 1%. c) Los 10
ASV mas abundantes detectados en el microbioma de crias. D) Numero de ASV Unicos (punto), compartidos (puntos
conectados) y totales (barras horizontales) en las muestras de heces y recto. E) El grupo nucleo del microbioma entre
las muestras fecales y rectales, conformado por ASVs con una prevalencia del 80% y una abundancia relativa>=0.01%.
El diagrama de Venn muestra el nimero de ASV y su abundancia relativa en cada muestra. Andlisis de componentes
principales (PCoA) basados en distancias UniFrac no ponderadas (F) y ponderadas (G) agrupados por edad. Las
muestras de heces (P2h, P4h) y de recto (P2r, P4r) de dos crias estan resaltadas en negro.
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No existen diferencias significativas entre las muestras de heces y recto relacionadas con la riqueza
microbiana (p= 0.959) o diversidad filogenética (p= 0.716). Sin embargo, las muestras de heces tuvieron

una mayor diversidad microbiana que las muestras de recto (Shannon, p< 0.05).

Los PCoA basados en distancias UNIFRAC ponderadas y no ponderadas demostraron que,
independientemente del tipo de muestra, las muestras pertenecientes a la misma cria se agrupan y

permanecen dentro del grupo de crias (Figura 28F-G).

3.5.7 Composicion taxondmica y comparacion de las muestras de crias y adultos

En la asignacion taxondmica de las muestras de heces y recto, se obtuvieron 572 ASVs representados por
2 Reinos (Archaea y Bacteria), 16 phyla, 27 clases, 69 6rdenes, 98 familias y 128 géneros. Los phyla:
Chloroflexi, Bdellovibrionota, Deinococcota, Nanoarchaeota, Nitrospinota, Nitrospirota, PAUC34f, TAQ6,
se eliminaron del analisis por estar representados Unicamente por una lectura, lo que podrian
corresponder a falsos positivos, asi como reinos y phyla no identificados. De los 16 phyla detectados en
las muestras de heces (Anexo G), solamente 4 de ellos tuvieron una abundancia >1%. Estos phyla fueron:
Bacteroidota, Firmicutes, Fusobacteriota y Proteobacteria (Figura 29A); los phyla Bacteroidota y

Proteobacteria fueron mds abundantes en crias que en adultos.

Los géneros bacterianos mas frecuentes en adultos fueron Alloprevotella, Fusobacterium perfoetens y
Bacteroides y el microbioma de crias estuvo dominado por Alloprevotella, Anaerobiospirillum vy
Escherichia/Shigella (Figura 29B). Entre las especies mas abundantes destaca Photobacterium damselae,
una bacteria patogena. Los perfiles microbianos revelaron una gran variacién intraespecifica entre
individuos del mismo grupo de edad (Anexo H), pero en general, el conteo de ASVs totales y Unicos fueron

mayores en adultos que en crias, compartiendo ambas edades 152 ASVs (Figura 29C).

El grupo nucleo de la microbiota de las crias y los adultos consta de 12 miembros representados por seis
géneros y miembros desconocidos de las familias Fusobacteriaceae y Erysipelotrichaceae (Anexo 1), con
una abundancia relativa del 35.5% (Figura 29D). Fusobacterium perfoetens fue la especie mds abundante
en este nucleo (9.7%). El grupo nucleo de las crias posee mas miembros microbianos que el nucleo de los
adultos, con 16 miembros que representan el 28.3% de la abundancia relativa, con Alloprevotella

dominando el nucleo de las crias (14.3%). En contraste, el grupo nucleo de los adultos estuvo conformado
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por cinco miembros bacterianos (Figura 29D), que representaban el 2.2% de la abundancia relativa, siendo

Colidextribacter la bacteria mas abundante (Anexo ).
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Figura 29. Composicién de la microbiota del intestino de crias y adultos de foca de puerto. A) Phyla con una
abundancia relativa> 1%. B) Los 15 ASV mas abundantes detectados en la microbiota. C) Nimero de ASV Unicos
(punto), compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre edades y sexos. D) El grupo nucleo
del microbioma entre crias y adultos consistid en ASVs con una prevalencia del 80% y una abundancia relativa >
0.01%. El diagrama de Venn muestra el nimero de ASVs y su abundancia relativa en cada grupo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis de alfa diversidad, la riqueza de la microbiota de la
foca de puerto difiere entre las edades pero no entre los sexos. El sexo no se correlaciond con los cambios
en la diversidad filogenética microbiana (p= 0.430) ni con la riqueza (p= 0.778), ya que la comparacion
entre hembras y machos no fue significativa. Aunque las crias tenian valores medios mas altos de riqueza
(p=0.046) y diversidad filogenética que los adultos (p= 0.002), su microbiota estd dominada por menos
miembros microbianos. En cambio, los adultos albergan comunidades bacterianas mas diversas (Shannon,
p< 0.001). Sélo el indice de Shannon presenté diferencias relacionadas con el sexo, las focas hembras

tuvieron un valor promedio de diversidad mayor que los machos (Shannon, p< 0.001).

La gréfica de curvas de rango-abundancia muestra que los taxa mas abundantes en las muestras de crias

y adultos representan menos del 25% de la abundancia acumulada (Figura 30). La forma de la curva, con
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una pendiente que sube paulatinamente, indica que la comunidad microbiana por edad esta dominada

por pocas especies en ambos grupos de edad.
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Figura 30. Curva de rango-abundancia de las especies microbianas presentes en las heces de las focas entre las
distintas edades de estudio.

3.5.8 Inferencias funcionales de la comunidad microbiana de crias y adultos
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Figura 31. Principales rutas metabdlicas del Consorcio Enzimatico MetaCyc (EC), encontradas en las muestras de crias
y adultos de foca de puerto. El tamafio de la caja simboliza la cantidad de rutas metabdlicas encontradas.
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En el andlisis de inferencia funcional se encontraron 354 vias del Consorcio Enzimatico MetaCyc (EC) en

las muestras del estudio, las cuales estan representadas en 5 tipos de vias metabdlicas principales (Figura

31).

3.5.9 El efecto de la edad y el sexo en la estructura de la comunidad microbiana de

focas de puerto

La comparacién global de la edad y el sexo reveld que la edad explica la mayor parte de las variaciones en
la composicién de la comunidad microbiana de las focas de puerto. La edad influye en la composicién (R%=
0.12, p= 0.001) y en la abundancia (R?= 0.29, p= 0.001) de los microorganismos, como demuestran los

resultados del PCoA basados en las distancias UniFrac (Figura 32A-B).

El sexo no afectd la composicidn microbiana (R%= 0.04, p= 0.172), pero cuando se evalud la abundancia de
los microorganismos (UniFrac ponderado), la interaccién entre la edad y el sexo revelé diferencias
significativas (Figura 32B). No existieron diferencias significativas entre las categorias de sexo, entre las

crias hembras y machos, y entre los adultos hembras y machos (Anexo J).

Los resultados de DESeq2 revelaron 24 géneros responsables de las diferencias observadas en la
composicidon microbiana entre los grupos de edad (Figura 32C) y 21 vias EC (Figura 32D) que difieren entre
adultos y crias. Los siguientes taxones fueron identificados como miembros del grupo nucleo de las crias
y fueron mas abundantes en ellas que en los adultos: Actinomyces, Escherichia/Shigella, Odoribacter,
Anaerobiospirillum, Butyricicoccus, Suterella y Alloprevotella. Los géneros Blautia y Parasuterella fueron

mas frecuentes en los adultos que en las crias y forman parte del grupo nucleo de los adultos (Anexo ).

La mayoria de los cambios en las funciones de la microbiota entre las edades estdn asociados al grupo de
vias de Degradacion/Utilizacion/Asimilacion. De las vias metabdlicas de interés, la biosintesis de quinol-
quinonas y la degradacién de quitina, los acidos grasos y aminoacidos, son significativamente mas
abundantes en las crias. En contraste, los adultos mostraron una mayor abundancia de rutas metabdlicas

relacionadas con la degradacion de azucares (Figura 32D).
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Figura 32. La edad explica las principales diferencias en la diversidad microbiana de focas de puerto. Analisis de
coordenadas principales (PCoA) sobre distancias UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas (B) basadas en grupos de
edad y sexo. El andlisis de abundancia diferencial revela cambios significativos en taxa entre adultos y crias (C) y las
vias metabdlicas (D). Los géneros y vias con un cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en los
adultos. *Asignacién de multiples especies.

3.5.10 Diferencias en la composicidn de la microbiota entre hembras y machos adultos

con crias

La comparacion en la interaccion de edad y sexo (PERMANOVA) revelé diferencias en la composicién
microbiana entre todos los casos comparativos (Anexo K). Sin embargo, se decidi6 comparar la
composicion microbiana de los individuos con mayor contacto (hembras adultas y crias) con los que tenian
poco o ningln contacto (machos adultos y crias), porque se esperaba que los individuos con mayor

interaccidn tuvieran menos diferencias en sus perfiles microbianos.
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Las crias tuvieron mas ASVs exclusivos y compartieron mas ASVs con las hembras adultas (Figura 33). En
general, las ASVs compartidos tienen una abundancia relativa media < 0.5% (Anexo L). En el grupo nucleo
de hembras adultas y crias, los ASV del género Bacteroides y bacterias desconocidas de las familias
Ruminococcaceae y Oscillospiraceae fueron mas abundantes. Este nucleo representa el 1.6% de la
abundancia promedio de la microbiota de la foca de puerto. En contraste, los machos adultos tuvieron
menos ASVs Unicos que las hembras y comparten sélo 15 ASVs con las crias. En general, los adultos tienen
mas ASVs que las crias, y ambas edades comparten 109 ASVs, lo que representa el 87.9% de la abundancia

microbiana promedio en las muestras de foca de puerto (Figura 33).
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Figura 33. Composicion diferencial entre adultos (hembras y machos) y crias. El diagrama de UpSet muestra el
numero de ASV Unicos (punto), compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre adultos y crias.
Los porcentajes representan la abundancia media de cada grupo.

3.5.11 Diferencias en la composiciéon de |la microbiota entre hembras adultas y crias

La composicidn (Figura 34A) y la abundancia (Figura 34B) de la comunidad microbiana difieren entre las
hembras adultas y las crias. La dispersion individual dentro de los grupos fue homogénea, lo que indica
que las ordenaciones son fiables. Si solamente se evalla la presencia/ausencia de microorganismos, se
logra una mejor separacion entre grupos (UniFrac no ponderado; Figura 34A), pero cuando se incluye la
abundancia de microorganismos (UniFrac ponderado; Figura 34B), una mayor fraccion de la variacion es

explicada por los grupos de edad (R?= 0.32, p= 0.001).

En la microbiota de las crias y de las hembras adultas, 18 taxones presentaron abundancias variables

(Figura 4C). Los principales cambios en la composicion de la microbiota entre las hembras y las crias estan
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relacionados con el phylum Firmicutes, que fue muy abundante en las hembras adultas; de este phylum,

solo el género Butyricicoccus tuvo una mayor abundancia en las crias.
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Figura 34. Cambios en la diversidad microbiana entre las hembras adultas y las crias de foca de puerto. Andlisis de
coordenadas principales (PCoA) sobre distancias UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas (B); las elipses representan
un intervalo de confianza del 90%. El analisis de abundancia diferencial revela cambios entre las hembras adultas y
las crias en taxones microbianos (C) y en rutas metabdlicas (D). Los géneros y las vias con un cambio log2-fold> 0 son
significativamente mds abundantes en las hembras adultas. *Asignacion de multiples especies.

Las hembras adultas tuvieron niveles considerablemente mas altos de vias implicadas con la degradacion
de carbohidratos complejos (manosa), monosacaridos (fucosa y ramnosa), azucares (D-fructuronato) y

aminodcidos (L-glutamato) (Figura 34D).

3.5.12 Diferencias en la composicién de |la microbiota entre machos adultos y crias

La comparaciéon entre los machos adultos y las crias revelé cambios en la composicién (Figura 35A) y la
abundancia (Figura 35B) de la comunidad microbiana. La dispersidon microbiana entre individuos no mostré

variaciones entre las edades al considerar la composicién (betadisper, p= 0.900) y la abundancia
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(betadisper, p= 0.257). Cuando se considera la abundancia de microorganismos, se explica una mayor

proporcion de la variabilidad entre los grupos (R?= 0.24, p= 0.001).

Edad @ Adulto ® Cria
A B

2 8 R?-024 072

p =0.001

o
i

0.1

0.0

Axis.2 [10.8%)]
o
[=]
o
S
o®
Axis.2 [21.4%)]
L
(]

o
o

00 05 02 -01 00 0.1 0.2
Axis.1 [17.4%)] Axis.1 [48.5%]

'
(=31
w

D Macho adultofera

—Sh{nnsgal‘eﬁblosynllhneslS(FV\GVJEEEJBES)
| -Butanediol Biosynthesis
Psychrobacter Methyl ketone ansynlhesns FWY 7 07)
c 1ob '\Bsm:regs bios: n(he?gv(vl?(wsms
4 -Biotin biosynthesis
ampylobacter -Ectoine moysymhesns (P101-PWY)
B . rPolyamine b\osgnlhesls (PWY-6565)
Ornithobacterium/ rNorspermidine biosynthesis éPWY 6562)
-Ehllm (‘15 radation g sd . -431)
4 [Aromatic blogenk: aming degradaion
Actinomyces tL-leucine ue&radalmn (LEU-] (Ii) V\&Y
B R fL-tyrosine degradahon (TYRFUMCAT PWY)
Escherichia/Shigella r Phctorssémranan (PWY-181
'E?"y ofas dfgrada"o% FéA (pr‘gx)ewox BYPASS)
PR -Glyoxylate bypass an
Anaerobiospirillum Qulingl and u):nnune bigsynthesis (PWY-7374)
-glyoxwaledcyc\e EGL::YOX\QEATE P‘(N";S?S
idi il i uinal and quinone biosynthesis
Clostridium perfringens Energy metabaliam ([GL COLYS!! TCA-GL‘)OX-BYPASS]
f Pyruvate to butanoate (CENTFERM-PWY)
Parasutterella Fermentation of F'Dymvate (PWY-6590)
. FTCA cycle IV (P1
& 73 rQuinal and quinone biosynthesis (PWY-6263)
.fPurine ribonucleotide biosynthesis (PWY-7234)
]

Macho adulto/cria |

= 4]

o
log2FoldChange Baad
IngZFoIdChanne

Actinobacteriota Bacteroidota
) o Degradation/ Generation of
Ph ylu m Campilobacterota Firmicutes Pathway Biosynthesis Utilization/ Precursor Metabolite Superpathways
N Assimilation and Enerav
Proteobacteria

Figura 35. Cambios en la diversidad microbiana entre los machos adultos y de las crias de foca de puerto. Analisis de
coordenadas principales (PCoA) basados en distancias UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas (B); las elipses
representan un intervalo de confianza del 90%. El andlisis de abundancia diferencial revela cambios en taxones
microbianos entre los machos adultos y las crias (C) y en rutas metabdlicas (D). Los géneros y las vias con un cambio
log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en los machos adultos.

