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Glosario

Amplicon: Productos de la amplificacion artificial o natural de una region especifica
del ADN o ARN.

Arbol de similitud: Dendograma realizado a partir de andlisis de secuencias, que
compara la homologia entre ellas expresado en porcentaje de similitud.

BIN’s: Barcode Index Number (en inglés) hace referencia a haplotipo en un arbol de
identificacién realizado con secuencias del cédigo de barras de la vida (Barcode)
del cual se puede inferir la posibilidad de ser una especie bioldgica.

Blast: Basic Local Alignment Search Tool (en inglés) programa informatico de
alineamiento de secuencias de tipo local de ADN, ARN o de proteinas. El programa
permite comparar una secuencia contra una gran cantidad de secuencias que se
encuentren en una base de datos.

Barcode of Life Data Systems (en inglés, BOLDSystems): es un banco de datos de
secuencias que permite la recopilacion, almacenamiento, gestion, analisis y uso

de cddigos de barras de ADN (http://www.boldsystems.org/views/login.php).

Citocromo ¢ oxidasa subunidad 1 (CO7): Enzima encontrada en la membrana de
las mitocondrias de los seres vivos que participa en la ultima etapa de la cadena
respiratoria de la célula actuando en el transporte de electrones que consiste en
reducir el oxigeno molecular y transformandolo en agua.

Cédigo de barras de ADN: Representacion grafica que se basa en la secuenciacion
de una fraccion del gen mitocondrial que codifica al Citocromo ¢ oxidasa subunidad
1 0 CO1y permite la identificacion rapida y eficiente de la identificacion especifica
de los seres vivos, principalmente a nivel de especie, incluyendo organismos
incompletos o de especimenes en cualquier etapa del ciclo de vida del organismo.

Copépodo: Crustaceos de la Clase Hexanauplia, Subclase Copepoda generalmente
de tamafio microscopico altamente abundantes en ecosistemas de agua dulce o
salada. Se conocen mas de 15,000 especies descritas (parasitos incluidos) y se
distinguen por tener un solo 0jo, que evolucion6 de dos ojos que se fusionaron, y
las antenas principales, muy articuladas son mucho mayores que las secundarias.
Poseen 4 pares de apéndices toracicos que les sirven para nadar y vestigios de

un quinto par que en otras especies de copépodos son mas notorios.



Divergencia genética: Cuando grupos de individuos de una especie se separan, cada
uno evoluciona individualmente teniendo como resultado la modificacion de su
informacién genética.

Gen Citocromo c oxidasa subunidad 1 (CO17): Secuencia de nucledétidos del genoma
mitocondrial que decodifican para la enzima Citocromo ¢ oxidasa subunidad 1.
GenBank: Base de datos de internet publica que almacena y administra secuencias
genéticas del NIH (National Institutes of Health de Estados Unidos), una coleccion
de disponibilidad publica de secuencias de ADN. GenBank se complementa con
otras plataformas similares de las que recibe secuencias genéticas producidas en

laboratorios de todo el mundo.

K2P: Modelo de 2 parametros de Kimura, es un modelo de evolucion que asume que
las mutaciones (sustitucién de nucleétidos) ocurren aleatoriamente pero desigual,
logrando establecer que la tasa de transiciones (a) es generalmente mayor que la
tasa de transversiones (B)
(http://www.virtual.unal.edu.co/cursos/ingenieria/2001832/lecciones/
unidad2.html)

Neocopepoda: Infraclase de la clase copepoda que incluye la mayoria de las especies

de copépodos (super ordenes Gymnoplea y Podoplea).
Oligonucleétido: Secuencia corta (15-30 pares de bases) de ADN o ARN utilizados
como cebadores en reacciones de amplificacion.

PCR: Acronimo de Polymerase Chain Reaction (en inglés), Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (en espariol) que es esencialmente la replicacion del ADN in vitro.
PCR Anidado: Modificacion del PCR convencional que comprende dos rondas de

amplificacion con los mismos o distintos pares de oligonucleotidos en cada una,

con el fin de incrementar la sensibilidad y la especificidad de la deteccion.
Plancton: Palabra de origen griego que significa “errante”, son organismos

principalmente microscopicos que viven movidos por las corrientes que pueden

ser marinos o de agua dulce.
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RESUMEN

La riqueza especifica, abundancia, y biomasa de copépodos fue estudiada durante
una serie de tiempo semanal realizada durante 2014-2015 un periodo de
anomalamente calido y con baja concentracion superficial de clorofila-a (en
comparacion con 2002-2018) en el Parque Nacional Cabo Pulmo (CPNP), Golfo de
California, México. Para corroborar la identificacién de especies de copépodos se
diseid un nuevo juego de oligonucledtidos del gen CO7 (inferido del analisis
bioinformatico de datos previamente publicados en copépodos) para incrementar la
tasa de eficiencia de amplificacion y secuenciacion de los copépodos calanoides, el
cual fue probado y contrastado en especies de copépodos del Golfo de California.
Actualmente no existe un par de primer “universal” para los Neocopepoda. Los primers
seleccionados como probables “universales” para Neocopepoda fueron Neocop-CO1-
22F y Neocop-C0O1-837R. Cuarenta y nueve especies de copépodos representaron el
64% de la abundancia total de zooplancton. Tres pequefias especies de copépodos
(Oncaea venusta 12.6%, Paracalanus parvus 11.5%, Clausocalanus jobei 8.6%) de 45
especies dominaron numéricamente durante 2014. Dos especies de copépodos de
tamano grande (Subeucalanus subtenuis, Subeucalanus subcrassus) de 39 especies
aumentaron en abundancia durante 2015, representando el 69% de la biomasa de
carbono de los copépodos. El Analisis de Correspondencia Candnica demostrd que la
temperatura superficial del mar fue la variable con mayor influencia en las asociaciones
de especies de copépodos. La abundancia de copépodos fue significativamente mayor
durante la temporada fria (hoviembre-mayo) que durante la temporada calida (junio-
octubre) y menor durante la onda de calor regional de enero—agosto 2014 que durante
el evento El Nifio ecuatorial (noviembre de 2014 a diciembre de 2015). Acartia tonsa
fue la unica especie indicadora registrada durante la onda de calor regional de 2014 y
Clausocalanus furcatus, Copilia mirabilis y Cosmocalanus darwinii fueron especies
indicadoras de El Nifio 2015. El ensamblaje de especies de copépodos tuvo 86% de
especies tropicales durante enero-agosto de 2014 asociada a la onda de calor regional
que comenzo la tropicalizacion de la comunidad de copépodos, aumentando al 95%
de las especies tropicales durante El Nifio 2015.

Palabras clave: Copépodos, Sucesion estacional, Onda de calor, El Nifio, La

Mancha, CO1, oligonucledtidos, Parque Nacional Cabo Pulmo
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ABSTRACT

Copepod species assemblage abundance, species richness, and biomass were
studied during a weekly time series done during an anomalously warm and low sea
surface Chlorophyll-a concentration period (2014-2015, compared with 2002-2018) at
Cabo Pulmo National Park (CPNP), Gulf of California, Mexico. A new set of primers of
the CO1 gene (inferred from the bioinformatic analysis previously published on
copepods) was designed to corroborate the taxonomic identification of the copepods
and increase the efficiency rate in the amplification and sequencing of calanoid
copepods. Different available primers were tested and contrasted among species of
copepods from the Gulf of California. Currently does not exist a pair of “universal”
primers for the Neocopepoda. However, the primers Neocop-CO1-22F and Neocop-
CO1-837R were here identified likely as "universal" for Neocopepoda. Forty-nine
copepod species accounted for 64% of the total zooplankton abundance. Three small
copepods (Oncaea venusta 12.6%, Paracalanus parvus 11.5%, Clausocalanus jobei
8.6%) out of 45 species numerically dominated during 2014. Two large copepods
(Subeucalanus subtenuis, Subeucalanus subcrassus) out 39 species increased in
abundance accounting for 69% of copepod Carbon biomass during 2015. A Canonical
Correspondence Analysis demonstrated SST controlled the copepod species
assemblages. Copepod abundance was significantly higher during the cold (Nov—May)
that during the warm (Jun—Oct) season and lower during the Jan—Aug 2014 regional
heatwave than during the Equatorial El Nifio (Nov 2014-Dec 2015). Acartia tonsa was
the only significant species indicator recorded during the 2014 regional heatwave and
Clausocalanus furcatus, Copilia mirabilis, and Cosmocalanus darwinii were significant
species indicators of El Nifio 2015. Copepod species assemblage had 86% tropical
species during the Jan—-Aug 2014 due to the regional heatwave that started the
tropicalization of copepod community increasing to 95% of tropical species during El
Nifio 2015.