Se detectaron algunos cambios en la composicion de la microbiota entre los grupos, siendo ocho géneros
los que tuvieron abundancias diferenciales (Figura 35C). Los machos adultos tienen una mayor prevalencia
de Clostridium perfringens y Parasuterella que las crias. Como se demostrd en la comparacién hembras
adultas-crias, las crias tienen una mayor abundancia de los géneros Psychrobacter, Campylobacter,
Anaerobiospirillum, Actinomyces y Escherichia/Shigella, siendo los dos Gltimos miembros del grupo nucleo

en las crias.

Un total de 24 vias funcionales difirieron entre los machos adultos y las crias, todas ellas mas abundantes
en las crias (Figura 35D). La mayoria de los cambios observados en las funciones del microbioma estan
relacionados con las rutas de biosintesis. Multiples vias de degradacién de aminoacidos (L-leucina y L-

tirosina), acidos grasos, polisacaridos naturales (quitina) y compuestos aromaticos (aminas) fueron mas
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abundantes en crias. Independientemente del sexo de los adultos, las rutas EC implicadas en la produccion

de quinol y quinonas (PWY-7374 y PWY-7371) son mas numerosas en las crias.

3.6 Discusion

En este capitulo se analizé la influencia de la edad y el sexo en la composicidn y las funciones de la
microbiota intestinal de las focas de puerto utilizando una estrategia de secuenciacidon de amplicones de
ARNr 16S. La edad explica la mayor parte de las variaciones observadas en la composiciéon microbiana, y
las diferencias relacionadas con el sexo entre adultos y crias son mas notables cuando se considera la
abundancia de microorganismos. Las hembras adultas tienen mas ASVs totales y Unicos y comparten mas
ASVs con las crias que los machos adultos con las crias. En general, las hembras tuvieron una mayor
diversidad de microorganismos que los machos. A medida que las focas crecen, el grupo nucleo de la

microbiota se reduce y la diversidad microbiana aumenta.

3.6.1 Las muestras de recto como alternativa para evaluar la microbiota del intestino

en las crias de focas de puerto

Se encontraron similitudes en la estructura de la comunidad de las muestras fecales y rectales de las crias
y ambas muestras se agruparon en los graficos de PCoA (Figura 28). El alto numero de ASVs compartidos
entre las muestras de heces y recto sugiere que ambos tipos de muestras son Utiles para proporcionar una
vision de la comunidad bacteriana presente en el intestino grueso de las focas de puerto (Nelson et al.,
2013). Las muestras rectales son mas utiles y fiables para caracterizar la microbiota intestinal cuando las
heces son liquidas y tienen mas probabilidades de estar contaminadas con bacterias del entorno, como

ocurre con las heces de las crias de foca de puerto.

3.6.2 La edad como factor clave en la estructura de la comunidad bacteriana

Los resultados obtenidos indican que la edad es un factor clave que influye en la composicion de la
microbiota intestinal de las focas de puerto. Investigaciones anteriores en otros pinnipedos también han
identificado a la edad como un factor importante en la composicidon de la microbiota intestinal (Nelson

et al., 2013; Smith et al., 2013; Tian et al., 2020). Los cambios en la estructura microbiana entre las edades
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podrian ser el resultado de las diferencias en la dieta. Las crias de foca de puerto se alimentan
principalmente de leche y son destetadas después de cuatro a seis semanas (Bigg, 1981; Fernandez-Martin
et al., 2016; Muelbert & Bowen, 1993), mientras que la dieta de los adultos se basa principalmente en
peces bentdnicos o demersales y cefalépodos (Brassea-Pérez et al., 2019; Germain et al., 2012; Oates,
2005; Pacheco-Sandoval et al., 2019). Las vias metabdlicas enriquecidas por las crias indican que éstas
estaban pasando de la lactancia a una dieta sdlida. La leche de los pinnipedos es rica en grasa (60%) y en
proteinas (10%) y los aminoacidos mas abundantes son el glutamato, la prolina y la leucina (Davis et al.,
1995). La ruta de degradacion de la leucina fue mdas abundante en las crias que en los adultos, y el
glutamato fue mas abundante cuando se comparé a las crias con los machos adultos. El enriquecimiento
de las rutas relacionadas con la degradacion de los acidos grasos y de algunos aminodacidos abundantes en

la leche podria indicar que las crias todavia estaban amamantando en el momento del muestreo.

Sin embargo, el aumento de la degradacidn de quitina, un compuesto caracteristico del exoesqueleto de
los invertebrados, es consistente con el hecho de que las crias se alimentan a un nivel tréfico inferior al de
los adultos (Germain et al.,, 2012). Algunos estudios indican que inicialmente las focas crias recién
destetadas se alimentan de pequenos crusticeos y peces (Muelbert y Bowen, 1993; Oates, 2005). Los
crustaceos desempefian un papel importante en la dieta de las crias, lo que sugiere que éstas son
ineficientes en capturar peces a esta edad (Muelbert y Bowen, 1993). A medida que sus habilidades de
busqueda de alimento y de buceo mejoran, las crias cambian a una dieta adulta, pero la ingesta de

alimentos solidos puede ocurrir mientras la cria todavia estd amamantando (Sauvé et al., 2014).

No se ha descrito la temporada de cria de las focas de puerto en la isla Natividad; sin embargo, existe
informacidn disponible para la colonia de la isla San Roque, cercana a nuestra area de investigacion.
Fernandez-Martin (2012) estudié la temporada de cria de 2014 en la isla de San Roque y encontré que
ésta abarca desde finales de diciembre hasta finales de marzo, con el pico de crias siendo el 7 de febrero
y el periodo de lactancia dura 21 dias. La larga temporada de cria (13.43 semanas), en comparacién con
otras colonias del norte, mostrd que las hembras estan menos sincronizadas. Si las focas de puertos de la
isla Natividad tienen un periodo de reproduccion similar al de la isla San Roque, entonces nuestro
muestreo se produjo cerca del final de la temporada de cria, lo que es coherente con nuestro hallazgo de

la transicidon de la leche al alimento sélido.

Los estudios sobre la transicion del destete han encontrado una mayor abundancia de bacterias
anaerobias facultativas, como Escherichia/Shigella (Gresse et al., 2017), caracteristicas de la microbiota de

crias de foca de puerto. Ademas, el mayor nimero de miembros del grupo nucleo que comparten los
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elefantes marinos después del destete (Stoffel et al., 2020) y nuestras muestras de crias apoyan la idea de

que las crias de foca de puerto se encontraban al principio del periodo posterior al destete.

3.6.3 El grupo nucleo de crias y adultos

Se identificaron 12 microorganismos que persisten desde las crias hasta la edad adulta (Figura 28). El
mantenimiento de estos microorganismos a lo largo de la vida de las focas sugiere que estas especies
pueden proporcionar funciones no relacionadas con la dieta, ya que ésta es muy diferente entre las
edades. En cambio, este grupo nucleo podria estar implicado en el desarrollo del sistema inmunitario, y su
conservacion esta asegurada por la transmisién vertical (Nelson et al., 2013). En general, los adultos tienen
menos miembros en su microbioma nucleo que las crias, lo que se ha observado en otras especies de focas

(Tian et al., 2020).

Los estudios sobre el microbioma de los pinnipedos coinciden en que los géneros Bacteroides y
Fusobacterium y los miembros no identificados de las familias Fusobacteriaceae y Lachnospiraceae,
forman parte del grupo nucleo en pinnipedos (Pacheco-Sandoval et al., 2019; Stoffel et al., 2020; Tian
et al., 2020; Toro-Valdivieso et al., 2021). Esto sugiere que los géneros mencionados desempefian un papel
esencial en la evolucién de los pinnipedos, probablemente relacionado con funciones inmunoldgicas

porque se han mantenido a lo largo de la evolucion.

Los estudios disponibles sobre la microbiota de las focas de puerto adultas también han identificado los
géneros Bacteroides, Fusobacterium y Anaerobiospirillum como miembros del grupo nucleo (Numberger
et al., 2016; Pacheco-Sandoval et al., 2019). Algunas de las bacterias detectadas en el grupo nucleo de las
focas adultas, como F. mortiferum, F. perfoetens, Colidextribacter, y un miembro no identificado de la
familia Oscillospiraceae, también se han detectado en los microbiomas de elefantes marinos y focas de

Weddell adultos (Kim et al., 2020).

Fusobacterium, Bacteroides, Odoribacter, Anaerobiospirillum, Escherichia/Shigella,
Phascolarctobacterium y Collinsella forman parte del nicleo microbiano de las crias y también han sido
identificados como miembros del microbioma de las crias de elefante marino que habitan en la isla de San
Benito (Stoffel et al., 2020), una isla cercana a isla Natividad (Figura 19). Estas bacterias podrian ser

importantes en las crias de pinnipedos.
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3.6.4 El posible papel de la microbiota del intestino en las crias de foca de puerto

Las crias de foca de puerto, en comparacion con otros fécidos, son especialmente precoces al entrar en el
mar poco después del nacimiento y nadar con su madre durante todo el periodo de lactancia, en
comparacién con otros fécidos (Bigg, 1981; Bowen et al., 1999; Jgrgensen et al., 2001). La natacion
requiere un mayor gasto de energia, por lo que el ayuno post-destete es mds corto que el de otras especies
debido al menor almacenamiento de energia durante la lactancia (Muelbert y Bowen, 1993). Las crias de
foca de puerto pierden el 21% de la masa del destete durante las primeras cinco semanas de la etapa
posterior al destete y ayunan en promedio de 15 a 17 dias. La grasa corporal comprende el 32.8% de la
masa corporal al final del destete, pero disminuye al 12% después de 26 dias posteriores al destete.
Asimismo, el porcentaje de proteina disminuye del 5.5% al nacimiento al 2.5% cerca del destete (Muelbert

y Bowen, 1993).

La pérdida drastica de peso y masa corporal se ha relacionado con cambios en la composicién de la
microbiota intestinal en diferentes especies (Gresse et al., 2017; Ni et al., 2021; Sommer et al., 2016; Stoffel
et al., 2020). Un estudio reciente de pacientes con caquexia, una condicidn corporal caracterizada por la
pérdida de peso y el desgaste muscular, encontré una reduccién significativa de las vias catabdlicas
relacionadas con los carbohidratos complejos (“mannan”), derivados de azucares (glucurdnidos,
fructuronato), la degradacidn de los acidos grasos y aminoacidos (L-glutamato, L-leucina y L-tirosina), en
comparacién con el grupo sin caquexia (Ni et al., 2021). Estas vias se redujeron significativamente en las
crias en comparacion con los adultos, lo que valida la idea de que el estrés metabdlico en adultos es menor

que en las crias durante la temporada de reproduccion (Kershaw y Hall, 2016).

Aunque las hembras son susceptibles al estrés metabdlico y a la pérdida de peso durante la temporada de
reproduccion, nuestros resultados sugieren que las crias tienen mayor estrés metabdlico y que la fase
posterior al destete es crucial para su supervivencia. El pequefio tamafio de las hembras de foca de puerto
(comparado con otras focas) impide el ayuno prolongado y la lactancia debido a que tienen menos
depdsitos de grasa; por lo tanto, las hembras se alimentan durante el periodo de lactancia para recuperar
la grasa perdida (Bowen et al., 1992; Thompson et al., 1994). Sin embargo, las crias de foca de puerto
crecen lentamente y son mds delgadas al destete que otras especies que no nadan antes del destete

(Bowen et al., 1992).

Varias vias relacionadas con la biosintesis de quinol y quinonas se enriquecieron en la microbiota de las

crias; estos componentes moderan el transporte respiratorio de electrones y desempefian un papel clave
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en el proceso de generacién de energia (Pacifico et al., 2021). Las quinonas también son factores de
crecimiento para las bacterias, y los géneros identificados como productores de quinonas: Suterella,
Escherichia coli y Bacteroides (Fenn et al., 2017), son abundantes en la microbiota de las crias y también
son miembros de su nucleo. A medida que un individuo crece, la diversidad de la microbiota aumenta
(Rodriguez et al., 2015); por lo tanto, el papel de estas bacterias en los primeros afos de vida es

fundamental para promover el crecimiento y la diversificacién de otras especies microbianas.

3.6.5 El sexo tiene un efecto minimo en la estructura de la comunidad microbiana de

las focas de puerto

Las diferencias en el indice de Shannon fueron la Unica evidencia de variaciones relacionadas con el sexo
en la microbiota de las focas de puerto, teniendo las hembras una mayor diversidad microbiana que los
machos. Las hembras adultas modifican su distribucién acuatica, la duracion del ayuno y la actividad de
busqueda de alimento durante la temporada de cria (Thompson et al., 1994). Estos cambios varian segun
el tamafo corporal de las hembras y la presencia de crias, siendo las hembras mas grandes capaces de
ayunar durante periodos mas prolongados que las mas pequefias (Thompson et al., 1998). Ademas, las
hembras sin crias no restringen su rango de busqueda de alimento (Thompson et al., 1994). Al contrario,
cuando las hembras comienzan a hacer viajes de busqueda de alimento, los machos limitan su rango de
distribucidn y se concentran cerca de los lugares de alimentacion o de las rutas de transito para maximizar
el contacto con las hembras en estro (van Parijs et al., 1997). Estos cambios de comportamiento de las
hembras pueden ser responsables de la mayor variedad y diversidad observada en la composicién
microbiana de las hembras adultas, como muestra el mayor nimero de ASVs detectados en las hembras

gue en los machos (Figura 33).

Al comparar la diversidad beta entre sexos, no se observaron cambios en la composicion de la microbiota
entre hembras y machos (independientemente de la edad), como se ha visto en otros focidos con bajo
dimorfismo sexual, como la foca leopardo (Nelson et al., 2013). Se ha informado de cambios en la
composicion de la microbiota entre hembras y machos en especies de pinnipedos con un alto dimorfismo
sexual, como los elefantes marinos, donde las variaciones en la estructura microbiana del intestino se han
relacionado con las diferencias en la capacidad de dispersion y las estrategias de forrajeo entre los sexos

(Nelson et al., 2013).
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Las focas de puerto adultas tienen un dimorfismo sexual menor que otros fécidos, siendo las hembras
normalmente mas pequenas que los machos (Bigg, 1981). En esta especie, las diferencias en la dieta, la
distribucidn del area de distribucion y el drea de forrajeo estan relacionadas principalmente con el tamafo
y lamasa corporal del ejemplar mas que con el sexo (Bjorkland et al., 2015; Schwarz et al., 2018; Thompson
et al., 1998). La presencia de una considerable variacidn intrasexual en la dieta y el drea de alimentacion,
indica que las capacidades fisioldgicas del animal determinan las diferencias en ambos factores mas que
el sexo (Bjorkland et al., 2015; Thompson et al., 1998). Por tanto, al igual que en otros focidos con bajo
dimorfismo sexual, el sexo no parece ser un factor importante en la modulacién de la diversidad de la

comunidad microbiana intestinal en las focas de puerto (Kim et al., 2020; Nelson et al., 2013).

Ademas, no se observaron diferencias en la composicién microbiana entre los sexos de las crias. Algunos
estudios han informado que la masa media al nacer, la tasa de pérdida de masa y la duracidn del ayuno en
el periodo posterior al destete, no difieren entre las crias hembras y machos, lo que indica que las
capacidades fisioldgicas y metabdlicas son similares entre las categorias de sexo (Boulva, 1975; Muelbert

y Bowen, 1993).

3.6.6 Similitudes en la estructura de la comunidad microbiana entre hembras adultas

y crias de foca de puerto

Las hembras adultas y las crias comparten mas ASVs que los machos adultos con las crias. Los miembros
de la micro-comunidad compartida son relativamente poco abundantes y filogenéticamente diversos, y
forman parte de la "biosfera rara" en el intestino de la foca de puerto. Al igual que en los seres humanos,
muchos estudios sugieren que los taxones raros son componentes importantes del intestino y podrian
contribuir de forma independiente o colectiva a varias funciones metabdlicas cruciales para la salud de los

individuos (Bhute et al., 2017).

Las hembras adultas y las crias suelen interactuar y compartir mas fuentes microbianas potenciales, lo que
da lugar a un mayor nimero de ASV compartidos. Durante la temporada de cria, las hembras y las crias
tienden a formar grupos mas pequefios y aislados en las zonas preferidas para el parto y la lactancia (Brown
y Mate, 1983), y las crias acompafian a su madre durante los viajes de busqueda de alimento hasta el
destete (Bigg, 1981; Thompson et al., 1994). Los machos de foca de puerto tienen poca o ninguna
interaccion con las crias, ya que no participan en su cuidado y sélo restringen su area de distribucion

durante la temporada de apareamiento (van Parijs et al., 1997). Los estudios sobre individuos que
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cohabitan demostraron que el contacto directo y regular conduce a tener similitudes en la composicion
microbiana debido a una mayor transmisién bacteriana, lo que mejora el desarrollo del sistema

inmunitario (Raulo et al., 2018; Song et al., 2013).

3.6.7 Posibles amenazas en la conservacion de la foca de puerto

Dentro del grupo de microorganismos con abundancias diferenciales entre las edades, se detectaron
algunos patdgenos potenciales, como Actinomyces, Corynebacterium y Escherichia/Shigella, los dos
ultimos reportados previamente en crias de otros pinnipedos (Gilbert et al., 2018; Higgins, 2000). Los
adultos poseen una mayor abundancia de Photobacterium damselae y Cetobacterium cetiy las crias tienen
una mayor abundancia de Psychrobacter y Campylobacter; éstos se han asociado a focas que se alimentan
cerca de granjas de salmon (Agnese et al., 2020). En la isla Natividad existe una sociedad cooperativa de
pesca que representa la principal fuente de ingresos econdmicos de los residentes y se dedica

principalmente a criar abulones y pescar langostas.

P. damselae es una bacteria patégena de diversas especies, incluyendo peces, crustaceos y cetaceos, que
causa lesiones ulcerosas y septicemia hemorragica (Rivas et al., 2013). Esta especie afecta a las especies
de peces de cultivo y se considera una amenaza para la maricultura y acuicultura, ya que la enfermedad
producida por esta bacteria provoca mortalidades (Fouz et al., 2000) y pérdidas econdmicas. Los seres
humanos también son vulnerables a esta especie, que produce graves infecciones, heridas y fascitis
necrotizante (Hundenborn et al., 2013). Esta especie podria representar un riesgo para la salud de las focas
de puerto y los humanos que viven cerca, porque la transmisién de esta bacteria ocurre del agua a los
humanos (Fouz et al., 2000). Es necesario continuar con estudios que permitan determinar si estos
microorganismos son especies patdgenas o comensales de las focas de puerto y conocer la posible

transmision de estas bacterias del medio ambiente a los humanos.

3.7 Conclusion

La edad es un factor clave en la composicién de la comunidad microbiana, y los cambios son impulsados
principalmente por la dieta. A medida que las focas crecen, la diversidad de bacterias aumenta mientras
que el grupo nucleo disminuye. El sexo parece ser un factor con menor impacto en la estructura de la

comunidad microbiana debido a la gran variabilidad intrasexual en el comportamiento y la dieta de las
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focas, que depende principalmente del tamano del animal mas que del sexo. El estudio de la microbiota
intestinal puede proporcionar informacidn sobre la salud fisioldgica del animal y puede ayudar a predecir
la etapa de la vida del animal, particularmente en las crias. En este estudio se destaca la importancia de la
microbiota en las primeras etapas de la vida y enriquecen nuestra comprensién de las variables que
afectan a la comunidad microbiana de las focas de puerto en México. Este trabajo representa el primer

reporte sobre la composicién microbiana intestinal de las crias de foca de puerto.
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Capitulo 4. La filogenia

4.1 Introduccion

La microbiota del intestino juega un papel importante en la evolucion del hospedero (Hale et al., 2017). La
presencia de esta comunidad y los cambios asociados a ella, han permitido que los animales exploten
nuevos nichos y dietas vy, asi evolucionar en respuesta a estos cambios (Ley et al., 2008). Aunque factores
externos moldean continuamente la estructura de la microbiota, la comunidad microbiana sigue siendo
especifica de la especie, como resultado de millones de afios de coevolucién (Yildirim et al., 2010). Esto
sugiere que las caracteristicas especificas en la historia de vida de la especie promueven la especificidad y

codiversificacidn entre la microbiota y el hospedero (Degnan et al., 2012).

Los efectos que tiene la filogenia en la comunidad microbiana estan relacionados con genes del sistema
inmune que moldean las interacciones hospedero-microbiota, asi como la transmisién vertical de grupos

microbianos (Degnan et al., 2012).

El estudio del microbioma de un organismo puede ayudar a detectar diferencias genéticas entre
poblaciones. Un estudio realizado en 60 especies de mamiferos determind que la comunidad microbiana
del intestino de individuos conespecificos es mas similar que entre individuos de especies diferentes (Ley
et al., 2008). Sin embargo, especies cercanas comparten un mayor numero de microorganismos en
comparacién con especies lejanas, lo que implicaria el mantenimiento de un grupo de microorganismos

esenciales durante la evolucién.

En organismos de la misma especie, en especial aquellos que pertenecen a una misma poblacién, la
composicion microbiana posee mas similitudes en comparacién con organismos de diferentes especies e

incluso entre individuos de distintas poblaciones (Yildirim et al., 2010).

Estudios de la microbiota intestinal en focas del océano Antartico determinaron que especies cercanas
poseen microbiomas similares, sin embargo, cada especie mantiene un grupo especifico de
microorganismos (Nelson et al., 2013). Incluso en situaciones adversas (cautiverio), donde la microbiota

intestinal pierde diversidad, la comunidad especifica de la especie se mantiene (Kohl et al., 2017). Estos
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resultados se han observado en otras especies de animales, como lagartijas, primates, ballenas, entre

otros (Bik et al., 2016; Hale et al., 2017; Kohl et al., 2017; Sanders et al., 2015).

A pesar de las diferencias en la dieta que existen entre los fécidos, se ha mantenido un grupo nucleo como
resultado de la historia evolutiva de este grupo, el cual es transferido de las madres a las crias (Nelson et

al., 2013).

4.2 Antecedentes

La microbiota del intestino de focas adultas en México ha sido previamente caracterizada y su composicion
se relaciond con la dieta (Pacheco-Sandoval et al., 2019). En este estudio, se determind que el valor lipidico

de las presas moldea la estructura y funciones de la microbiota del intestino en focas de puerto silvestres.

Stoffel y colaboradores (2020) caracterizaron la microbiota rectal de crias de elefante marino en Isla San
Benito, donde se observd una pronta diferenciaciéon de la microbiota con respecto al sexo. Ademas, la
composicion del grupo nucleo varié a medida que los animales crecian. Los phyla predominante en las
muestras fueron Bacteroides, Firmicutes, Fusobacteria y Proteobacteria, los cuales también se han
identificado en otras especies de pinnipedos (Nelson et al., 2013; Pacheco-Sandoval et al., 2019; Tian et al.,

2020; Toro-Valdivieso et al., 2021).

La microbiota del intestino de lobos marinos de California en México se ha caracterizado previamente.
Ramirez-Delgado y colaboradores (2022) caracterizaron la microbiota de crias de lobos marinos del golfo
de California, en donde encontraron que los phyla mdas predominantes fueron Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria y Epsilonbacteraeota. Ademds, en esta investigacion se
encontraron cambios a nivel de diversidad alfa en las diferentes colonias de estudio. Hasta la fecha no
existen registros de la microbiota del intestino de lobos finos de Guadalupe ni de lobos marinos de

California del Pacifico mexicano.

4.3 Hipotesis

Las interacciones interespecificas moldean y enriquecen la comunidad microbiana del intestino al haber

una mayor transferencia de microorganismos. Sin embargo, cada especie mantiene un grupo especifico
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de microorganismos que permiten diferenciarlas de las demads especies. Debido a las interacciones que
existen entre estas especies, se espera que compartan un mayor nimero de microorganismos en contraste
con otras colonias donde no existe este tipo de interaccidn. Se espera que la composicidon microbiana entre

las especies de estudio sea mas similar entre focidos y entre otaridos.

4.4 Objetivos

4.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto que tiene la filogenia en la composicién y conservacién de microorganismos del intestino

de la foca de puerto.

4.4.2 Objetivos particulares

- Caracterizar el perfil de la microbiota del intestino de las especies de pinnipedos de Baja California: foca
de puerto del Pacifico (Phoca vitulina richardii), elefante marino del norte (Mirounga angustirostris), lobo

fino de Guadalupe (Arctocephalus philipii townsendii) y lobo marino de California (Zalophus californianus).

- Comparar la comunidad microbiana de las especies de estudio para observar variaciones en la
composicion de la microbiota del intestino y determinar los microorganismos que tiene un mayor aporte

a estas diferencias.

- Caracterizar el perfil funcional de todas las especies para observar variaciones en rutas metabdlicas

relacionadas con la historia de vida y la dieta.

- Determinar el grupo nucleo de la microbiota de los pinnipedos de México.
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4.5 Métodos

4.5.1 Colecta de muestras

Se seleccionaron las Islas San Benito (Figura 36) por ser las Unicas islas de México en donde habitan las
cuatro especies de pinnipedos en México. Sin embargo, no fue posible el muestreo de la foca de puerto
debido a la pandemia, por lo que se utilizaron muestras de una colonia cercana, Isla Natividad (Figura 36).
Los muestreos se realizaron en la época en donde pudieran encontrarse la mayor cantidad de organismos
por especie en tierra, con la finalidad de colectar la mayor cantidad de heces posible. Cada muestra se
colectd individualmente con una espdatula estéril y sélo se tomd la parte interna para evitar la
contaminacién cruzada con el ambiente circundante. De cada muestra se tomaron en promedio tres
réplicas, se colocaron en tubos estériles con RNAlater® (Sigma-Aldrich) y se mantuvieron congeladas a -

80°C hasta su procesamiento.
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Figura 36. Ubicacidn geografica de las Islas San Benito e Isla Natividad, lugar de muestreo de heces de las cuatro
especies de pinnipedos en México.

45.1.1 Elefante marino del norte (Mirounga angustirostris)

El muestreo de heces de elefante marino se realizé en el mes de enero del afio 2020 que corresponde a la
temporada de reproduccion e incluye las etapas de nacimiento, crianza y cépula de la especie. En esta

época es posible encontrar individuos de ambos sexos, crias y destetados. En total se colectaron 24
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muestras en la isla del Centro y ademas durante este muestreo fue posible colectar 5 muestras de heces

de lobos marinos de California.

45.1.2 Lobo marino de California (Zalophus californianus) y lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus

philippii townsendi)

El muestreo de estas especies se realizd en el mes de julio del aino 2020, que corresponde al periodo
reproductivo de ambos pinnipedos; en esta época es posible encontrar machos y hembras con crias. Los
muestreos se realizaron en las islas Benito del Oeste y Centro (Figura 36). En total se colectaron 32
muestras de heces de lobos marinos de California, de las cuales, 10 fueron de crias. De lobo fino de

Guadalupe se colectaron 22 muestras, todas encontradas en la isla del Oeste.

4.5.1.3 Foca de puerto del Pacifico (Phoca vitulina richardii)

El muestreo programado para recolectar heces de focas de puerto para este capitulo se cancel6 por motivo
de la pandemia de COVID-19. Para el analisis y las comparaciones, se utilizaron las muestras de adultos del
capitulo 3 (La edad) que fueron colectadas en Isla Natividad, una isla muy préxima a Islas San Benito (Figura
19). Por lo tanto, se espera que la localidad no sea un factor que influya en las diferencias en la composicion

de la microbiota.

4.5.2 Extraccion de ADN

Se utilizé el kit QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit (QIAGEN)® para extraer el ADN gendmico total de las
muestras fecales. Las muestras se centrifugaron a 9000 x g durante 10 minutos para poder decantar el

RNA later en el cual fueron preservadas. De cada muestra se utilizaron 250-350 mg de materia fecal.

Para poder detectar microorganismos dificiles de lisar, se utilizd una temperatura de incubacion de 95°C,
propuesto por el fabricante. La concentracidn del ADN se determind en el fluorémetro Qubit 3.0
(Invitrogen) con 5 pl por muestra utilizando el kit Qubit” dsDNA BR Assay (ThermoFisher™). Ademas de las

muestras, se incluyeron dos controles negativos de extraccién (sin ADN agregado).
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4.5.3 Amplificacién del gen 16S ARNr

La region hipervariable V4 del gen 16S ARNr se amplificé con la estrategia de doble indexado propuesta
por Kozich y colaboradores (2013). La reaccién y el programa de PCR se realizaron de acuerdo a lo descrito
en el capitulo anterior. En resumen, se utilizaron de 5-15 ng de ADN en una reaccién de 25 pl utilizando
los primers 515Y y 806R, especificos para la region V4 del gen 16S ARNr, propuestos por Klindworth y
colaboradores (2013). Se realizaron triplicados de reacciones de PCR por cada muestra y los productos se
visualizaron en gel de agarosa al 1%y los triplicados por muestra se mezclaron en un solo tubo de PCR. En
el caso de que las muestras que no tuvieran amplificaciones exitosas, el ADN se limpid con el kit DNeasy

PowerClean Pro Cleanup (QIAGEN®) para eliminar inhibidores de la reaccién de PCR.