Keywords: Copepods, Seasonal succession, Heatwave, El Nifio, The Blob, CO1,

Primers, Cabo Pulmo National Park.
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INTRODUCCION

Los copépodos comprenden la mayor parte de la diversidad, biomasa y
productividad secundaria de la comunidad del zooplancton que sustenta la fauna
planctéfaga que viven en habitats pelagico y bentonico de ecosistemas costeros
marinos (Kigrboe, 2010; Kozak et al., 2014; Ambriz-Arreola et al., 2018). Los
copépodos responden rapidamente a los cambios estacionales e interanuales de las
condiciones ambientales debido a sus ciclos de vida cortos y su rapida tasa de
crecimiento. De esta forma, los copépodos modulan en gran medida el aporte de
carbono en los ecosistemas marinos costeros (Brinton et al., 1986; Tester & Turner,
1990; Turner, 2004). EI presente estudio investiga la riqueza de especies,
abundancia, biomasa de carbonoy taxonomia morfolégica y molecular de los
copépodos pelagicos en el Parque Nacional Cabo Pulmo (PNCP), Baja California Sur,
México. El PNCP es uno de los parques nacionales protegidos mas exitosos en el
Golfo de California. En 1995 se implementd una estrategia de no pesca en PNCP
que promovié el aumento de la biomasa de hasta un 463% en todos los niveles troficos
(Aburto-Oropeza et al., 2011, 2015). Sin embargo,la estructura de |la
comunidad, abundancia, biomasa del zooplancton que sustentan la diversa estructura
de la comunidad de depredadores zooplanctéfagos de arrecifes rocosos y arrecifes de
coral en este ecosistema tropical no han sido investigado hasta ahora. El fitoplancton
contribuye con toda la productividad primaria de este ecosistema costero (Kahru et al.,
2004; Hidalgo-Gonzalez & Alvarez-Borrego, 2004). La concentracién superficial de
clorofila-a en PNCP inferida a partir de datos satelitales de una serie de tiempo diarias
de septiembre 1997 a junio 2018 tuvo una concentracién promedio de 0.5 mg Chl-a m-
3con un intervalo de entre 0.06—9.5 mg Chl-a m (Ahern et al., 2018). Los pulsos de
biomasa de fitoplancton en PNCP estan asociados con las corrientes marinas forzadas
por las mareas, vientos y la influencia de las estructuras de mesoescala que se
producen en la boca del Golfo de California (Trasvifia-Castro et al., 2012; Torres-
Hernandez, 2017; Carrillo-Aguilar, 2018). Los filamentos ocasionalmente causan
eventos advectivos intensos que exportan nutrientes y plancton de habitats costeros a

habitats marinos en esta region (Apango-Figueroa et al., 2015; Torres-Hernandez,
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2017). Aunque el zooplancton es la principal fuente de carbono disponible para
organismos zooplanctéfagos que habitan en los arrecifes rocosos y de coral del PNCP,
también es un componente relevante del reclutamiento de organismos necténicos y
bentdnicos, debido a la deriva de larvas y postlarvas que se reclutan como juveniles
(Arizpe-Covarrubias, 2006).

Cuatro series de tiempo de zooplancton en la regién noroeste de México han
mostrado asociaciones de especies de copépodos regionalmente distintos durante
condiciones ambientales estacionales e interanuales distintas (Palomares-
Garcia & Gomez-Gutiérrez, 1996; Lopez-lbarra & Palomares-Garcia, 2006; De Silva-
Davila et al., 2006; Lavaniegos et al., 2012). Estos estudios muestrearon el
zooplancton con un método de colecta similar al utilizado en el presente trabajo para
fines comparativos usando una red cilindro conica estandar de 300 um de luz de malla
con un arrastre cerca de la superficie durante diez minutos. El conjunto de especies
de copépodos en Bahia Magdalena, costa oeste de la peninsula de Baja California,
cambid la abundancia de especies tropicales durante los eventos de El Nifio de 1982—
1983 (Palomares-Garcia & Gomez-Gutiérrez, 1996)y 1997-1998 (Lopez-lbarra &
Palomares-Garcia, 2006). El ensamblaje de especies de copépodos subtropicales en
la region central del Golfo de California también ha sido registrado durante dos
periodos sin la influencia de El Nifio (De Silva-Davila et al., 2006; Lavaniegos et
al., 2012). Una asociacion de especies de copépodos tropicales habitaen el
Archipiélago Islas Marias (Gémez-Gutiérrez et al., 2014). Existen otras series de
tiempo de abundancia de copépodos muestreados con redes Bongo en la region sur
del Golfo de California (Lavaniegos & Gonzalez-Navarro, 1990; Kozak et al,
2014; Ambriz-Arreola et al., 2018). Actualmente, se desconoce si la estructura de la
comunidad de copépodos en CPNP es similar a cualquiera de esas comunidades
subtropicales y tropicales observadas en la region noroeste de México (Palomares-
Garcia & Gomez-Gutiérrez,  1996; Lopez-lbarra & Palomares-Garcia, 2006), centro
del Golfo de California (Lavaniegos & Gonzalez-Navarro, 1999; De Silva-Davila et al.,
2006; Lavaniegos et al., 2012; Alvarez-Tello et al., 2015), la boca del Golfo de

California (Chen, 1986; Gomez-Gutiérrez et al., 1994) o a las comunidades
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de especies tropicales del Pacifico central mexicano (Kozak et al., 2014; Ambriz-
Arreola et al., 2018).

Portela et al. (2016) utilizando datos de World Ocean Database 2013 y
45 cruceros oceanograficos (1992-2015) informaron quela boca del Golfo de
California es una region de confluencia estacional de tres masas de agua diferentes
en las capas superiores: Agua del Golfo de California; Agua Tropical Superficial y agua
Tropical Transicional. La masa de agua Tropical Transicional resulta de la mezcla
entre las masas de agua modificada de la Corriente de California, Tropical Superficial
y del Golfo de California (Portela et al., 2016). La masa de agua Tropical Transicional
estd presente en CPNP durante todo el afio (Fiedler & Talley , 2006; Portela et
al., 2016). El periodo del presente estudio incluyé un periodo de calentamiento
anomalo registrado durante 2014 (Ahern et al., 2018) probablemente asociada con
una onda de calor regional, simultanea pero independiente de “La mancha” observado
en el Pacifico Central Norte (Kintisch, 2015; Cavole et al., 2016) y el inicio del evento
ecuatorial ElI Nifo 2015 que prolongd las condiciones andmalamente calidas hasta
2016 en la regién sur del Golfo de California (Sanchez-Velasco et al., 2017; Torres-
Hernandez, 2017; Ahern et al., 2018; Carrillo-Aguilar, 2018). Una onda de
calor marina generalmente se define como un area con temperatura de la superficie
de la mar extremadamente calida que persiste durante dias a meses (Frolicher &
Laufkoétter, 2018).

En el presente trabajo se investigoé la composicion de especies, abundancia y
biomasa de los copépodos en respuesta a los eventos de calentamiento climatico
ocurridos durante la onda de calor regional del 2014 y EI Nifo 2015. Por lo
tanto, proponemos la hipotesis de que diferentes asociaciones de especies de
copépodos estuvieron presentes en la region del PNCP durante estas dos condiciones
andmalas calidas de origen distinto modificando la disponibilidad de carbono para los
depredadores planctofagos que habitan en este ecosistema de arrecifes rocosos y de
coral tropical actualmente en estatus de proteccion.

El objetivo de este estudio fue investigar la sucesion estacional
de la abundancia y la biomasa de carbono de las asociaciones de especies de

copépodos recolectados semanalmente durante enero de 2014 a diciembre de 2015
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en el PNCP en funcibn delas condiciones climaticas estacionales e
interanuales inferidas mediante telemetria satelital (temperatura de la superficie del
mar, concentracion de clorofila-a superficial del mar y velocidad y direccion del
viento), corriente superficial del mar medido con un ADCP y la abundancia de la
estructura de la comunidad de zooplancton identificado a grandes grupos
taxondmicos.