4.5.4 Preparacién de las librerias

La normalizacidn y preparacién de las librerias de secuenciacidn se realizaron conforme a lo descrito en el
capitulo anterior. La concentracion final de la libreria fue 1153 pM. Se utilizé el kit MiSeq® Reagent V2 de
300 ciclos de Illumina® y se siguio el protocolo para la preparacién de librerias metagendmicas 16S ARNr
(Ilumina®) modificado por la Dra. Jennyfers Chong*. Se agregaron 10 pl del pool (1153 pM) y 10 pl de NaOH
(0.2 N) en un tubo tipo Eppendorfy se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente

se afiadieron 20 ul del buffer de hibridacion.

Para diluir y desnaturalizar la libreria control, se afiadié 1 ul de PhiX (10 000 pM) y 1.5 pl de agua para una
concentracién de 4000 pM. A los 2.5 pl obtenidos se les agregaron 2.5 pl de NaOH (200 mM) y se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se adicionaron 495 ul del buffer de

hibridacion (HT1) para obtener una concentracion de 20 pM.

Finalmente, la biblioteca de amplicones (16S ARNr) y el PhiX se combinaron afiadiendo 675 pul del pool y
75 pl de PhiX. El resultado fue una solucién de trabajo final con un volumen de 750 pl, a una concentracion

de 7.7 pM, con 10% de PhiX.

4 Técnico del laboratorio de metagendmica del CICESE (B.C, México).
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4.5.5 Secuenciacion

Se utilizd una celda de flujo estdndar para secuenciar las librerias y se agregaron los primers necesarios
para realizar la secuenciacién. Ademas, se cred un archivo de texto (sample sheet) para indicar la
combinacion de indices de cada muestra para que al final de la corrida, las muestras se separan en archivos
distintos. La secuenciacién pareada (paired-end) se realizd en el equipo MiSeq™ de llumina® que se
encuentra en el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California

(CICESE).

4.5.6 Procesamiento y analisis de las secuencias

El procesamiento inicial de las secuencias se realizé utilizando los mismos métodos descritos en el capitulo
anterior (Figura 21) y todos los analisis se realizaron en el programa RStudio v.3.6.2 (R Core Team, 2019).
Se utilizdé la paqueteria decontam (N. M. Davis et al., 2018) con el método de frecuencias (frequency) para

identificar y eliminar secuencias contaminantes con base en los controles negativos de extraccion.

4.5.7 Medidas de riqueza y diversidad filogenética

45.7.1 Diversidad alfa

Las estimaciones de diversidad alfa se calcularon de acuerdo a lo descrito en el capitulo anterior. Se
estimaron los indices de diversidad de Shannon, especies observadas y diversidad filogenética de Faith

(PD) con la matriz de conteos crudos de ASVs.

Para determinar diferencias significativas en la diversidad microbiana entre las especies y familias
(Phocidae, Otariidae) de estudio, se crearon modelos mixtos con estas variables y se utilizaron pruebas de
analisis de varianzas (ANOVA)— en los indices con normalidad y homocedasticidad— y la prueba de

Kruskal-Wallis para indices sin distribucidn normal.

Para el andlisis del grupo nucleo entre especies y familias se consideraron aquellos ASVs que tuvieran una

prevalencia igual o mayor al 80% y no se considerd una abundancia relativa minima. Para conocer en
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general el nimero de ASVs exclusivos, totales y compartidos entre ambos grupos de estudio (por especie

o familia), se crearon graficas UpSet.

45.7.2 Diversidad beta

El conteo de ASVs se normalizd en la libreria DeSeq2 (Anders et al., 2010) con los métodos descritos en el
capitulo anterior. Los datos se transformaron con el modelo “~Especie” (se considera la especie como el
Unico factor en el modelo), y se utilizaron en todos los analisis posteriores. Para explorar la similitud de la
comunidad microbiana entre especies, se utilizd la técnica de ordenacion “analisis de componentes
principales (PCoA)” y la métrica UNIFRAC no ponderada (Lozupone et al., 2011; Lozupone y Knight, 2005).
Para evaluar si la dispersion entre las muestras era homogénea, se empleé la funcidn betadisper (vegan)
y en caso de cumplirse con el supuesto de homogeneidad, se utilizé la prueba de adonis (ANOVA con

permutaciones) con 1000 permutaciones.

4.5.8 Abundancia diferencial

Se utilizé la libreria DeSeq2 para detectar ASVs con abundancias diferenciales significativas entre las
especies de pinnipedos. Se eliminaron aquellos ASVs cuyos conteos fueran menores a 30 y se detectaran
en menos de 2 muestras. Los ASVs se agruparon a nivel de género y se considerd un valor de p ajustado<

0.01 para identificar géneros bacterianos con abundancia diferencial entre las especies de estudio.

4.5.9 |nferencia funcional

Las secuencias se analizaron en el programa PICRUSt2 (Douglas et al., 2020) para predecir la composicion
funcional de la microbiota de las especies de pinnipedos. La libreria DESeq2 se utiliz6 para normalizar los
conteos de EC obtenidos de PICRUSt2 bajo el modelo “~Especie” — utilizado también en las abundancias
de ASV— y se eliminaron aquellos ECs que estuvieran presentes en menos de dos muestras y tuvieran
conteos menores a 100. Con el fin de identificar ECs con abundancia diferencial consistente entre las

especies de estudio, se considerd un valor p ajustado< 0.01 y un log,fold change> 1.
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4.6 Resultados

4. 6.1 Extraccion de ADN

La concentracion de ADN presentd variaciones entre cada muestra y especie. El valor de concentracién
promedio de ADN obtenido fue 4.34 ng/ul con un rango de 0.2 — 15.5 ng/ul para las muestras de elefante
marinoy 2.9 ng/ul con un rango de 0.1 — 9.84 ng/ul para las muestras de lobo fino. En general, las muestras
de crias de lobo marino de California tuvieron un promedio mayor de concentracién de ADN (10.08, rango

0.64-22 ng/ul) que las muestras de adultos (5.68, rango 0.1-12.7 ng/ul).

4.6.2 Amplificacidon del gen 16S ARNr

4.6.2.1 Elefante marino del norte (Mirounga angustirostris)

Las 24 muestras de elefante marino tuvieron amplificaciones exitosas para el gen 16S ARNr (Figura 37).

3000 pb .

0000 bt i S B e e e R A R e

EM EM
E 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 C1 C2 N E2

3000 pb .

s L L LT U L e

Figura 37. Productos de PCR de la region V4 del gen 16S ARNr de las muestras de elefante marino (EM) de la Isla
Benito Centro. El tamafio del fragmento esperado es de aprox. 400 pb. E= escalera, C= control positivo y N= control
negativo.
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4.6.2.2 Lobo fino de Guadalupe (Arctocephalus philippii townsendi)

Las 22 muestras de heces de lobo fino de Guadalupe tuvieron amplificaciones exitosas para el gen 16S
ARNr, en cinco de ellas fue necesario utilizar el kit DNeasy PowerClean Pro Cleanup para eliminar

inhibidores de PCR y poder amplificar las muestras (Figura 38).
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Figura 38. Productos de PCR de la region V4 del gen 16S ARNr de las muestras de lobo fino de Guadalupe (LF) de la
Isla San Benito Oeste. El tamafio del fragmento esperado es de aprox. 400 pb. E= escalera y N= control negativo.

4.6.2.3 Lobo marino de California (Zalophus californianus)

Las 32 muestras de heces de lobo marino de California tuvieron amplificaciones exitosas para el gen 16S
ARNr, en cinco de ellas fue necesario utilizar el kit DNeasy PowerClean Pro Cleanup para eliminar

inhibidores de PCR y poder amplificar las muestras (Figura 39).
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Figura 39. Productos de PCR de la regién V4 del gen 16S ARNr de las muestras de lobo marino de California (LC) de
la Islas Benito Oeste y Centro. El tamafio del fragmento esperado es de aprox. 400 pb. E= escalera y N= control
negativo.
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4.6.3 Descripcion general del set de datos

Se conservaron un total de 6 532 133 de lecturas después del procesamiento de las muestras con DADA2.
En general, el promedio de lecturas obtenidas fue 75 082 (Figura 40A). El set final de datos incluyé, 24
muestras de elefante marino (EM), 22 muestras de lobo fino de Guadalupe (LF) 21 muestras de lobo
marino de California (LC), y 20 muestras de foca de puerto (FP); éstas Ultimas corresponden a las muestras
de adulto del capitulo anterior. El nUmero de lecturas obtenidas por especie coincidié con el nimero de

muestras, siendo mayor para las muestras de elefante marino (Figura 40B).

A pesar de que las muestras de foca de puerto tuvieron un menor nimero de lecturas, la grafica de
rarefaccién indica que todas las muestras alcanzaron la asintota, lo que significa que la profundidad de

secuenciacién fue dptima para muestrear toda la riqueza microbiana por muestra. (Figura 40C).
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Figura 40. Descripcidn general del set de datos. A) Histograma del nimero de secuencias por muestra. B) Cantidad
de lecturas obtenidas por especie. C) Gréfica de rarefaccion de las muestras agrupada especie. EM= elefante marino
del norte, FP=foca de puerto, LC=lobo marino de California, LF= lobo fino de Guadalupe.
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4.6.4 Composiciéon taxondmica de las muestras de heces

4.6.4.1 Analisis general de las especies

Se obtuvieron 1440 taxones representados en 17 phyla (Anexo M), de los cuales Actinobacteria,
Bacteroidota, Firmicutes, Fusobacteriota y Proteobacteria tuvieron un alto nimero de conteos, siendo
Firmicutes el phylum de mayor abundancia. En la figura 41A, se observa que el phylum Proteobacteria fue
mas abundante en las muestras de lobo fino de Guadalupe (LF), mientras que el Fusobacteriota tuvo una
mayor representacion en la microbiota intestinal de elefantes marinos (EM) y lobos marinos de California

(LC).

Dentro de los 15 ASVs mas abundantes entre las especies de pinnipedos, Fusobacterium perfoetens fue la
especie mas abundante en las comunidades microbianas (Figura 41B). Entre estos ASVs, destaca la
presencia de Photobacterium damseale, una bacteria patdgena detectada principalmente en las muestras

de focas de puerto y lobos finos de Guadalupe.

Los elefantes marinos y focas de puerto fueron los pinnipedos con la mayor y menor riqueza de ASVs,
respectivamente (Figura 41C). Sin embargo, los lobos marinos de California tuvieron la menor cantidad

de ASVs exclusivos y todos los pinnipedos compartieron 104 ASVs.

El grupo nucleo de los pinnipedos en México estd compuesto por cuatro miembros bacterianos: F.
perfoetens, F. mortiferum/necrogenes, Colidextribacter y F. mortiferum (Figura 41D). Los LF tuvieron el
grupo nucleo mas numeroso, en comparacién con las FP, cuyo grupo nucleo fue el menos abundante

(Anexo N).

La grafica de curvas de rango-abundancia (del inglés: rank abundance curve) muestra que, en general, los
taxa mds abundantes en las muestras de heces de los pinnipedos representan menos del 25% de la
abundancia acumulada (Figura 42). La forma de la curva, una pendiente que sube paulatinamente, indica

que las comunidades microbianas del intestino estan dominadas por pocas especies bacterianas.
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Figura 41. Composicion de la microbiota del intestino de los pinnipedos de México. A) Phyla con una abundancia
relativa> 1%. B) Los 15 ASV mas abundantes detectados en las heces de las especies de estudio. C) Numero de ASV
Unicos (punto), compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre las especies de pinnipedos. D)
El grupo nucleo del microbioma entre especies consistié en ASVs con una prevalencia del 80%. El diagrama de Venn
muestra el nimero de ASVs en cada nucleo. EM= elefante marino del norte, FP= foca de puerto, LC= lobo marino de
California y LF=lobo fino de Guadalupe.
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Figura 42. Curva de rango-abundancia de las especies microbianas presentes en las heces de pinnipedos en México.
EM= elefante marino del norte, FP= foca de puerto, LC= lobo marino de California y LF=lobo fino de Guadalupe.
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4.6.4.2 Analisis general por familia

El analisis de la composicion taxondmica por familia de pinnipedos (Otariidae: lobo marino de California 'y
lobo fino de Guadalupe, y Phocidae: foca de puerto del Pacifico y elefante marino del norte) reveld que el
phylum Proteobacteria estda mas representado en los otdridos, mientras que los fécidos poseen mas
miembros bacterianos del phylum Fusobacteriota (Figura 43A). El género Fusobacterium fue el mas
abundante en ambas familias y se observaron algunos cambios en la abundancia relativa entre los géneros

de mayor abundancia (Figura 43B).
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Figura 43. Composicion de la microbiota del intestino de los pinnipedos de México agrupados por familia. A) Phyla
con una abundancia relativa> 1%. B) Los 15 ASV mas abundantes detectados. C) Nimero de ASV Unicos (punto),
compartidos (puntos conectados) y totales (barras horizontales) entre las familias de pinnipedos. D) El grupo ntcleo
del microbioma entre familias consistiéo en ASVs con una prevalencia del 80%. El diagrama de Venn muestra el
numero de ASVs en cada nucleo.

En comparacion con los otaridos, los focidos tuvieron una mayor riqueza de ASVS tanto totales como
exclusivos y ambas familias compartieron 352 ASVs (Figura 43C). Sin embargo, al analizar el grupo nucleo

de las familias de pinnipedos, los otaridos compartieron un mayor nimero de miembros exclusivos,



84
mientras que en los focidos no existié un grupo nucleo exclusivo (Figura 43D). Ambas familias comparten
6 miembros bacterianos que forman parte del grupo nucleo de los pinnipedos en México, representado
por F. perfoetens, Bacteroides, F. mortiferum/necrogenes, Colidextribacter, F. mortiferum y una bacteria

no identificada de la familia Fusobacteriaceae (Anexo O).

46.4.3 Elefante marino del norte

Las muestras de elefante marino presentaron una alta variabilidad intraespecifica (Figura 44A) y
Fusobacterium perfoetens fue la especie de mayor dominancia en la microbiota del intestino. En total se
detectaron 122 géneros bacterianos, de los cuales Fusobacterium fue el mas abundante, seguido de
Bacteroides y Alistipes (Figura 44B). En los elefantes marinos se detectaron el mayor nimero de géneros

bacterianos (121).
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Figura 44. Composicion taxondmica de la microbiota intestinal de elefantes marinos del norte (EM). A) Phyla de
mayor abundancia (>1%). Taxa con abundancias menores al 1% se encuentran agrupados en la categoria de “otros”.
B) Los 15 ASV mas abundantes detectados en las heces.

4.6.4.4 Lobo fino de Guadalupe

Las muestras de lobo fino de Guadalupe presentaron una gran variabilidad intraespecifica, en donde
destaca una alta presencia de bacterias patdégenas, como P. damselae y Vibrio (Figura 45A). En la
microbiota del intestino se detectaron 116 géneros bacterianos. Los géneros Fusobacterium, Bateroides y

Peptoclostridium fueron los de mayor dominancia (Figura 45B).
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Figura 45. Composicién taxondmica de la microbiota intestinal del lobo fino de Guadalupe (LF). A) Phyla de mayor
abundancia (>1%). Taxa con abundancias menores al 1% se encuentran agrupados en la categoria de “otros”. B) Los
15 ASV mas abundantes detectados en las heces.

4.6.45 Lobo marino de California

Las muestras de lobo marino de California presentaron la menor variabilidad intraespecifica respecto a los

demas pinnipedos (Figura 45A) y Fusobacterium perfoetens fue la especie dominante. En comparacion con

los demas pinnipedos, en los lobos marinos se detectaron el menor nimero de géneros bacterianos con

Fusobacterium, Bacteroides, UCG-005, Alloprevotella y Peptoclostridium siendo los mdas abundantes

(Figura 45B).
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Figura 46. Composicion taxondmica de la microbiota intestinal del lobo marino de California (LC). A) Phyla de mayor
abundancia (>1%). Taxa con abundancias menores al 1% se encuentran agrupados en la categoria de “otros”. B) Los
15 ASV mds abundantes detectados en las heces.
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4.6.4.6 Focade puerto

Las muestras de foca de puerto, analizadas en el capitulo anterior y procedentes de Isla Natividad,
mostraron una variabilidad intraespecifica en la composicidn de su microbiota del intestino (Figura 47A).
En esta especie, los géneros bacterianos mdas abundantes fueron Fusobacterium, Alloprevotella y
Bacteroides (Figura 47B). Al igual que en las muestras de lobo fino de Guadalupe, resalta la presencia de

bacterias potencialmente patégenas (P. damselae).
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Figura 47. Composicion taxondmica de la microbiota intestinal de focas de puerto (FP). A) Phyla de mayor abundancia
(>1%). Taxa con abundancias menores al 1% se encuentran agrupados en la categoria de “otros”. B) Los 15 ASV mas
abundantes detectados en las heces.

4.6.5 Andlisis de diversidad alfa

La mayoria de los indices utilizados para estimar la diversidad alfa de las muestras no mostraron
normalidad, pero todos tuvieron homogeneidad de varianzas. El indice de taxa observados fue el Unico
que presentd una distribucion normal (p= 0.403). La media de los taxa observados fue menor en las
muestras de focas de puerto en comparacion con los demas pinnipedos (Figura 48A). Sin embargo, entre
LC-EM (p= 0.153) y LF-LC (p= 0.237) no existieron diferencias entre el nimero de microorganismos
observados. Ademds, no se detectaron diferencias en la diversidad filogenética (PD) de la microbiota

intestinal de los pinnipedos de estudio (p=0.139).

En general, las muestras de foca de puerto tuvieron un valor promedio menor del indice de Shannon en
comparacion con los otros pinnipedos. Ademas, la microbiota de las focas de puerto estd compuesta por

un menor numero de microorganismos y su diversidad es menor, en comparacién con los otros
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pinnipedos. La microbiota de los focidos es diferente entre ellos, en contraste con los otaridos, cuya

riqueza y diversidad microbiana es similar (Figura 48A).

En el analisis de la diversidad alfa entre familias, se observé que los otaridos poseen una mayor riqueza de

taxa y que la diversidad de los microorganismos del intestino es mayor en comparaciéon con los fécidos

(Figura 48B). Sin embargo, no se observaron diferencias a nivel de filogenia (indice PD, p = 0.282).
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Figura 48. Comparacion de la diversidad alfa en las muestras de heces de los pinnipedos de estudio, entre especies
(A) y familias (B). Se muestra el valor de significancia (p) de cada indice (. EM= elefante marino del norte, FP= foca de
puerto, LC= lobo marino de California y LF=lobo fino de Guadalupe.

4.6.6 Diversidad beta

4.6.6.1 Analisis general de las especies

En el andlisis de la diversidad beta se observd que la dispersidon de la comunidad microbiana entre los
individuos varié en las diferentes especies de pinnipedos, tanto al considerarse la presencia (UniFrac no
ponderado; Figura 49A) como la abundancia de los microorganismos (UniFrac no ponderado; Figura 49B).

Por lo tanto, al no tener una dispersién homogénea, no se pudo realizar un PERMANOVA.

En las distancias UniFrac no ponderado, las muestras de focas de puerto tuvieron la mayor distancia
promedio a la mediana (0.593), seguido de las muestras de elefante marino (0.559), indicando que otros
factores podrian tener una mayor influencia en la composicién de la microbiota de estas especies. Sin
embargo, entre las especies de la misma familia no se observaron diferencias en la dispersién individual

de las muestras (betadisper-p: FP-EM= 0.157, LC-LF: 0.229).
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En la grafica de PCoA basado en distancias no ponderadas, se observa una clara separacion de las muestras
de elefante marino (Figura 49A); sin embargo, las muestras de los demas pinnipedos no mostraron una
separacion evidente. En contraste, al considerarse la abundancia de microorganismos (UniFrac
ponderado), no se observd una clara separacidon de las muestras por especie (Figura 49B), aunque el

porcentaje de variabilidad explicado fue mayor (30.8%).
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Figura 49. Comparacién de la comunidad microbiana de intestino entre las especies de pinnipedos. Andlisis de
coordenadas principales (PCoA) sobre distancias UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas (B). EM= elefante marino
del norte, FP= foca de puerto, LC=lobo marino de California y LF= lobo fino de Guadalupe.

4.6.6.2 Analisis general por familia

La dispersion de la comunidad microbiana entre los individuos varié en las diferentes especies de
pinnipedos al considerarse la presencia de los microorganismos (UniFrac no ponderado). En la grafica de
ordenacion se observa una mayor dispersion de las muestras de fécidos en comparacion con las de
otaridos (Figura 50A). Sin embargo, cuando se considerd la abundancia de microorganismos, no existieron
variaciones en la dispersion individual de las muestras (betadisper-p= 0.136) y la ordenacién por familias
no fue significativa (Figura 50B). Por lo tanto, la filogenia no es un factor significativo cuando se considera

la abundancia de especies microbianas.

El analisis de abundancias diferenciales revelé cambios en la composicidon microbiana entre las familias de
pinnipedos, donde el mayor niimero de cambios ocurrié en miembros del phylum Firmicutes (18). En total,

se detectaron 27 ASVs con abundancias distintas entre las familias, en donde resalta la presencia de
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bacterias potencialmente patdgenas, como Vibrio y Helicobacter, con mayor abundancia en otéridos, y

Mycoplasma, con mayor abundancia en fécidos (Figura 50C).
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Figura 50. Cambios en la diversidad microbiana entre las familias de pinnipedos en México. Analisis de coordenadas
principales (PCoA) basados en distancias UniFrac no ponderadas (A) y ponderadas (B). El analisis de abundancia
diferencial revela cambios significativos en taxa (C) y vias metabdlicas (D) entre familias. Los géneros y vias con un
cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en fécidos.
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Se observaron multiples cambios en las funciones de los microorganismos, donde los mayores cambios
estuvieron relacionados con la biosintesis de cofactores y vitaminas, siendo mas abundantes en las
muestras de otdridos (Figura 50D). Unicamente dos rutas metabdlicas estuvieron enriquecidas en fécidos,

relacionados con componentes de la pared celular de bacterias.

4.6.7 Comparacion de la comunidad microbiana del intestino entre las especies de

pinnipedos

4.6.7.1 Foca de puerto vs foca elefante

A pesar de pertenecer a la misma familia, se observaron multiples cambios a nivel de composicion y
funcién entre los fécidos. En total se detectaron 29 ASVs con abundancias diferenciales entre focas de
puerto y elefantes marinos, con mayores cambios en miembros del phylum Firmicutes (Figura 51A). En
este analisis, resalta la mayor presencia en las muestras de focas de puerto de P. damselae, asi como F.

perfoetens, la bacteria de mayor presencia en las muestras de pinnipedos.
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Figura 51. Cambios en la diversidad microbiana entre focas de puerto (FP) y elefantes marinos (EM). El andlisis de
abundancia diferencial revela cambios significativos en taxa (A) y vias metabdlicas (B) entre fécidos. Los géneros y
vias con un cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en focas de puerto.

Se detectaron 33 rutas metabdlicas con abundancias diferenciales entre fécidos, la mayoria relacionada

con la biosintesis de compuestos. En este andlisis, destaca la presencia de la degradacion de componentes



91
relacionados con la dieta: el enriquecimiento de degradacion de condroitina en las muestras de elefantes

marinos y de degradacion de quitina, enriquecida en las muestras de focas de puerto (Figura 51B).

4.6.7.2 Foca de puerto vs lobo marino de California

La comparacion entre la composicién y funciones de la microbiota del intestino entre focas de puerto y
lobos marinos de California revelé el menor nimero de cambios entre las especies de pinnipedos. Se
detectaron 11 ASVs con abundancias distintas, donde el mayor nimero de cambios fue en miembros del
phylum Firmicutes (Figura 52A). En este andlisis destaca la presencia de bacterias patdgenas, como
Helicobacter, de mayor abundancia en lobos marinos de California y Mycoplasma y P. damselae, mas

abundantes en las muestras de focas de puerto.

Se detectaron 16 rutas metabdlicas con abundancias diferenciales entre estas especies de pinnipedos,
siendo las rutas relacionadas con biosintesis de compuestos las de mayores cambios. Entre éstas destacan
la presencia de rutas relacionadas con degradacién de compuestos de la dieta, como la degradacién de
acidos grasos y quitina, enriquecidas en las muestras de focas de puerto (Figura 52B), asi como la oxidacion

de compuestos derivados de hidrocarburos (octane oxidation).
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Figura 52. Cambios en la diversidad microbiana entre focas de puerto (FP) y lobos marinos de California (LC). El
analisis de abundancia diferencial revela cambios significativos en taxa (A) y vias metabdlicas (B) entre estas especies.
Los géneros y vias con un cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en focas de puerto.



92

4.6.7.3 Foca de puerto vs lobo fino de Guadalupe

La comparaciéon en la estructura y funciones de la comunidad microbiana del intestino entre focas de
puerto y lobos finos de Guadalupe revelé el mayor nimero de cambios entre las focas de puerto y las
demas especies de pinnipedos. En total se detectaron 28 ASVs diferenciales, con el mayor nimero de
cambios en el phylum Firmicutes (Figura 53A). En este analisis destaca la presencia de bacterias
potencialmente patégenas mas abundantes en las muestras de lobo fino de Guadalupe, como Vibrio y

Helicobacter.
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Figura 53. Cambios en la diversidad microbiana entre focas de puerto (FP) y lobos finos de Guadalupe (LF). El andlisis
de abundancia diferencial revela cambios significativos en taxa (A) y vias metabdlicas (B) entre estas especies. Los
géneros y vias con un cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en focas de puerto.

Con respecto a las funciones de la microbiota, se detectaron 100 rutas con abundancias diferenciales entre
ambas especies de pinnipedos. El mayor nimero de cambios se observaron en rutas de biosintesis de

compuestos (Figura 53B). Destaca la presencia de degradacion de condroitina, de degradacion de
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creatinina y biosintesis de vitamina B6 en lobos finos y la presencia de rutas relacionadas a resistencia

antimicrobiana (Polymyxin resistance), enriquecidas en las muestras de focas de puerto.

4.6.7.4 Elefante marino del norte vs lobo fino de Guadalupe

El andlisis de la comparacién en la composicidn y funciones de la microbiota del intestino entre elefantes
marinos y lobos finos de Guadalupe reveld el mayor nimero de cambios entre las especies de pinnipedos
en México. En total se detectaron 35 ASVs con abundancias distintas, siendo los mayores cambios en el

phylum Firmicutes (20), en especial en la clase Clostridia (14).
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Figura 54. Cambios en la diversidad microbiana entre elefantes marinos (EM) y lobos finos de Guadalupe (LF). El
andlisis de abundancia diferencial revela cambios significativos en taxa (A) y vias metabdlicas (B) entre estas especies.
Los géneros y vias con un cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en elefantes marinos.
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4.6.7.5 Elefante marino del norte vs lobo marino de California

En la comparacion de la composicion de la microbiota entre los elefantes marinos y lobos marinos de
California se detectaron 29 ASVs con abundancias diferenciales, en donde se observaron mayores cambios
en el phylum Firmicutes (20), en especifico en la clase Clostridia (Figura 55A). En este andlisis destaca la
presencia de bacterias potencialmente patdgenas, como Mycoplasma y Helicobacter, con mayor

abundancia en elefantes marinos y lobos marinos de California, respectivamente.

Con respecto a las funciones de la microbiota, se encontraron 36 rutas metabdlicas con abundancias
diferenciales, la mayoria relacionadas con la degradacidn, uso o asimilacién de compuestos (Figura 55B).
Destaca la degradacién de creatinina y fucosa (mas abundantes en lobos marinos de California) y la

biosintesis de vitamina B6 en elefantes marinos.
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Figura 55. Cambios en la diversidad microbiana entre elefantes marinos (EM) y lobos marinos de California (LC). El
andlisis de abundancia diferencial revela cambios significativos en taxa (A) y vias metabdlicas (B) entre estas especies.
Los géneros y vias con un cambio log2-fold> 0 son significativamente mas abundantes en elefantes marinos.
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4.6.7.6 Lobo fino de Guadalupe vs lobo marino de California

En la comparacién de la microbiota de las especies de otaridos, se detectaron 20 ASVs con abundancias

diferenciales, con mayores cambios en el phylum Firmicutes (10), seguido de Proteobacteria (Figura 56A).

Destaca la mayor abundancia de bacterias potencialmente patdgenas en la microbiota de lobos finos de

Guadalupe, como P. damselae y Vibrio.
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A pesar de tener pocos cambios en la composicién de su microbiota, se observé el mayor nimero de

cambios en las funciones de los microorganismos entre los otaridos, encontrandose 104 rutas metabdlicas

con abundancias distintas (Figura 56B). En este andlisis se detectaron la presencia de rutas relacionadas

con la dieta, como la degradacidon de quitina, acidos grasos, aminoacidos y carbohidratos (mayor

abundancia en lobos finos) y resistencia a compuestos antimicrobianos (Polymyxin resistance), enriquecida

en las muestras de lobos marinos de California.