La caracterizacion de la biodiversidad es importante para entender los procesos
ecoldgicos del planeta. Aunque la identificacion de especies de copépodos es esencial
para realizar inferencias de las respuestas ecologicas en las comunidades marinas
ante cambios ambientales, la identificacion de especies mediante caracteres
diagnosticos morfolégicos en algunos casos es controversial (por ejemplo, especies
cripticas o especies con plasticidad fenotipica). Sin embargo, para el caso de
numerosas especies es contundente su posicidn taxonémica y los caracteres
diagnésticos morfologicos convincentemente ayudan a discriminar y distinguir las
especies. De esta forma, en esos casos no se requiere ayuda de técnicas de
identificaciéon molecular. Parte del problema es que la mayor parte de la literatura
taxondmica de copépodos fue publicada hace > 50 afnos y en ella no se muestran
evidencia clara de estructuras morfolégicas o meristicas diagndsticas, las cuales
actualmente se consideran imprescindibles para su precisa identificacion especifica
para hacer inferencias ecologicas sustentadas. Asi mismo, el desarrollo de
microscopia confocal o microscopia electronica de barrido actualmente permiten
visualizar microestructuras imposibles de observar con microscopia Optica con la
tecnologia con la que se basaba la taxonomia morfolégica antes de la década de 1950.
Los métodos taxondmicos convencionales para identificar, definir y describir nuevas
especies bioldgicas de copépodos requieren una alta especializacion en taxonomia
para catalogar la compleja biodiversidad del planeta. Este es el problema conocido
como el “impedimento taxonémico” (Rodman & Cody, 2003). En consecuencia, el
taxonomo moderno requiere de actualizacién en el uso de equipos y técnicas de
microscopia, asi como la aplicacibn de procedimientos moleculares como
herramientas complementarias para la identificacion precisa de las especies en los

ecosistemas marinos. La integracion de criterios morfolégicos, bioldgicos, ecoldgicos,
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biogeograficos y moleculares son la base de la taxonomia integrativa. En este sentido,
las técnicas moleculares, constituyen una herramienta complementaria a la taxonomia
morfologica clasica (taxonomia de Linneo o taxonomia Linneana), para el estudio de
la biodiversidad que en muchos casos permite tener mayor evidencia para discriminar
especies (Ebach & Holdrege, 2005).

Durante las ultimas dos décadas se han incorporado nuevas estrategias para la
identificacion de especies de metazoarios mediante el uso del codigo de barras
genético (Barcoding, en inglés) para realizar estudios ecologicos de los ecosistemas
(Hebert et al., 2003a; Marquez-Becerra, 2015). Esta técnica consiste en utilizar el gen
mitocondrial que decodifica para la Citocromo c oxidasa (CO7). Esta estrategia se ha
empleado desde el 2004 como marcador universal para la identificacion y separacion
de especies de metazoarios revolucionado disciplinas que incluyen la taxonomia,
ecologia, biologia de la conservacién, biogeografia, filogeografia y evolucion, entre
otras (Marquez-Becerra, 2015). El CO1 se ha considerado la "Piedra de Rosetta" para
la identificaciébn de especies mediante criterios moleculares (Molecular Operational
Taxonomic Units, MOTU, BIN’s en inglés) (Bucklin et al., 2010b). Al aumentar la
disponibilidad y oportunidades de la nueva tecnologia de secuenciacién de proxima
generaciéon (maquinas NGS) que permite técnicas de secuenciacibn masiva de
multiples organismos al mismo tiempo, como el metacédigo de barras genético, de
aqui en adelante mencionado como “metabarcoding” (en inglés) o NGS-Next
Generation Sequencing (Taberlet et al., 2012). Sin embargo, en el caso de los
copépodos numerosos estudios requieren usar distintos oligonucleotdos a los Folmer
(oligonucledtidos universales) por la baja proporcion de éxito en la amplificacion y
secuenciacion lo que ha resultado que distintos grupos taxondmicos de los copépodos
tengan éxito o mayor proporcién de éxito solo con ciertos tipos de oligonucleétidos (Hill
et al., 2001; Goetze & Bradford-Grieve, 2005; Papadopoulos et al., 2005; Blanco-
Bercial & Alvarez-Marques 2007; Bucklin et al., 2010a; Goetze, 2011). Actualmente,
multiples genes pueden ser usados simultdaneamente para complementar la
informacion obtenida mediante el gen CO1, y asi mismo superar la limitacion presente
en copépodos pelagicos para obtener su correspondiente coédigo de barras. Este

problema es derivado de la falta de oligonucleétidos universales en la Subclase
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Copepoda y de un protocolo estandarizado de amplificacion (PCR). El metabarcoding
realizado con tecnologia NGS permite obtener de miles a millones de lecturas de
secuencia por amplicon y la longitud de las secuencias de lectura es mediante cortos
fragmentos de estos genes (200—400 pb). Sin embargo, existe una limitacion
metodologica significativa al disefiar oligonucleétidos de estudios de metabarcoding
porque varias especies requieren que los genes se amplifiquen en el mismo
experimento de PCR. Por lo tanto, los oligonucledétidos deben ser altamente versatiles
y amplificar numerosas regiones con una similar eficiencia para diferenciar entre
especies biologicas distintas. El diseiio apropiado de los oligonucledtidos y la
estandarizacion de los perfiles de PCR disminuyen el riesgo de subestimar la
biodiversidad y permite obtener bibliotecas de cédigos de barras comparables en
estudios de metabarcoding de diferentes regiones del mundo. La actual tecnologia
permite obtener el genoma completo de una especie de copépodo, pero actualmente
es un método analitico costoso. Actualmente existen 11 genomas mitocondriales
completos (Machida et al., 2002; Jung et al., 2006; Burton et al., 2007; Minxiao et al.,
2011; Kim et al., 2012; Weydmann et al., 2017), los mas utilizados con fines
comparativos son los de dos especies de copépodos del género Tigriopus: Tigriopus
Japonicus (Machida et al., 2002; Jung et al., 2006) y Tigriopus californicus (Burton et
al., 2007), esto derivado de que sus genomas son mas estables y presentan un mayor
consenso en las secuencias de sus genes (Weydmann et al., 2017), aun asi, existen
secuencias parciales de copépodos Calanoides como son las especies Eucalanus
bungiiy Neocalanus cristatus (Machida et al., 2004).

En el presente estudio se reviso la eficacia de los oligonucledétidos publicados
para copépodos (Hill et al., 2001; Goetze & Bradford-Grieve, 2005; Papadopoulos et
al., 2005; Blanco-Bercial & Alvarez-Marques 2007; Bucklin et al., 2010a; Goetze,
2011). Estos oligonucleétidos han mostrado distinto éxito de amplificacion y
secuenciacion para la obtencion de codigo de barras genéticos para ciertos grupos
taxondmicos, aun no se ha demostrado su eficiencia en el grupo de Neocopepoda. Sin
embargo, el uso de los oligonucledtidos “universales” para metazoarios (Folmer, 1994)
han sido ineficaces al momento de obtener codigos de barras para los copépodos