4.6.8 Resumen de resultados

A) Composicién taxonémica

La composicién de la microbiota del intestino de los otaridos es mas parecida entre si que entre
los focidos.

Se detectaron un menor nimero de cambios en la estructura de la comunidad microbiana del
intestino entre las focas de puerto y los lobos marinos de California.

Se observd el mayor niumero de cambios en la composicién de la microbiota intestinal entre los
elefantes marinos y los lobos finos de Guadalupe.

Mayor abundancia de Rombustia sedimentorum, Cetobacterium ceti y Megamonas y menor
abundancia de Actinobacillus y Helicobacter en focas de puerto en comparacién con otaridos.
Los géneros bacterianos potencialmente patdégenos Helicobacter y Vibrio fueron mas abundantes
en otdridos. Mycoplasma fue mdas abundante en fécidos.

Mayor abundancia de Clostridium perfringens y menor abundancia de Clostridium sensu stricto 2
y Parabacteroides merdae en focas de puerto en comparacion con el resto de pinnipedos.

Las bacterias Megamonas, DNF00809, Odoribacter, Anaerococcus, Turicibacter tuvieron una
mayor abundancia en la microbiota de elefantes marinos en comparacién con los demads
pinnipedos.

En la microbiota intestinal de los lobos finos de Guadalupe, los siguientes géneros fueron mas
abundantes: Halomonas, Atopostipes, Ruegeria, Vibrio, Ruminococacceae, Colidextribacter,
Fournierella y Lachnoclostridium.

No se detectaron bacterias que tuvieran una mayor abundancia en lobos marinos de California en
comparacién con las demas especies de pinnipedos.

Photobacterium damselae fue mds abundante en las muestras de focas de puerto y lobos fino de

Guadalupe.
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b) Inferencia funcional

e Las focas de puerto tuvieron el menor nimero de diferencias en las funciones de su microbiota

cuando se compararon con los lobos marinos de California.

e Enlos lobos finos de Guadalupe se observé el mayor nimero de diferencias en las funciones de la

microbiota., en comparacién con los otros pinnipedos.

e En comparacién con las demas especies de pinnipedos, en las focas de puerto se observé una
disminucién en las siguientes rutas metabolicas: biosintesis de peptidoglicanos y butaneidol,

degradacion de D-galacturonato, D-glucarato y degradacién de lactosa y galactosa.

e Se detectaron rutas metabdlicas enriquecidas relacionadas directamente con la dieta en las
muestras de focas de puerto y en los lobos finos de Guadalupe, como degradacién de quitina y de

acidos grasos.

e La degradacidon de condroitina estuvo enriquecida en las muestras de lobos finos y elefantes

marinos, en comparacion con las otras especies de pinnipedos.

e En comparacion con los demds pinnipedos, en los lobos marinos de California no se detecto

ninguna ruta metabdlica que estuviera exclusivamente enriquecida o disminuida.

e En las muestras de elefante marino tampoco se detectaron rutas metabdlicas exclusivamente
enriquecidas; sin embargo, las rutas de fotorespiracidn y degradacidn de L-tirosina estuvieron

disminuidas.

e Las muestras de lobo fino de Guadalupe presentaron el mayor nimero de rutas metabdlicas

exclusivamente enriquecidas (22), las cuales se clasifican en:

o Rutas de degradacidn de los siguientes compuestos: creatinine, sugars, proteinogenic

amino acids, L-histidine, methylgallate, gallate, protocatechuate, catechol y allantoin.

o Rutas de biosintesis de los siguientes compuestos: chlorophyllide A, sugar nucleotides,

stereate, oleate, fatty acids, L-methionine, heme, quinol and quinone.
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o Rutas relacionadas con: formaldehides, glyoxylate cycle, TCA cycle, glycolisis y pentose

phosphate.

e Las siguientes rutas estuvieron exclusivamente disminuidas en las muestras de lobo fino de
Guadalupe: L-arginine and L-ornithine degradation, polymyxin resistance y L-tryphtophan

biosinthesis.

4.7 Discusion

En este capitulo se analizaron la composicion y funciones de la microbiota del intestino de las cuatro
especies de pinnipedos que habitan en México: foca de puerto (P. v. richardii), elefante marino del norte
(M. angustirostris), lobo marino de California (Z. californianus) y lobo fino de Guadalupe (A. p. townsendi).
En general, la microbiota de los otaridos es mds parecida entre si y presentaron una mayor diversidad de
microorganismos en comparacion con los focidos (Figura 48B). Asi mismo, el grupo nucleo de los otaridos
tuvo mds miembros bacterianos, mientras que en los fécidos no se detectaron bacterias que fueran
exclusivas de ellos (Figura 43D). Las muestras de foca de puerto tuvieron el menor promedio de riquezay

diversidad de microorganismos de todas las especies de estudio (Figura 48A).

Los géneros de mayor abundancia, asi como las rutas metabdlicas de mayor prevalencia en las muestras
de pinnipedos, podrian relacionarse con su dieta. F. mortiferum, F. perfringens, Psychrobacter, Blautia y
Faecalibacterium se han catalogado como bacterias de alta abundancia en peces (Egerton et al., 2018). Asi
mismo, otras bacterias como Vibrio y Mycoplasma son abundantes en cefalépodos (Kang et al., 2022;
Kaufman et al., 1998). Todos los pinnipedos de estudio, en mayor o menor abundancia consumen peces y
cefalépodos: las focas de puerto se alimenta principalmente de peces y calamares (Allen et al., 2011c;
Brassea-Pérez et al., 2019), los lobos marinos de California prefieren el consumo de peces (Allen et al.,
2011a; Espinosa de los Reyes, 2007), los lobos finos de Guadalupe son teutéfagos especialistas (Allen et
al., 2011b; Esperén Rodriguez, 2008; J. P. Gallo-Reynoso & Esperdn-Rodriguez, 2013) y los elefantes
marinos son mas pldasticos en su dieta, se alimentan principalmente de presas de zonas profundas (Hindell,
2009; Stewart, 1997). La presencia de las bacterias previamente mencionadas podrian ser resultado de la

ingesta de peces y cefalépodos.

Entre las rutas principales relacionadas con la degradacién de compuestos en la dieta destacaron la

degradacién de condroitina, compuesto abundante en el cartilago de rayas y tiburones (Zhou et al., 2020).
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Esta ruta estuvo enriquecida en los elefantes marinos que se alimentan de peces cartilaginosos (Allen et
al.,, 2011d). Asi mismo, la degradacién de quitina, compuesto abundante en cefalépodos y otros
invertebrados, estuvo enriquecida en las muestras de focas de puerto y lobos finos de Guadalupe. Estos
pinnipedos tienen un mayor aporte de estos invertebrados en su dieta (Brassea-Pérez et al., 2019; Esperdn

Rodriguez, 2008).

4.7.1 La microbiota de los fécidos difiere debido a ciclos de vida contrastantes

A pesar de pertenecer a la misma familia, los elefantes marinos y las focas de puerto no tuvieron un grupo
nucleo exclusivo (Figura 43D) y se observaron multiples cambios significativos, tanto en la composicion
(Figura 51A) como en la funcién de su microbiota intestinal (Figura 51B). Los resultados obtenidos en el
analisis de diversidad beta indicaron que las muestras de estas especies varian en su diversidad (Figura 50
A-B). En estos pinnipedos, la filogenia parece ser un factor de menor impacto en la estructura de la

microcomunidad del intestino, por lo que otros factores tendrian una mayor influencia.

Multiples diferencias en la biologia e historia de vida de ambas especies serian un factor determinante que
provocaria que las microbiotas no tengan tantas similitudes. Estas disimilitudes explicarian el mayor
patrén de dispersion de las muestras de los focidos en comparacidn con los otaridos (Figura 50 A-B). Las
focas de puerto son animales mas costeros y de menor tamafo que los elefantes marinos, quienes realizan
largas migraciones para alimentarse (Stewart, 1997). Asi mismo, el dimorfismo sexual es mds acentuado
en los elefantes marinos que en las focas de puerto. El sexo es un factor importante que moldea la
composicion de la microbiota (Nelson et al., 2013), en especifico en animales con alto dimorfismo sexual,
como los elefantes marinos. Diferencias entre las hembras y machos estan relacionadas con cambios en

la dieta y dispersiéon entre los individuos (Stewart, 1997).

Estudios previos han determinado que la microbiota de elefantes marinos se diferencia desde etapas
tempranas de vida, en respuesta a necesidades fisioldgicas distintas (Stoffel et al., 2020). Sin embargo, en

las focas de puerto no se observaron cambios en la microbiota entre crias hembras y machos (Capitulo 3).

La dieta de las focas de puerto y elefantes marinos también es diferente. Las focas de puerto se alimentan
principalmente de peces bentdnicos e invertebrados (Brassea-Pérez et al., 2019), mientras que los
elefantes marinos consumen presas de aguas profundas como peces, rayas, tiburones y calamares (Allen

et al.,, 2011d).
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Estas diferencias en la dieta también se reflejaron en cambios en las funciones de la microbiota, los
elefantes marinos tuvieron un incremento de rutas de degradacién de condroitina, un compuesto
abundante en peces cartilaginosos, como tiburones y rayas (Zhou et al., 2020). En contraste, las focas de
puerto tuvieron un enriquecimiento de degradacion de quitina, compuesto abundante en invertebrados.

Estos resultados coinciden con las preferencias alimentarias de cada especie.

Los elefantes marinos y las focas de puerto también tienen diferencias en sus estrategias reproductivas.
Durante la etapa de reproduccidn, los elefantes marinos adultos ayunan de 5-12 semanas (dependiendo
del sexo y edad) (Allen et al., 2011d; Stewart, 1997). Sin embargo, debido a su tamaiio, las hembras de
focas de puerto ayunan un corto periodo y realizan viajes de alimentacidn con su cria para poder recuperar
el peso perdido (Allen et al., 2011c; Burns, 2009). Los machos, por su lado, restringen brevemente su
alimentacién durante el periodo de reproduccién para poder defender su territorio (van Parijs et al., 1997).
Por lo tanto, los elefantes marinos sufren cambios mas drdsticos en su composicién corporal durante esta

etapa.

El género Turicibacter, con mayor abundancia en elefantes marinos, se ha asociado con alteraciones en la
dieta y peso corporal al modificar el metabolismo de lipidos y acidos biliares (Lynch et al., 2022). Este
género se ha correlacionado con dietas altas en lipidos y con mayor contenido de grasa en los hospederos
(Lynch et al., 2022). De todos los pinnipedos del estudio, los elefantes marinos son los mas grandes y
pesados. El enriquecimiento de Turicibater en los elefantes marinos podria relacionarse con la importancia
que posee esta bacteria de promover y regular el uso de lipidos durante las fases de alimentacién y ayuno

de este pinnipedo.

Un estudio realizado en nifios con peso normal y obesidad encontré un incremento significativo del género
Megamonas en nifios obesos. En comparacion con los demas pinnipedos, esta bacteria estaba enriquecida
en la microbiota del intestino de elefantes marinos. Por lo tanto, los géneros Turicibacter y Megamonas
podrian tener papeles fundamentales en el almacenamiento de grasa. Al igual que lo reportado por Stoffel
y colaboradores (Stoffel et al., 2020), Fusobacterium y Bacteroides fueron los géneros mas abundantes en

la microbiota del intestino de los elefantes marinos.

Entre las bacterias con abundancias diferenciales entre fécidos y otaridos, destaca el aumento significativo
de Odoribacter, especialmente en las muestras de elefante marino. Un aumento en la abundancia de este
género se ha relacionado con personas y ratones obesos (Gomez-Arango et al., 2016; Yuan et al., 2021).

Asi mismo, esta bacteria es abundante en el intestino de otro mamifero de gran peso, los hipopdtamos
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(Dutton et al.,, 2021). Yuan y colaboradores (2021) encontraron un aumento significativo del género
Odoribacter en nifios obesos metabdlicamente sanos en comparacion con nifios obesos metabdlicamente
enfermos. Esta bacteria podria tener un papel importante en el almacenamiento de grasa y en promover

un metabolismo sano en los elefantes marinos.

En comparacidon con los otaridos, en los fécidos hubo un enriquecimiento significativo del género
Mycoplasma, en especial en las muestras de elefantes marinos. Esta bacteria se ha reportado como
abundante en cefaldpodos ocednicos y de gran tamario (Kang et al., 2022), lo que podria estar relacionado
con la preferencia que tienen los elefantes marinos por consumir cefalépodos de mayores tallas, como

Dosidicus gigas (Hindell, 2009).

Algunas rutas metabdlicas enriquecidas en personas obesas, relacionadas con la generacion de energia
(TCA), degradacion de carbohidratos (D-glucarate) y biosintesis de NAD (Nie et al., 2020), también
estuvieron enriquecidas en las muestras de elefante marino. Entre las rutas con mayores cambios entre
las especies de fécidos destaca la degradacion de butaneidol, un producto de la fermentacién de glucosa

(Markowiak-Kope¢ y Slizewska, 2020).

Estas multiples diferencias entre elefantes marinos y focas de puerto podrian explicar por qué estas
especies de fécidos no comparten miembros exclusivos del grupo nucleo (Figura 43D). La microbiota de
los elefantes marinos esta enriquecida en microorganismos que promueven un mayor almacenamiento y
generacidn de energia, por lo tanto, cambios en la dieta entre estas especies de pinnipedos fomentan la

diferenciacidn de la microbiota hacia bacterias que permitan degradar su alimento.

4.7.2 Similitudes en la microbiota de los otaridos son el resultado de historias de vida

parecidas

A diferencia de los focidos, el grupo nucleo de los otdridos estuvo representado por multiples miembros
bacterianos (Figura 43D); sin embargo, el nimero de ASVs exclusivos de este grupo fue menor (Figura
43C). Las mayores similitudes en la composicion de la microbiota entre los otaridos podrian ser el resultado

de historias de vida similares.

Ambos otaridos poseen un dimorfismo sexual marcado (Allen et al., 2011b, 2011a), los lobos marinos de

California son ligeramente mas grandes (2.5 m. vs 2.19 m) y pesados (Allen et al., 2011a) que los lobos
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finos de Guadalupe (250 kg vs 170 kg) (Gallo-Reynoso & Figueroa-Carranza, 1996). La estrategia de
reproduccion en ambas especies es la poliginia (S. G. Allen et al., 2011b, 2011a) y las hembras realizan
viajes de alimentacién durante el periodo de lactancia (Gallo-Reynoso & Figueroa-Carranza, 2010). En los
lobos marinos de California la lactancia dura de 11 meses a 1 afio (Lopez Alvirde, 2014), mientras que en
los lobos finos de Guadalupe dura 9 meses aproximadamente (Gallo-Reynoso & Figueroa-Carranza, 2010).
Sin embargo, las hembras de lobo marino de California realizan viajes de alimentaciéon mas cortos (1 a 3
dias) y se mantienen con sus crias durante dos dias (Bonnes y Bowen, 1996). En contraste, las hembras de
lobo fino de Guadalupe realizan los viajes de alimentacién mas largos entre los otaridos (hasta 3 semanas);
al regresar, alimentan a su cria y se mantienen con ella aproximadamente 5 dias (Gallo-Reynoso et al.,

2008).

A pesar de poseer un grupo nucleo numeroso, se observaron multiples cambios a nivel de composicidn y
funcién en la microbiota de los otaridos (Figura 56), esto podria deberse principalmente a diferencias en
su dieta. El consumo de peces en la poblacion de lobos marinos de California en isla San Benito representa
el 83.81% y de calamares 16.9% y estd representado por las especies Merluccius angustimanus, Argentina
sialis y Sebastes spp. y Loligo opalescens (Espinosa de los Reyes, 2007). En comparacion, los lobos finos de
Guadalupe son considerados teutdéfagos especialistas (Amador-Capitanachi et al., 2017; Esperdn
Rodriguez, 2008). Estos cambios en la dieta también se reflejaron en diferencias en las funciones de su
microbiota. Rutas relacionadas con la degradacion de quitina estuvieron enriquecidas en las muestras de
los lobos finos de Guadalupe (Figura 56B), lo que significaria un mayor consumo de invertebrados, en

especial de cefalépodos, por este pinnipedo.

El género bacteriano de mayor cambio entre otaridos y fécidos fue Actinobacillus. Este género se ha
detectado como abundante en delfines y en muestras orales - gastricas de lobos marinos de California (Bik
et al.,, 2016). Ademas, entre los géneros con abundancias significativamente diferentes destacan
Helicobacter y Vibrio, bacterias potencialmente patdgenas. La presencia de Vibrio en lobos marinos de
California se ha reportado previamente (Bik et al., 2016). Vibrio es un género muy abundante en
cefalépodos y se ha reportado en la especie Loligo opalescens (Kaufman et al., 1998), presa de mayor

importancia en los otaridos de este estudio.

Helicobacter también tuvo una mayor abundancia en otdridos que en fécidos. Este género puede ser
patégeno o comensal (Simmons et al., 2000). Oaxley & McKay (2004) reportaron la presencia de esta
bacteria en dos especies de otaridos en cautiverio, en lobos marinos de Australia (Neophoca cinerea) y en

lobos finos de Australia (Arctocephalus pusillus doriferus). De las muestras analizadas y positivas para
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Helicobacter, sélo un animal presentd sintomas de infeccidén, lo que indicaria que es una bacteria
comensal. La presencia de Helicobacter en los individuos analizados no se relaciond con su estado de

cautiverio (Oxley y McKay, 2004).

4.7.3 Llas focas de puerto y los lobos marinos de California comparten una microbiota

similar debido a dietas parecidas

Estudios previos realizados en lobos marinos de California coinciden en que los phyla Bacteroides,
Firmicutes y Fusobacteria son los mas abundantes en la microbiota del intestino (Bik et al., 2016). Asi
mismo se ha observado una disminucién en miembros del phylum Proteobacteria. Al igual que en este
estudio, se detectd la presencia de C. perfrigens, Helicobacter y Campylobacter como géneros abundantes

en la microbiota del intestino (Bik et al., 2016).

En las poblaciones del Pacifico de México se ha reportado que los lobos marinos de California consumen
en su mayoria peces demersales (Espinosa de los Reyes, 2007). Ademds se ha observado que la dieta
cambia dependiendo del sexo, clase de edad y temporada. Los machos no se alimentan durante el periodo
reproductivo y al final de esta etapa migran al norte para alimentarse de presas epipelagicas, como

sardinas, anchovetas y calamares (Melin et al., 2018).

Los lobos marinos de California y las focas de puerto presentaron el menor niumero de diferencias
significativas en su microbiota, tanto a nivel de composicién como de funcién. Esto podria deberse a las
similitudes en el comportamiento y la dieta de estas especies durante el periodo reproductivo, en especial
en las hembras. Durante el periodo de reproduccién (verano, que fue el periodo de muestreo en este
trabajo), las hembras adultas de lobo marino de California se mantienen mas cerca de los sitios de
reproduccion y se alimentan principalmente de presas benténicas (Villegas-Amtmann et al., 2011). Las
principales presas de las focas de puerto son peces bentdnicos e invertebrados (Brassea-Pérez et al., 2019;

Pacheco, 2017).

A pesar de las similitudes mencionadas, también se encontraron algunas diferencias. En ambas especies
se encontraron bacterias abundantes en peces pero con abundancias diferenciales, como Actinobacillus y

C. perfringens, de mayor abundancia en lobos marinos de California y focas de puerto, respectivamente.
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Entre las rutas con abundancias diferenciales, relacionadas con la dieta, destaca el enriquecimiento de
degradacion de quitina y acidos grasos en las muestras de focas de puerto. Lo anterior corresponde con
un mayor aporte de invertebrados en la dieta de las focas de puerto en comparacién con los lobos marinos

de California.

4.7.4 La microbiota de los lobos finos de Guadalupe, un reflejo de su dieta

especialista

Con respecto a las demads especies de pinnipedos, los lobos finos de Guadalupe presentaron el mayor
numero de cambios significativos, tanto a nivel de composicién como en funciones en su microbiota. Estas
diferencias podrian ser el resultado de una dieta mas restringida. Multiples estudios han determinado que
los lobos finos se alimentan principalmente de cefalépodos costeros y pelagicos (Allen et al., 2011b;
Amador-Capitanachi et al., 2017; Esperén Rodriguez, 2008; J. P. Gallo-Reynoso & Esperdn-Rodriguez,
2013). Este grupo constituye el principal componente de la dieta de los lobos finos (80%-96%), donde las
especies mas importantes son Onychoteuthis banksii y Loligo opalescens (J. P. Gallo-Reynoso y Esperdn-

Rodriguez, 2013).

La baja diversidad de presas de lobos finos de Guadalupe se ha asociado con limitaciones aerdbicas en el
buceo de esta especie (Gallo-Reynoso, 1994). El rango de distribucidn de las presas en islas San Benito va
de los 0-500 m y en general estos pinnipedos no realizan inmersiones profundas cuando forrajean
(promedio 16.9 m) (Gallo-Reynoso et al., 2008). Asi mismo se ha determinado que en San Benito los
individuos realizan buceos menos profundos en comparacién con los que habitan en Isla Guadalupe (Gallo-

Reynoso & Esperdn-Rodriguez, 2013).

Estudios realizados en la poblacién de lobos finos en islas San Benito han reportado que los animales de
esta poblacion se alimentan principalmente de céfalopodos (Amador-Capitanachi et al., 2017; Esperdn
Rodriguez, 2008), y la especie Loligo opalescens es la presa mas consumida por los adultos (Esperon
Rodriguez, 2008). La microbiota de los cefalépodos estd compuesta en su mayoria por miembros de los
phyla Proteobacteria y Tenericutes . El mayor porcentaje de Proteobacteria en las muestras de lobos finos

podria indicar un aporte importante de la dieta a la microbiota de esta especie.

Los géneros mas comunes encontrados en la microbiota de los cefalépodos son: Vibrio, Mycoplasma y

Photobacterium (Kang et al., 2022; Kaufman et al., 1998). Especies de cefaldpodos oceanicos y de mayor
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tamafio poseen mas Mycoplasma mientras que cefaldpodos costeros y de menor talla poseen una mayor
abundancia de Photobacterium (Kang et al., 2022). El enriquecimiento de Vibrio en las muestras de lobo
fino de Guadalupe en comparacidn con las demas especies, coincide con la mayor preferencia que tienen
los lobos finos de consumir cefaldpodos costeros. A pesar de que también se ha detectado D. gigas en las
muestras de adultos, en la poblacidn de islas San Benito se ha considerado que D. gigas es una presa

incidental para los adultos (Esperdn Rodriguez, 2008).

El enriquecimiento significativo de degradacién de quitina, tanto en lobos finos como en focas de puerto,
sugiere un mayor aporte de invertebrados, entre ellos cefaldépodos, en la dieta de estas especies en
comparacién con los demas pinnipedos. El consumo de invertebrados por focas de puerto se ha
documentado previamente usando metagendémica (Brassea-Pérez et al., 2019; Pacheco-Sandoval et al.,
2019); sin embargo, los estudios disponibles sobre la dieta de lobo fino provienen de andlisis de estructuras
duras en excretas (Esperdn Rodriguez, 2008; J. P. Gallo-Reynoso y Esperén-Rodriguez, 2013), donde sélo
los cefalépodos son detectados por la presencia de picos, pero los demas invertebrados no dejan restos
identificables en las heces, por lo que se desconoce la importancia de otros invertebrados en la dieta de

este pinnipedo.

En las focas de puerto y en los lobos finos de Guadalupe se encontraron un mayor numero y abundancia
de bacterias potencialmente patdgenas. Destaca la presencia de Photobacterium damselae, una bacteria
patdgena de peces y con reportes de septicemia en humanos (Hundenborn et al., 2013). Esta especie
puede representar un peligro para las poblaciones humanas cercanas, ya que puede ocurrir la transmision
de patdgenos desde el agua a los humanos (Fouz et al., 2000). Es necesario continuar con los estudios de
la microbiota de focas de puerto y de lobos finos de Guadalupe para determinar si estos microorganismos
son especies patdgenas o comensales y abordar la posible transmisidon de estas bacterias del medio
ambiente a los humanos. Ademas, el lobo fino de Guadalupe es una especie que estad en peligro de
extincion (Allen et al., 2011b; J. P. Gallo-Reynoso, 1994), por lo que el aumento de bacterias patogenas

pondria en peligro la conservacion y recuperacién de esta especie.

4.8 Conclusion

La naturaleza anfibia de los pinnipedos ha promovido el desarrollo de adaptaciones fisioldgicas Unicas que
permiten adecuarse a una vida marina y terrestre. Las bacterias han coevolucionado con estos animales y

responden a cambios energéticos drasticos y a la necesidad de almacenar energia para utilizarla durante
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periodos de ayuno y estrés metabdlico. En los pinnipedos se ha conservado un grupo nucleo que es

transmitido de las madres a las crias y cuyas funciones faltan por conocer.

La filogenia es un factor importante en la estructura de la microbiota del intestino; sin embargo, similitudes
en la dieta o en el ciclo anual conllevan a tener una microbiota similar. En la dieta se transmiten bacterias
de las presas a los animales y, mediante el estudio de la composicién y funciones de la microbiota, es

posible conocer la preferencia alimentarias de los pinnipedos.

El sexo es un factor importante en la composicion de la microbiota en animales con un alto dimorfismo
sexual, como los elefantes marinos. Cambios entre sexos estan relacionados con diferencias en la dieta,

cambios energéticos y patrones de dispersidn distintos.

En este estudio resalta la presencia de bacterias potencialmente patégenas en focas de puerto y lobos
finos de Guadalupe, por lo que es necesario un monitoreo continuo de las poblaciones de estos pinnipedos

gue permita determinar el papel de estas bacterias.
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Anexo A. Phyla detectados en las muestras de heces de foca de puerto

del Estero de Punta Banda e Isla Todos Santos (Cap. 2)
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Figura 57. Phyla detectados en las muestras de heces de foca de puerto del Estero de Punta Banda e Isla Todos Santos
(Capitulo 2). La linea punteada indica un umbral de prevalencia igual al 5%.
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Anexo B. Grupo nucleo de focas de puerto durante las etapas de estudio

(Cap. 2)

Tabla 3. Comparacién del grupo nucleo de las focas de puerto durante las etapas de rep-muda y postmuda.

Variable Grupo nucleo Taxa* Abundancia relativa promedio
Rep-muda Sin taxa detectados
Alloprevotella 9.1%
Alloprevotella 5.2%
UCG-005 2.5%
Oscillospiraceae (Familia) 3.3%
Phascolarctobacterium succinatutens 2.1%
Oscillospiraceae (Familia) 0.7%
Christensenellaceae_R-7_group 0.5%
NK4A214 group 0.6%
Postmuda Alistipes 0.5%
Oscillospiraceae (Familia) 0.4%
UCG-002 0.4%
Negativibacillus 0.3%
Anaerobiospirillum 0.2%
UCG-005 0.3%
Ruminococcaceae (Familia) 0.3%
Ruminococcaceae (Familia) 0.1%
Lachnoclostridium 0.1%
Fusobacterium perfoetens 34.2%
Etapa Bacteroides 17.8%
Alloprevotella 17.4%
Parasutterella 2.8%
Clostridium perfringens 2.4%
Fusobacterium mortiferum/necrogenes 2.5%
Bacteroides 2.1%
Alistipes 2.2%
Fusobacterium 1.8%
Faecalibacterium 1.6%
. UCG-005 1.1%
Compartidos - —
Fusobacteriaceae (Familia) 1.0%
Ruminococcaceae (Familia) 1.0%
Peptoclostridium 0.9%
Colidextribacter 0.7%
UCG-005 0.7%
Clostridium perfringens/thermophilus 0.6%
Fournierella 0.5%
Lachnospiraceae (Familia) 0.4%
Erysipelotrichaceae (Familia) 0.2%
Fournierella 0.1%

* Se muestra la Ultima asignacién taxondmica alcanzada
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Anexo C. Grupo nucleo de focas de puerto del EPB y TS (Cap. 2)

Tabla 4. Comparacion del grupo nucleo de las focas de puerto del Estero de Punta Banda (EPB) y Todos Santos (TS).

Variable Grupo nucleo Taxa* Abundancia relativa promedio
Alloprevotella 10.9%
Parasutterella 4.8%
Alloprevotella 5.8%
UCG-005 3.7%
Oscillospiraceae (Familia) 3.7%
EPB Phascolarctobacterium succinatutens 2.5%
Burkholderiales (Orden) 2.0%
Christensenellaceae_R-7_group 0.7%
Alistipes 0.5%
UCG-002 0.6%
Ruminococcaceae 0.1%
TS Romboutsia hominis 21.9%
Blautia 14.3%
Fusobacterium perfoetens 33.5%
Bacteroides 17.5%
Alloprevotella 17.1%
Clostridium perfringens 2.3%
Colonia Fusobacterium mortiferum/necrogenes 2.5%
Bacteroides 2.1%
Alistipes 2.2%
Fusobacterium mortiferum 1.7%
Faecalibacterium 1.6%
UCG-005 1.1%
Fusobacteriaceae (Familia) 1.0%
Compartidos Ruminococcaceae (Familia) 0.9%
Peptoclostridium 0.8%
Colidextribacter 0.7%
UCG-005 0.7%
Oscillospiraceae (Familia) 0.6%
Clostridium perfringens/thermophilus 0.5%
Fournierella 0.5%
Lachnospiraceae (Familia) 0.4%
Oscillospiraceae (Familia) 0.3%
Erysipelotrichaceae (Familia) 0.2%
UCG-005 0.2%
Fournierella 0.1%

* Se muestra la Ultima asignacion taxondmica alcanzada
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Anexo D. Grupo ntcleo de hembras y machos de focas de puerto (Cap.