pelagicos (tipica baja proporcidén de amplificacidon exitosa) (Prosser et al., 2013; Elias-
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Gutiérrez et al., 2018). Por lo tanto, es necesario disefiar un grupo de oligonucledtidos
para Neocopepoda y estandarizar el protocolo de PCR para este grupo taxonémico.
Los resultados obtenidos con estos primers se compararon con los resultados
previamente obtenidos de los copépodos recolectados en el Golfo de California usando
primers universales de Folmer (Beltran-Castro, 2011; Beltran-Castro, 2014; Beltran-
Castro & Hernandez-Truijillo, 2016) para inferir qué factores metodologicos y logisticos
tienen mayor influencia en resultados insatisfactorios durante el proceso de
amplificacién del gen CO1 en los copépodos calanoides. Los copépodos son altamente
diversos con una estimacion de 12,500 especies en el mundo (Schminke, 2007;
Humes, 1994). A pesar de que los copépodos son extremadamente abundantes, el
registro fésil es sumamente pobre debido a su pequefio tamaio y su fragilidad (Selden
et al., 2010). Recientemente se encontraron fragmentos de copépodos y otros
crustaces en una roca bituminosa clastica de una diamictita glacial del Carbonifero
tardio (ca. 303 ma) de Oman oriental (Selden et al., 2010). La combinacién de setas
geniculadas en el endépodo antenario y la presencia de un exdépodo en la alobasis
colocan algunos de los restos de copépodos en el orden Harpacticoida, y
especificamente la familia Canthocamptidae (Selden et al., 2010); hasta la actualidad
todavia no han podido consolidar, una clasificacion y/o filogenia completamente
satisfactoria del grupo Copepoda (Huys & Boxsahall, 1991; Blanco-Bercial et al., 2011;
Eyun, 2017). Los pocos estudios genéticos y filogenéticos de los copépodos marinos
actualmente limitados al analisis de algunos genes y/o secuencias parciales, por
ejemplo, datos de secuencias de la subunidad ribosomal pequefia del DNA (18S),
permitiran en el futuro comprender y precisar la diversidad y sus las relaciones
filogenéticas de este exitoso grupo del zooplancton (Regier et al., 2005; Selden et al.,
2010; Khodami et al., 2017). Asi mismo, existe una discusion y falta de consenso en
la comprension de las relaciones filogenéticas dentro de la Subclase Copepoda.
Actualmente hay evidencia molecular que respalda la hipétesis del origen monofilético
de los copépodos (Eyun, 2017). Sin embargo, las relaciones filogenéticas dentro de
este grupo aun no estan claras, lo que sigue siendo un enigma, en este sentido

diferentes autores coinciden en 10 ordenes (Huys y Boxshall, 1991; Eyun, 2017) con
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sus respectivas hipétesis filogenéticas, mientras que Ho et al. (2003) proponen un
orden nuevo (Thaumatopsylloida) con un reacomodo en su cladograma.

Una vez que la identificacion de las especies de los copépodos recolectados
durante la serie semanal de zooplancton en el Parque Nacional de Cabo Pulmo
recolectada durante 2014-2015 ha sido realizada mediante caracteres morfologicos
diagndsticos reportados en la literatura y contrastados con métodos moleculares se
obtuvo una mayor certidumbre en la correcta identificacion de especies biolégicas para
hacer inferencias ecologicas pertinentes asociadas con las condiciones
oceanograficas y climaticas ocurridas durante este periodo. La presente investigacion
es la primera serie de zooplancton en el noroeste de México (Palomares-
Garcia & Gomez-Gutiérrez, 1996; Lopez-lbarra & Palomares-Garcia, 2006; De Silva-
Davila et al., 2006; Lavaniegos et al.,, 2012) en la cual sus especies fueron
contrastadas con analisis molecuares para definir con precision su identificacion como

especies bioldgicas.
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HIPOTESIS

La proporcidon de especies de copépodos pelagicos de afinidad tropical se
incrementara y disminuira su abundancia y biomasa durante 2015 bajo la influencia de
El Nifo 2015-2016 en comparacién con el 2014 cuando ocurrié una onda de calor
regional con el aumento de la temperatura y disminucién de la concentracion de la
clorofila-a superficial del mar en relacion a la serie 2002—2018 en el Parque Nacional

de Cabo Pulmo.
OBJETIVO GENERAL

Establecer el grado de influencia de la temperatura y la concentracion de clorofila-a
superficial durante los afilos anédmalamente calidos de la onda de calor regional del
2014 y El Nifio (2015) en la estructura de la comunidad, abundancia y la aportacién en
biomasa de especies de copépodos epipelagicos en el Parque Nacional de Cabo

Pulmo.
OBJETIVOS PARTICULARES

1) Analizar las condiciones ambientales imperantes en el PCNP durante 2014-
2015.

2) Detectar los clados genéticos de los copépodos pelagicos presentes en PNCP
(2014-2015) inferidos con el gen CO1.

3) Disenar oligonucledétidos especificos para el grupo Neocopepoda y estandarizar
el protocolo de PCR para el gen CO1.

4) Establecer el nivel de correspondencia entre la identificacion morfolégica y la
identificaciéon molecular.

5) Analizar la estructura y variacion temporal de la comunidad de copépodos en
funcién con los cambios semanales de la abundancia de los grupos
taxondmicos del zooplancton, la temperatura y concentracion de clorofila-a
superficial del mar obtenidos de telemetria satelital.

6) Estimar la variacion de la riqueza, abundancia y biomasa especifica expresada

en Carbono en la serie de tiempo semanal durante 2014-2015 en PNCP.
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MATERIALES Y METODOS
Condiciones ambientales

Temperatura superficial del mar. La serie mensual de temperatura superficial del
mar (TSM, SST en inglés, °C) se obtuvo del producto del sensor infrarrojo satelital

Aqua de la NASA de 1 km? de resolucidon (https://podaac.jpl.nasa.gov/Multi-

scale Ultra-high Resolution MUR-SST). Los datos fueron promediados a partir de 64

pixeles localizados dentro del Poligono de 71 km? del Parque Nacional Cabo Pulmo
durante el periodo del junio 2002 a diciembre 2018 (Figura 1a,b). La TSM se analizd
utilizando el nivel 4 (L4) del multisensor de ultra alta resolucién (MUR) llamado Grupo
de alta resolucion de la temperatura de la superficie del mar (GHRSST,
http://www.ghrsst.org) (Chin et al., 2017).

Este producto de TSM tiene cobertura global con alta resolucion espacial y
temporal y no tiene problemas con la nubosidad. Esta caracteristica lo hace ideal para
estudios de procesos de pequefia y alta frecuencia en areas costeras (Chin et al.,
2017). La TMS se filtré mediante el uso de un promedio mensual de orden 12 para
eliminar la variabilidad estacional de acuerdo con Makridakis & Weelwright (1978). Las
anomalias mensuales de la TSM se calcularon sobre la base de los valores promedio
mensuales para toda la serie de tiempo mensual de satélite (2002—2018) mostrando
unicamente las anomalias de TSM del periodo de estudio 2014—-2015. La anomalia de

TSM de cada mes se calculd con la siguiente ecuacion:

Zj=Xi-Y;

donde Zj es la anomalia de j mes en el afo j, Xj es el valor variable en el mes j de i

afio, Y;es el valor promedio de TSM en el mes j.
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Figura 1. (A) Area de estudio que muestra el Parque Nacional Cabo Pulmo delimitado con un
rectangulo, el cuadrado negro muestra la ubicacion de la serie temporal de altura de marea modelada
en Cabo San Lucas y el rectangulo el poligono del PNCP. (B) Area de estudio que muestra informacion
bioldgica y satelital para series de tiempo ambientales durante 2014—2015. Los cuadrados grises son
pixeles dentro del poligono del CPNP donde se extrajeron los datos de la TSM del satélite, los circulos
blancos muestran las ubicaciones donde se obtuvo la concentracion de clorofila-a superficial satelital,
los tres rombos negros muestran las ubicaciones donde se extrajeron los datos de la velocidad y
direccion del viento; la estrella negra indica la ubicacion del perfilador de corriente acustico doppler
(ADCP) localizada en Los Arbolitos. El triangulo negro en ambos mapas muestra la ubicacién de la

estacion de muestreo de zooplancton en el Parque Nacional Cabo Pulmo, Baja California Sur, México.

Concentracion de clorofila-a en la superficie del mar. Los datos de la concentracion
de clorofila-a en la superficie del mar (Chl-a, mg/m?3) se obtuvieron del producto satelital
diario de 4 x 4 km de resolucion promediando las concentraciones de Chl-a de los
cuatro pixeles localizados dentro del poligono de 71 km? de PNCP durante el periodo
de estudio (2014-2015) (Figura 1A,B). La concentracion de Chl-a también es un
producto L4, como SST-MUR, que no tiene problemas de con la turbidez del agua

marina en aguas costeras. La concentracion semanal de la Chl-a de la superficie del
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mar se obtuvo del sitio web COPERNICUS de la Agencia Espacial Europea (ESA,
https://www.esa.int/Our_Activities/Observing the Earth/Copernicus).

Las anomalias mensuales de la concentraciéon de Chl-a en la superficie del mar
durante 2014-2015 fueron calcularon con base en los valores promedio mensuales
para toda la serie de tiempo satelital (2002-2018) con el mismo método como se

estimaron las anomalias mensuales de la temperatura superficial del mar.

Velocidad y direccién del viento. La direccion promedio diaria de los componentes
del viento u y v registrados a 10 m sobre la superficie del mar se obtuvo del NOAA-
NCEP North American Regional Reanalysis (NARR,

https://www.esrl.noaa.gov/psd/data/gridded/data.narr.monolevel.html). Estos datos de

velocidad y direccion del viento tienen una resolucion de 33 x 33 km seleccionando
datos de tres pixeles con registro de datos diarios ubicados en la region aledafia al
poligono del Parque Nacional Cabo Pulmo (Figura 1B). La velocidad del viento (m/seg)
se estimo calculando la hipotenusa del componente zonal (u) y componente meridional

(v) proveidos en los datos satelitales.

Velocidad y direccion de las corrientes marinas. Se utiliz6 un Perfilador de
Corriente Acustico Doppler (ADCP, Acoustic Doppler Current Profiler en inglés,
NORTEK Aquadopp) para medir la velocidad y direccion de la corriente del mar en
diferentes capas de profundidad en el PNCP (23° 24.501 'N, -109° 25.005' O). Este
meétodo funciona basado en la transmisién de pulsos de sonido de frecuencia de 200
kHz producidos por los transductores del instrumento (Figura 1B). El ADCP registra la
posicion y la velocidad de las particulas suspendidas y del plancton que se mueven en
promedio a la misma velocidad y direccidon que las corrientes marinas para inferir la
velocidad y la direccion de la corriente de agua de mar en la columna de agua en la

que penetra el haz de sonido (Torres-Hernandez, 2017).

Torres-Hernandez (2017) realiz6 el andlisis de este conjunto de datos de

corriente maritima con el paquete U_Tide del software MATLAB calculando un analisis
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armonico que reconstruye las series temporales de velocidad y direccion de la
corriente marina utilizando los componentes obtenidos del analisis descrito en Codiga
(2011). Para estandarizar las mediciones, se realizdé una interpolacion en la columna
de agua a profundidades entre 3—13 m (Torres-Hernandez, 2017) aunque aqui solo se
muestran los datos entre 3—5 m de profundidad en la cual fue aproximadamente hasta

donde alcanzé a muestrear la red de zooplancton.

Amplitud de marea. La amplitud de las mareas diarias (intervalo de marea) se calculd
de las predicciones del modelo de la altura de la superficie del mar de la marea de la
region de Cabo San Lucas, ubicada a 78 km al sur de PNCP (CICESE,

http://predmar.cicese.mx) (Figura 1A). La amplitud de la marea permite detectar

periodos bajo la influencia de las mareas vivas (valores diarios por encima del
promedio a largo plazo asociado con corrientes de marea mas fuertes) y mares
muertas (valores diarios por debajo del promedio a largo plazo asociado con corrientes
de marea mas deébiles).

indice multivariado ENSO y PDO. El indice multivariado bimensual de El Nifio
Oscilacion del Sur (ENSO) (indice MEI V.2) del periodo 2014-2015 fue obtenido de la
base de datos de la NOAA Physical Sciences Division localizada en el sitio web
(https://www.esrl.noaa.gov/psd/enso/mei/). El indice de Oscilacién Decadal del
Pacifico (DOP) se obtuvo del grupo Global Climate Observing System (GCOS) de la

NOAA sobre zonas de presidbn  superficial en el sitio web

(https://www.esrl.noaa.gov/psd/gcos wgsp/Timeseries/PDQO/). Los datos bimensuales
del MEI y PDO se obtuvieron del periodo de estudio 2014-2015.
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Analisis molecular

Protocolo Estandar de BOLDSystems. Los copépodos, o parte de ellos, de las
especies identificadas mediante criterios morfolégicos diagnédsticos se colocaron en
una placa estandar de 96 pozos manipulados con pinzas entomoldgicas previamente
esterilizadas siguiendo el protocolo de Ratnhasingham & Hebert (2007). En cada
ocasion, las pinzas fueron esterilizadas con el fuego de un mechero de alcohol para
evitar la posible contaminacion cruzada de especimenes colocados en distintos pozos
de la placa. Este procedimiento fue asociado con la asignacion de coordenadas en la
placa, empezando con A1 hasta A12, B1 hasta B12 y asi sucesivamente terminando

con el pozo H12.

La extraccion de ADN fue realizada del tejido de muestras completas utilizando
la técnica “Hot-Shot” descrita por Truett et al. (2000). Primero se preparo una solucién
de lisis (NaOH 100 mM; EDTA disddico 0.26 mM) agregando la solucion a la muestra
completa y se incubd a 95°C durante 30 minutos. Posteriormente se agregoé 20 pl de
Tris-HCI 40 mM. Finalmente se separd el espécimen (exoesqueleto) de la solucién
para analisis morfologico posterior. Para la amplificacion del gen (CO7) se sigui6 el
protocolo estandar propuesto por Hajibabaei et al. (2005) utilizando los
oligonucledtidos LCO1490 (GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG) y HCO2198
(TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA) (Folmer et al., 1994) obteniéndose un
amplicon entre 600 a 658 pb del gen CO1. La mezcla de reaccion del PCR contenia
un estabilizador de trehalosa al 10%, agua ultra pura, buffer 10X para PCR, MgCl2 50
mM, oligonucledtido LCO1490 10 pM, oligonucledtido HCO2198 10 uM, dNTP’s 10
mM, Taq polimerasa 5 U y 2.0 yl de la plantilla de ADN. Se utilizo el siguiente perfil de
amplificacién: desnaturalizacion inicial a 94°C 1 min, seguido de 30-35 ciclos de
desnaturalizacion 94°C durante 30 s, de alineacion 53°C durante 40 s, y de extension
72°C durante 1 min; con una extension final a 72°C durante 10 min, seguido de espera
indefinida a 4°C (Elias-Gutiérrez & Valdez-Moreno, 2008). Los productos de PCR
fueron visualizados en geles de agarosa al 2%, revelados con bromuro de etidio. Los

productos que mostraron una amplificacion exitosa fueron seleccionados para ser
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secuenciados bidireccionalmente en el Instituto de Biologia de la UNAM (Ciudad de

México) y en MacroGen (Corea del Sur, https://dna.macrogen.com).

Primers usados en copépodos. Los copépodos se han estudiado genéticamente con
distintos oligonucleétidos con una variada proporcion de éxito en la amplificacion y
secuenciacion de los genes analizados (Hill et al., 2001; Goetze & Bradford-Grieve,
2005; Papadopoulos et al., 2005; Blanco-Bercial & Alvarez-Marques 2007; Bucklin et
al., 2010a; Goetze, 2011). Motivado por el problema analitico del bajo éxito de
amplificacién obtenido en estudios previos se realizé una busqueda bibliografica de
todos los oligonucledtidos que se han utilizado para la amplificacion de la region parcial
del gen CO1 (cédigo de barras) en la Subclase Copepoda (Tabla 1). A partir de esto
se realizd un alineamiento con secuencias de regiones del gen CO1 registradas en los
bancos de genes publicos (NCBI y BOLDSystem) de los diferentes grupos
taxondmicos que pertenecen a Neocopepoda utilizando el programa Mega (Kumar et
al., 2018). El genoma mitocondrial completo del copépodo intermareal Tigriopus
californicus (GenBank DQ913891) fue utilizado como referencia para obtener el gen
CO1 completo y poder inferir un marco de lectura correcto (Burton et al., 2007). Se
identifico el gen CO1 completo y se determiné la region parcial a amplificar (codigo de
barras). Se utilizaron como grupos externos secuencias de cangrejo herradura
(Limulus polyphemus: GenBank AF216203.1 y NC_003057.1) y del ciempiés
(Lithobius forficatus: GenBankAJ270997.1 y Scutigera coleoptrata: GenBank
AJ507061.2). En el presente estudio se analizaron las secuencias parciales (codigos
de barras) de 27 especies de copépodos pelagicos recolectados en el Golfo de
California (Beltran-Castro & Hernandez-Trujillo, 2016) (Tabla 2) y 151 secuencias
publicadas del CO1 disponibles en bases de datos publicas de genes de copépodos
pelagicos, parasitos y bentdnicos (Anexo 2). Posteriormente se identificé el marco de
lectura y se procedio a realizar la traduccion de las bases nucleotidicas a aminoacidos,
asi mismo se seleccionaron los oligonucledtidos que flanquean el lugar de interés del
cédigo de barras con ayuda del Sofware MEGA X (version 10.1,

https://www.megasoftware.net/) (Kumar et al., 2018).
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Tabla 1. Oligonucledétidos publicados para amplificar el gen COI de las especies de copépodos que han demostrado obtener

resultados exitosos.