2)

Tabla 5. Comparacién del grupo nucleo de hembras y machos de focas de puerto.

Variable | Grupo nucleo Taxa* Abundancia relativa promedio
Hembras Sin taxa

Alistipes 7.9%
UCG-005 5.1%
Oscillospiraceae (Familia) 3.8%
Phascolarctobacterium 4.7%
Oscillospiraceae (Familia) 1.8%
Christensenellaceae_R-7_group 1.3%
Machos I istipes 0.9%
Oscillospiraceae (Familia) 0.7%
UCG-002 0.7%
UCG-005 0.7%
Blautia 0.5%
Fournierella 0.3%
Fusobacterium perfoetens 36.8%
Bacteroides 19.3%
Alloprevotella 18.2%
Sexo Parasutterella 3.0%
Clostridium perfringens 2.6%
Fusobacterium mortiferum/necrogenes 2.7%
Bacteroides 2.3%
Fusobacterium 1.9%
Faecalibacterium 1.7%
Compartidos UcG-005 1.1%
Fusobacteriaceae (Familia) 1.1%
Ruminococcaceae (Familia) 1.0%
Peptoclostridium 0.9%
Colidextribacter 0.8%
UCG-005 0.8%
Clostridium_sensu_stricto_1 0.6%
Fournierella 0.5%
Lachnospiraceae (Familia) 0.4%
Erysipelotrichaceae (Familia) 0.2%

* Se muestra la Ultima asignacion taxondmica alcanzada
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Anexo E. Diversidad beta de las variables del Capitulo 2 con resultados

estadisticamente no significativos

Diversidad beta entre hembras y machos durante el periodo de postmuda

Las hembras y los machos mostraron homogeneidad de dispersion en ambas matrices de distancia
(UniFrac no ponderado, betadisper: p= 0.383 y UniFrac ponderado, betadisper: p=0.589). Sin embargo, las

variaciones en la composicion de la microbiota entre ambos sexos no fueron significativas (Figura 58 A-B).
Diversidad beta de las hembras en el Estero de Punta Banda e Isla todos Santos

Las muestras de las hembras de las colonias del EPB y TS tuvieron homogeneidad de dispersidon en ambas
matrices de distancia (UniFrac no ponderado, betadisper: p= 0.702 y UniFrac ponderado, betadisper:
p=0.940). Sin embargo, las variaciones en la composicién de la microbiota entre estas muestras no fueron

significativas (Figura 58 C-D).

Sexo

T
=

>
)

— _|R?=0.07 R?-0.06
R 021p=0.12 < %27 p=0.136
co )
o 0.1 2ot
A 0.0 o,
o~ o 001
g0 2 0.1
X 02 <
-0.21 : | ‘
0.2 -01 00 01 02 02 -01 0.0 0.1 0.2
Axis.1 [29.6%] Axis.1 [41%]
Colonia EPB mTS
C D
= R2-0.06 T
& 02 . p =0.061 o 0.1 o
= 2 00ie . - b
— —_ Y
= 00148 oo O P <%
~ . e ! ° s '] R*-003
% 02 %02 P-0288 .
< S e 02 041 00 0.1
03 02 -01 00 01 02 03 Axis.1 [58.9%]

Axis.1 [35%]

Figura 58. No se observaron cambios significativos en la diversidad microbiana entre hembras y machos de focas de
puerto durante la etapa de postmuda (A-B), ni entre las hembras del Estero de Punta Banda e isla Todos Santos (C-
D). Analisis de coordenadas principales (PCoA) de las matrices de distancias UniFrac no ponderadas (A, C) y
ponderadas (B, D). H= hembra, M= macho, TS=Isla Todos Santos, EPB= Estero de Punta Banda.
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Anexo F. Diversidad de phyla en la muestra de vagina (Cap. 3)
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Figura 59. Phyla detectados en la muestra de vagina de foca de puerto de Isla Natividad (Capitulo 3). La linea
punteada indica un umbral de prevalencia igual al 5%.
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Anexo G. Diversidad de phyla en las muestras de crias y adultos de foca

de puerto (Cap. 3)
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Figura 60. Phyla detectados en las muestras de crias y adultos de foca de puerto de Isla Natividad (Capitulo 3). La
linea punteada indica un umbral de prevalencia igual al 5%.



126

Anexo H. Perfiles taxondmicos de las muestras del Capitulo 3

Abundancia
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Figura 61. Phyla de mayor abundancia (>1%) identificado en las heces de crias y focas adultas de Natividad. Taxa con
abundancias menores al 1% se encuentran agrupados en la categoria de “otros”.
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Anexo |. Grupo ntcleo de crias y adultos de focas de puerto (Cap. 3)

Tabla 6. Comparacién del grupo nucleo de crias y adultos de focas de puerto.

Variable | Grupo nucleo Taxa* Abundancia relativa promedio
Alloprevotella 14.266
Alistipes 5.240
Alloprevotella 6.429
Escherichia/Shigella 5.816
Sutterella 1.776
massiliensis/stercoricanis/wadsworthensis
Alistipes 1.629
Butyricicoccus 0.936
Crias Fournierella 0.356
Odoribacter 0.682
Butyricicoccus 0.394
Anaerobiospirillum 0.292
Collinsella intestinalis/stercoris 0.158
Lachnoclostridium 0.264
Actinomyces 0.328
Desulfovibrionaceae (Familia) 0.105
Edad Butyricicoccus 0.164
Colidextribacter 1.346
Lachnospiraceae (Familia) 0.818
Adultos Parasutterella 0.756
Blautia 0.565
Oscillospiraceae (Familia) 0.474
Fusobacterium perfoetens 9.692
Bacteroides 8.561
Anaerobiospirillum 5.490
Fusobacterium mortiferum/necrogenes 2.378
Peptoclostridium 2.541
Compartidos Fusobacterium mortiferum 1.730
Bacteroides 2.214
Phascolarctobacterium succinatutens 1.578
Fusobacteriaceae (Familia) 1.219
Fusobacterium 0.337
Lachnoclostridium 0.332
Erysipelotrichaceae (Familia) 0.271

* Se muestra la ultima asignacion taxondmica alcanzada
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Anexo J. Diversidad beta de las variables del Capitulo 3 con resultados

estadisticamente no significativos

Diversidad beta entre sexos

Las hembras y los machos mostraron homogeneidad de dispersion en ambas matrices de distancia
(UniFrac no ponderado, betadisper: p= 0.648 y UniFrac ponderado, betadisper: p=0.503). Sin embargo, no
existieron diferencias significativas en la composicién de la microbiota entre hembras y machos de focas

de puerto (Figura 62 A-B).

Diversidad beta entre los sexos de las crias

Cuando no se tuvo en cuenta el nimero de microorganismos, la variacién individual en la estructura de la
comunidad fue mayor para las crias macho que para las hembras (UniFrac no ponderado, prueba de
betadisper: p= 0.025). La dispersién individual fue homogénea cuando se evalud la abundancia de
microorganismos (betadisper: p= 0.665); sin embargo, las diferencias en la composicion de la microbiota

entre los sexos de las crias no fueron significativas (Figura 62 C-D).

Diversidad beta entre los sexos de los adultos

Las hembras y los machos adultos mostraron homogeneidad de dispersidn en ambas matrices de distancia
(UniFrac no ponderado, betadisper: p=0.233 y UniFrac ponderado, betadisper: p=0.982). Sin embargo, las
variaciones en la composicion de la microbiota entre las hembras y los machos adultos no fueron

significativas (Figura 62 E-F).
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Figura 62. No se observaron cambios significativos en la diversidad microbiana entre los sexos de las focas de puerto
(A-B), entre crias hembras y machos (C-D), o entre hembras y los machos adultos (E-F). Andlisis de coordenadas
principales (PCoA) basados en matrices de distancias UniFrac no ponderadas (A, C, E) y ponderadas (B, D, F). Las
elipses representan un intervalo de confianza del 90%. H= hembra, M= macho.
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Tabla 7.Comparaciones por pares de la prueba PERMANOVA entre las interacciones de edad y sexo, basadas en las
matrices de distancia UNIFRAC.

Distancia Variables Sums of Sqs | F. Model | R? | p-valor | p-adjustado

Cria macho vs cria hembra 0.307 1.089 [0.098| 0.35 1
Macho adulto vs hembra adulta 0.443 1.284 [0.074| 0.138 0.828
Cria macho vs hembra adulta 0.948 2.742 0.146| 0.001 0.006*

Unweigthed UNIFRAC
Cria macho vs Macho adulto 0.764 2.481 |0.171| 0.001 0.006*
Cria hembra vs hembra adulta 0.791 2.387 |0.146| 0.001 0.006*
Cria hembra vs macho adulto 0.620 2.213 |0.181| 0.004 0.024*
Cria macho vs cria hembra 0.064 1.690 [0.145| 0.114 0.684
Macho adulto vs hembra adulta 0.037 1.957 [0.109| 0.129 0.774
Cria macho vs hembra adulta 0.274 9.854 |0.381| 0.001 0.006*
Weigthed UNIFRAC

Cria macho vs macho adulto 0.204 6.530 |0.352| 0.001 0.006*
Cria hembra vs hembra adulta 0.159 7.314 |0.343| 0.001 0.006*
Cria hembra vs macho adulto 0.084 3.574 |0.263| 0.007 0.042*

*Diferencias significativas
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Anexo L. ASVs compartidos entre adultos (hembras/machos) y crias
(Cap. 3)

Tabla 8. ASVs compartidos entre hembras adultas- crias y entre machos adultos -crias

Comparacion Taxa* Abundancia relativa promedio
Ruminococcaceae (Familia) 0.454%
Psychrobacter 0.417%
Bacteroides dorei/fragilis 0.332%
Anaeroplasma 0.194%
Anaerobiospirillum 0.242%
NK4A214 _group 0.154%
Psychrobacter lutiphocae/phenylpyruvicus 0.159%
Photobacterium damselae 0.067%
Anaerobiospirillum 0.068%
Alloprevotella 0.041%
Fusobacterium 0.025%
Tuzzerella 0.025%
Oscillospiraceae (Familia) 0.017%
Hembra alwdulta vs Alloprevotella 0.022%
cria Bacteroides 0.017%
Bacteroides 0.007%
Helicobacter 0.007%
Anaerovoracaceae (Familia) 0.004%
Bacteroides 0.004%
Oscillospiraceae (Familia) 0.005%
Ruminococcaceae (Familia) 0.003%
Oscillospiraceae (Familia) 0.003%
Campylobacter insulaenigrae 0.003%
Streptococcus marimammalium 0.004%
SM1A02 0.002%
Marinobacter 0.002%
Porphyromonas 0.001%
Clostridia_UCG-014 (Orden) 0.001%
Rikenellaceae (Familia) 0.912%
Odoribacter 0.445%
Alloprevotella 0.346%
Megamonas 0.303%
Fusobacterium 0.274%
Gastranaerophilales (Orden) 0.149%
Alloprevotella 0.146%
Macho aldulto vs Oscillospiraceae (Familia) 0.048%
cria A. phocae/phocisimile/pinnipediorum/wilhelmae 0.072%
Alistipes 0.039%
Bacteroides 0.027%
Bacteroidales (Orden) 0.019%
Flavonifractor 0.006%
Ruminococcaceae (Familia) 0.005%
Intestinimonas 0.005%

* Se muestra la Ultima asignacion taxondmica alcanzada
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Anexo M. Diversidad de phyla detectados en la muestras de heces de

los pinnipedos en México (Cap. 4)
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Figura 63. Phyla detectados en las muestras de los pinnipedos en México (Capitulo 4). La linea punteada indica un
umbral de 30 conteos y una prevalencia igual a 2.
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Anexo N. Grupo nucleo de microorganismos en las muestras de heces

de las especies de pinnipedos en México (Cap. 4)

Tabla 9. Grupo nucleo de microorganismos del intestino por especie.

Phascolarctobacterium

Sutterella

Variable G’rupo Taxa* Variable Grupo Taxa*
nucleo nucleo
Fusobacterium P. damselae
FP
Ruminococcaceae Bacteroides (5)
Oscillospiraceae Negativibacillus
Alistipes UCG-005 (3)
Fusobacterium Ruminococcaceae
EM Clostridium sensu stricto 2 Anaerobiospirillum
Odoribacter LF Colidextribacter
Tuzzerella Parabacteroides
Negativibacillus ) Fusobacterium (2)
Especie
) Bacteroides (3) Lachnoclostridium
Especie
Alloprevotella (3) Ruegeria
Clostridium sensu stricto 1 Oscillospiraceae (2)
Fournierella (2) Rhizobiaceae
Lc Butyricicoccus F. perfoetens
UCG-005 (2) F. mortiferum/necrogenes
Core

Colidextribacter

F. mortiferum

Parasutterella

Ruminococcaceae

* Se muestra la ultima asignacion taxondmica alcanzada
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Anexo 0. Grupo nucleo de microorganismos en las muestras de heces

de las familias de pinnipedos en México (Cap. 4)

Tabla 10. Grupo nucleo de microorganismos del intestino por familia de pinnipedo.

. , . Grupo
Variable | Grupo ntcleo Taxa* Variable , P Taxa*
nucleo
F. perfoetens C. intestinalis/ stercoris
Bacteroides Lachnospiraceae
F. mortiferum/ necrogenes Blautia
Core
Colidextribacter UCG-002
Fusobacteriaceae Fusobacterium (5)
F. mortiferum Tuzzerella
Phocidae Sin grupo nucleo Paludicola
Peptoclostridium NK4A214 group
Alloprevotella Marvinbryantia
Photobacterium Negativibacillus
Familia Familia Otariidae
Phascolarctobacterium Erysipelotrichaceae
Alistipes (2) Oscillospiraceae (2)
Bacteroides (2) Fournierella
Otariidae Oscillospirales Peptoclostridium (3)
UCG-005 (7) Anaerobiospirillum
S. massiliensis
/stercoricanis/ Ruminococcaceae
wadsworthensis
C. perfringens Colidextribacter
Lachnoclostridium Fusobacteriaceae

* Se muestra la ultima asignacidon taxondmica alcanzada