Taxon Nombre Secuencia (5'- 3") Referencia

Copepoda Cop-COI-2189R GGGTGACCAAAAAATCARAA Bucklin et al. (2010a)

Copepoda Cop-COI-1498F AAYCATAAAGAYATYGGDAC Bucklin et al. (2010a)

Copepoda Cop-COI-2105R  CGRTCHGTHARNARYATDGTAATDGC Bucklin et al. (2010a)

Copepoda g;;zgm CCHACDGTAAAYATRTGRTG Bucklin et al. (2010a)

Copepoda g;g?;é:o' TTAATHCCHGTDGGNACVGCAAT Bucklin et al. (2010a)

Copepoda HCO-C0-2358 CCHACDGTAAAYATRTGRTG Bucklin et al. (2010b)
Eucalanidae COI_RNI GTAGT(AGCT)GTAAC(AT)GCTCATGC Goetze & Bradford-Grieve (2005)
Eucalanidae COI_VH TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Goetze & Bradford-Grieve (2005)
Clausocalanus No name GAGCCTGGTCAGGAATAATCG Blanco-Bercial & Alvarez-Marques (2007)
Clausocalanus No name GGTCTCCTCCTCCTCCAACAT Blanco-Bercial & Alvarez-Marques (2007)
Calanoida LCO-1703 CTATTTGATTGGAGGATTTGG Hill et al. (2001)

Calanoida LCO-1719 GGATTTGGTAACTGATTAGTGCC Hill et al. (2001)

Calanoida H2612-COl AGGCCTAGGAAATGTATAGGGAAA Figueroa (2011)

Calanoida L592-RCOI AACCTTAATACATCTTTTTATGATG Figueroa (2011)

Pleuromamma PLXI_VH CCAAACGTTTCTTTCTTCCC Goetze (2011)

Pleuromamma PLXI_VL TCAGCCAGGGTCTTTAATTGG Goetze (2011)

Calanus helgolandicus ChelgCOI-F GGCCAAAACAGGGAGAGATA Papadopoulos et al. (2005)
Calanus helgolandicus ChelgCOI-R CGGGACTCAGTATAATTATTCGTCTA Papadopoulos et al. (2005)
Animalia (Universales) HCO 2198 R TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer et al. (1994)

Animalia (Universales) LCO 1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG Folmer et al. (1994)

Fresh water crustaceans ZplankF1_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTTCTASWAATCATAARGATATTGG Prosser et al. (2013)

Fresh water crustaceans ZplankR1_t1 CAGGAAACAGCTATGACTTCAGGRTGRCCRAARAATCA Prosser et al. (2013)
Invertebrados marinos Nancy CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC Simon et al. (1994)

Copépodos parasitos y calanoides Coxf GGTCCTGTAATCATAAAGAYATYGG Cheng et al. (2013)

Copépodos parésitos y calancides  Coxr1 GCG ACT ACA TAA GTR TCR TG Cheng et al. (2013)

Copépodos parasitos y calanoides  Coxr2 TCT ATC CCA ACT GTA AAT ATR TGR TG Cheng et al. (2013)

Zooplancton ICO140U TCAACAAATCATAARGAYATHGG Cheng et al. (2013)

Zooplancton 1CO820L CACTTCNGGGTGACCRAARAAYCA Cheng et al. (2013)

Caligidae WOBCOIF AGWGGRTTTTGATCHGGNYT Jines & Heuch (2005)

Caligidae WOBCOIR GGRTCAAAAAAYSTDGTRTTTA Gines & Heuch (2005)




Tabla 2. Especies de copépodos que se obtuvieron exitosamente secuencias de una regién del gen

CO1 (codigo de barras) utilizadas para hacer las alineaciones con el resto de las secuencias y

oligonucleotidos previamente reportados (Beltran-Castro & Hernandez-Truijillo, 2016).

No. Acceso de

Orden Familia Especies BOLDSystems

Calanoida Acartidae Acartia danae (Giesbrecht 1889) BALAP065-11
Aetideidae Aetideus armatus (Boeck 1872) PDMX047-11
Calanidae Undinula vulgaris (Dana 1852) BAPAZ143-11

Paracalanidae

Calocalanidae
Candaciidae

Centropagidae
Eucalanidae

Clausocalanidae
Pontellidae

Euchaetidae
Temoridae

Poecilostomatoida Sapphirinidae

Canthocalanus pauper (Giesbrecht 1888)
Acrocalanus gibber (Giesbrecht 1888)
Paracalanus parvus (Claus 1863)
Calocalanus pavo (Dana 1849)

Candacia curta (Dana 1849)

Candacia simplex (Giesbrecht 1889)
Centropages furcatus (Dana 1849)
Pareucalanus sewelli (Fleminger 1973)
Rhincalanus nasutus (Giesbrecht 1888)

Subeucalanus mucronatus (Giesbrecht 1888)
Subeucalanus subcrassus (Giesbrecht 1888)

Clausocalanus furcatus (Brady 1883)
Calanopia elliptica (Dana 1849)
Labidocera johnsoni (Fleminger 1964)
Labidocera acutifrons (Dana 1849)
Labidocera acuta (Dana 1849)
Pontellopsis armata (Giesbrecht 1889)
Pontellopsis occidentalis (Esterly 1906)
Pontellina plumata (Dana 1849)
Euchaeta indica (Wolfenden 1905)
Temora discaudata (Giesbrecht 1889)
Copilia mirabilis (Dana 1849)
Sapphirina intestinata (Giesbrecht 1891)
Sapphirina scarlata (Giesbrecht 1892)

BAPAZ180-11
BAPAZ164-11
BAPAZ156-11
BALAPO75-11
BALAPO86-11
PDMX077-11

PDMX028-11

BALAPO09-11
BAPAZ084-10
BAPAZ168-11
BAPAZ157-11
BAPAZ155-11
BALAP092-11
PDMX092-11

PDMX075-11

PDMX076-11

BAPAZ118-11
BAPAZ284-12
BALAPOO7-11
PDMX064-11

BAPAZ115-11
BAPAZ123-11
BALAPOO08-11
BAPAZ179-11
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Extraccion de ADN y optimizacion del protocolo de PCR para oligonucleétidos
publicados.

Los oligonucleétidos Cop-CO1-1498F, Cop-CO1 2105R, Crus-CO1-2189R,
SNF, SNRy los oligonucleétidos universales LCO-1490F y HCO-2198R fueron usados
para evaluar y optimizar el protocolo de PCR. Primero se utilizé el protocolo de PCR
recomendado por BOLDSystems (Ratnasingham & Hebert, 2007). Posteriormente se
modifico el protocolo de PCR con un gradiente de temperatura alineado a las distintas
temperaturas de alineacion (TM) de diferentes pares de oligonucle6tidos como se
muestra a continuacién: 1) activacién de polimerasa: 95°C durante 3 min; 2) ciclos
térmicos: 30 ciclos, desnaturalizacion: 95° C durante 40 s, gradiente alineacion: 40, 43,
46, 49, 52, 55°C durante 40 s, elongacién: 72°C durante 30 s; 3) extensién: 72°C
durante 2 min, y 4) almacenamiento a 4°C, indefinido.

Las combinaciones de oligonucledtidos SNF/SNR, Cop-CO1-1498F/Crus-CO1-
2189R, Cop-CO1-1498F/Cop-CO1 2105R, LCO-1490F/Cop-CO1 2105R, SNF/HCO-
2198R, LCO-1490F/SNR, LCO-1490F/HCO-2198R fueron seleccionados para realizar
las pruebas experimentales para un PCR anidado usando los productos obtenidos de
los oligonucleétidos “universales” (PCR1) como plantillas. Posteriormente se llevo a
cabo una re-amplificacion (PCR2) usando las diferentes combinaciones incluyendo re-
amplificacién una con los oligonucledtidos “universales”. Los productos de PCR se
analizaron posteriormente usando electroforesis en gel de agarosa (2%) seguido de

visualizacién bajo luz ultravioleta (UV).

Diseio de oligonucleétidos. Una vez verificado que los oligonucledtidos utilizados
en investigaciones de articulos publicados no amplificaron para todas las especies del
presente estudio, se prosiguio con la fase de disefio de oligonucledtidos. Cabe senalar
que las especies del Golfo de California que no amplificaron con estas pruebas no han
amplificado en multiples intentos previos. Para este paso se realizé el alineamiento
previo considerando los siguientes criterios: marco de lectura, numero de puentes de
hidrogeno (como indicador de la fuerza de atraccion intermolecular) entre T-A (con dos
puentes de hidrégeno) vs C-G (con tres puentes de hidroégeno). Para este analisis,

ademas se ubicaron todos los oligonucledtidos reportados de las especies de
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copépodos reportados en la literatura para hacer alineamientos con cada una de las
especies (Tabla 1), asi como con las secuencias obtenidas de GenBank (Anexo 2). El
primer paso fue hacer un consenso de las secuencias en todas las regiones donde se
alinearon los primers publicados. Posteriormente, considerando el marco de lectura se
seleccion6 el inicio y fin del consenso que se tomaria para la secuencia del
oligonucledtido. En todos los casos se intentd en la manera de lo posible el menor nivel
de degeneracion y de longitud de las secuencias, y asi poder obtener los mejores pares
para igualar las temperaturas de alineacion. Por ultimo, una vez obtenidos los primers
evaluados en funcion de su secuencia se eliminaron aquellas que no cumplian con las
siguientes caracteristicas buscadas: flanquear la region de interés, estar ubicados en

las regiones consenso, el marco de lectura no afectara la traduccion del aminoacido.

Identificacion molecular de las especies de copépodos. Las secuencias de las
especies de copépodos obtenidas fueron alineadas con el programa MEGA X (version

10.1, https://www.megasoftware.net/) (Kumar et al., 2018) realizando la alineacién a

550 pares de bases con Clustal por codones. Posteriormente, se construyeron los
arboles de similitud utilizando el método estadistico de Maxima Verosimilitud, con un
Bootstrap de 1000 repeticiones y calculando las distancias genéticas con el modelo de
dos parametros de Kimura (K2P) recomendado por el protocolo de BOLDSystem
(Ratnasingham & Hebert, 2007).

Analisis de la comunidad

Colecta de zooplancton. Se recolectaron semanalmente 81 muestras de zooplancton
en el Parque Nacional Cabo Pulmo, Baja California Sur, México (23° 27 'N, -109° 25'
O) durante enero de 2014 y diciembre de 2015 (Figura 1A,B). El mesozooplancton se
recolecto utilizando una red de zooplancton cénica simple (diametro de boca de 60 cm;
red de malla 300 ym de luz de malla) remolcada con embarcacion tipo panga con motor
fuera de borda en circulo cerca de la superficie (<56 m de profundidad) durante diez

minutos (Smith & Richardson, 1977). Esta fue la misma metodologia utilizada en cuatro
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series de tiempo de zooplancton realizadas en el noroeste de México donde se reportd
la abundancia mensual de copépodos (Palomares-Garcia & Gomez-Gutiérrez, 1996;
De Silva-Davila et al., 2006; Lépez-Ibarra & Palomares-Garcia, 2006; Lavaniegos et
al., 2012). Las muestras de zooplancton se recolectaron durante el dia (08:30-18:00 h)
pero el 79% de las muestras de zooplancton se recolectaron antes del mediodia. La
red de zooplancton estaba equipada con un flujdmetro digital calibrado General
Oceanics (modelo 2030R6) para estimar el volumen de agua de mar filtrada para
estandarizar la abundancia de distintos grupos taxondémicos del zooplancton y
especies de copépodos expresada en numero de individuos por 1000 metros cubicos
(ind./1000 m?®) (Smith & Richardson, 1977).

Las muestras de zooplancton se filtraron en un tamiz de 300 ym para eliminar
el agua de mar y se preservaron en etanol no desnaturalizado al 96% con un cambio
completo de etanol después de 24 h. El biovolumen de zooplancton se midié utilizando
el método estandar de volumen desplazado (Beers, 1976). Todos los grupos
taxondmicos de zooplancton se identificaron y contaron a partir de tres alicuotas de 10
ml consecutivas (sin reemplazo) obtenidas agitando la muestra para homogenizarla
con una pipeta Stempel calibrada (capacidad de 10 ml). Las alicuotas se obtuvieron
de un volumen total conocido de 250 ml de muestra de zooplancton y etanol. Los
individuos de cada grupo taxondémico de zooplancton (Phylum a nivel orden) se
contaron desde la primer alicuota. En las otras dos alicuotas se contaron solo
organismos de distintos grupos taxonémicos de zooplancton no observados en las
alicuotas previas. El numero total de muestras contadas por grupo taxonémico de
zooplancton se extrapol6 al numero de alicuotas tomadas y luego se volvio a extrapolar
al volumen total de la muestra original de zooplancton de 250 ml. La abundancia
estandarizada de cada grupo taxonémico de zooplancton (ind. /1000 m?®) se estimo
posteriormente dividiendo el numero total de especimenes contabilizados en la
alicuota de zooplancton entre el volumen de agua de mar filtrada de cada fecha de
muestreo estimada y multiplicado por 1000 utilizando el método estandar de Smith &
Richardson (1977).
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Abundancia de copépodos. Se tomaron alicuotas de las muestras conservadas
usando una pipeta Stempel calibrada con capacidad de 12.5 ml. Todos los copépodos
adultos se identificaron a nivel de especie y se contaron utilizando caracteristicas
morfolégicas diagndsticas externas siguiendo las claves dicotomicas de identificacidon
de especies (Giesbrecht, 1892; Mori, 1937; Davis, 1949; Fleminger, 1964b, 1967a;
Chen & Shen, 1974; Campos & Suarez, 1994; Palomares-Garcia et al., 1998; Razouls
et al., 2019). La abundancia estandarizada de los copépodos adultos (ind. /1000 m?3)
se estimo con el numero de copépodos colectados en la muestra por el factor de
fraccionamiento de la alicuoa dividido entre el volumen de agua de mar filtrada de cada
fecha de muestreo y multiplicado por 1000 (Smith & Richardson, 1977).
Las anomalias mensuales de la abundancia estandarizada de los copépodos se

calcularon con base en los valores promedio mensuales de 2014-2015.

Ordenamiento ecolégico y analisis estadistico. Los datos se procesaron mediante
un Analisis de Agrupamiento de dos vias (Two-ways Cluster Analysis, en inglés) y
Analisis de Correspondencia Candnica (Canonical Correspondence Analisis, CCA, en
inglés) con el programa PC-ORD v.6 (McCune & Mefford, 2011). Estos analisis
estadisticos se realizaron utilizando dos matrices: (1) una de especies para la
abundancia estandarizada de cada especie de copépodos (ind./1000 m?3), (2) otra de
variables ambientales incluyendo la TSM (°C), concentracion de Chl-a superficial del
mar (mg Chl-a/m?), velocidad (m/s) y direccién (grados) del viento superficial y de las
corriente superficial del mar, amplitud de la altura de la marea diaria, PDO, indice MEI
y la abundancia estandarizada de cada grupo taxonémico del zooplancton (ind./1000
m?3). Las abundancias de copépodos se transformaron log(x+1) y todas las variables
ambientales se relativizaron por columna utilizando el programa PC-ORD v.6 para
evitar dar mas peso (sesgo) a cualquier variable ambiental dependiendo del rango
natural de variabilidad de las unidades de cada variable (McCune & Mefford, 2011). El
analisis de agrupamiento de dos vias de la abundancia de todas las especies de
copépodos recolectadas a lo largo de la serie temporal de zooplancton 2014-2015 se
calculdé con la medida de proximidad de distancia de Bray-Curtis debido a que es el
método mas robusto para analizar datos ecoldgicos (McCune & Mefford, 2011) usando

el método de vinculacion de grupos con un parametro Beta flexible de -0.25 porque la

33



distancia entre estos puede variar y, en consecuencia, aumentar la agrupacion de los
elementos (McCune & Grace, 2002).

El Analisis de Correspondencia Candnica (CCA) (Ter Braak, 1986) se realizd
para explorar la variabilidad temporal de la abundancia de las especies de copépodos
en funcién de los gradientes de las variables ambientales (incluida la abundancia del
resto de los grupos taxondmicos de zooplancton). La ordenaciéon de las unidades de
muestreo de zooplancton y las especies de copépodos se orientaron en relacion con
las variables ambientales. Los analisis estadisticos incluyen exclusivamente las
especies de copépodos mas frecuentes y abundantes que representaron >1% de la
abundancia relativa de los copépodos recolectados durante la serie de tiempo de
zooplancton 2014-2015.

Se probaron tres hipotesis con el Procedimiento Permutacional de Multi-
Respuesta (MRPP) para demostrar si existen diferencias significativas en la
abundancia, frecencia de aparicion de la estructura de la comunidad de copépodos
comparando entre la estacion fria (diciembre-mayo) vs. calida (junio-noviembre) de
ambos afios definidos por Hidalgo-Gonzélez & Alvarez-Borrego (2004); entre el
periodo andmalamente calido de enero-agosto asociado con la onda de calor regional
2014 vs el corto periodo con anomalias negativas (septiembre-octubre 2014) vs
noviembre 2014 a diciembre 2015 asociado con el evento ecuatorial de El Nifio 2015,
y entre periodos con mareas vivas vs. mareas muertas. La técnica MRPP se utilizd
aplicando la medida de distancia Bray-Curtis, la opciéon de enlace [n/sum(n)], y
posteriormente realizando la transformacion de rango de la matriz ambiental de
distancia. MRPP tiene la ventaja de no requerir supuesto de normalidad multivariada
y homogeneidad de la variancia que rara vez se cumplen usando datos de
comunidades ecoldgicas debido al problema de truncamiento cero (McCune et al.,
2002). EI MRPP proporciona un descriptor estadistico (A) de la homogeneidad dentro
del grupo en comparacion con la expectativa aleatoria y la probabilidad de

significancia.

En las comparaciones donde el MRPP fueron significativamente distintas entre

si, la especie que causo estas diferencias se infiri6 mediante el Analisis de Especies
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Indicadoras (ISA) que describe la fidelidad de cada una de las especies presentes en
el grupo de unidades de muestreo consideradas de acuerdo con los criterios de
contraste de cada una de las tres hipotesis nulas propuestas para el analisis MRPP.
Por ejemplo, si existen diferencias significativas en la estructura de la comunidad de
copépodos comparando entre la estacién fria (diciembre-mayo) vs. calida (junio-
noviembre) de ambos afos. El método ISA calcula la fidelidad de ocurrencia de una
especie en un grupo de unidades de muestreo semanales definidas por las tres
hipdtesis nulas contrastadas con el MRPP. El valor mas alto del indicador de especie
para cada especie se probd para la significancia estadistica utilizando una técnica de
Monte Carlo (Dufrene & Legendre, 1997; McCune et al., 2002). Los valores del
indicador varian de cero (sin indicacion) a 100% (indicacién perfecta). La indicacién
perfecta significa que la presencia de una especie de copépodo esta representada en
un grupo de unidades de muestreo significativamente mas abundante en comparacion

con otro grupo de unidades de muestreo (sin error).

Biomasa de copépodos. La biomasa de las especies de copépodos con > 1% de la
abundancia relativa de los copépodos fue estimada para explorar la variabilidad
interespecifica de la biomasa de los copépodos (Tabla 3). La abundancia
estandarizada (ind./1000 m?3) se convirtié en biomasa de carbono (mg C/1000 m3) de
cada especie usando distintas ecuaciones de regresién peso-longitud para cada
especie previamente publicadas, usualmente expresada en peso seco (Tabla 4). La
biomasa de las especies de copépodos mas abundantes se expresd en términos de
peso de Carbono expresado en porcentaje (%) y mg C/1000 m3. Cuando las
ecuaciones de regresion peso-longitud solo estaban disponibles Uunicamente para
estimar el peso seco de una especie, se asumidé que el peso de carbono de los
copépodos equivale al 45% del peso seco (Goémez-Gutiérrez & Peterson, 1999). La
longitud del prosoma de los copépodos se midié en > 30 especimenes adultos de cada
especie de copépodo recolectados en PNCP para calcular su longitud de prosoma

promedio (Tabla 4).
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Tabla 3. Biomasa promedio de cada individuo adulto de cada especie de copépodo expresada en peso
seco (DW, ug / ind.) y peso de carbono (CW, ugC/ind.); longitud del prosoma de las 21 especies de
copépodos numéricamente dominantes (> 1% de abundancia total de copepodos que en conjunto
sumaron el 94.9% de la abundancia total de copépodos) recolectada en el Parque Nacional Cabo Pulmo
durante 2014-2015. Los pesos secos y de carbono de los copépodos se estimaron utilizando las
ecuaciones de regresion Peso-Longitud publicadas que se muestran en la Tabla 4. DW = peso seco,

CW = peso de carbono, PL = Longitud del prosoma (um).

DwW Cw PL

Especies

(ugfind.)  (ug Cl/ind.) (um)
Oncea venusta 3.2 1.3 687.5
Paracalanus parvus 7.9 3.2 802.5
Clausocalanus jobei 10.0 4.0 872.5
Canthocalanus pauper 28.6 8.3 1145
Subeucalanus subtenuis 277.9 111.2 2687.8
Subeucalanus subcrassus 130.0 52.0 2035
Centropages furcatus 31.8 3.4 1162.5
Undinula vulgaris 17.3 6.9 1995
Acrocalanus gibber 3.2 1.3 770
Temora discaudata 68.4 6.9 1057.5
Corycaeus crassiusculus 3.0 1.2 652.5
Clausocalanus furcatus 6.3 25 740
Euchaeta indica 105.0 42.0 1635
Labidocera diandra 15.0 6.0 2210
Oithona plumifera 2.9 1.1 757.5
Corycaeus speciosus 7.4 3.0 1112.5
Corycaeus catus 3.5 14 710
Calanopia elliptica 13.5 54 870
Acartia clausi 96.9 0.5 757.5
Subeucalanus pileatus 74.9 30.0 1662.5
Calocalanus pavo 6.5 2.6 790
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Tabla 4. Ecuaciones de regresién Peso-Longitud (L = longitud total, PL = longitud del prosoma) de
copépodos utilizadas para estimar la biomasa especifica expresada en peso seco (DW) o peso de
carbono (C) de cada especie con >1% de la abundancia total de copépodos de copépodos recolectados

en el Parque Nacional Cabo Pulmo durante 2014-2015.

Especies

Ecuaciones
Peso-Longitud

Referencias

Oncaea venusta
Paracalanus parvus
Clausocalanus jobei

Mendigo Canthocalanus

Subeucalanus subtenuis

Subeucalanus subcrassus

Centropages furcatus

Undinula vulgaris
Acrocalanus gibber
Temora discaudata

Corycaeus crassiusculus
Clausocalanus furcatus

Euchaeta indica

Labidocera diandra

Oithona plumifera

Corycaeus speciosus
Corycaeus catus
Calanopia elliptica
Acartia clausi

Subeucalanus pileatus

Calocalanus pavo

LnDW=196xLnL-11.64
LnDW=278xLnL-16.52

LnDW=278xLnL-16.52
Log DW =2.66 x Log PL -

6.68; Log C = 3.378 x Log PL

-9.416
LnDW =273 xLnL-15.93

LnDW=273xLnL-15.93

DW = 26.11 x PL1.31;
C=29xPL

DW =120 x PL*= C =

14PL o=

Ln W =2.26 x Ln CL - 13.85

DW = 62 x PL 1o
C=6.4xPL ™

LnDW =17 xLnL-9.92
LnDW=278xLnL-16.52
LogC=245x%xLogL -6.25
DW = 52.3 x PL o=

C =47.22 x PLo¥
LogDW =184 x Log L -
4.84;LogC=145xLoglL -
4.25

LnDW =17 xLnL-9.92

LnDW =17 xLnL-9.92

LnW=267xLnL-1547

DW =57.83 x PL "2
C=0.78 x PL

LnDW=273LnL-15.93
LogC =297 xLogL -8.19

Chisholm & Roff (1990)
Webber & Roff (1995)
Webber & Roff (1995) Clausocalanus spp.

Uye (1988) Calanus sinicus

Webber & Roff (1995) Calanoides combinados
Webber & Roff (1995) Calanoides combinados

Hernandez-Truijillo et al. (2013)

Hernandez-Truijillo et al. (2013)
Satapoomin (1999)
Hernandez-Truijillo et al. (2013)

Chisholm & Roff (1990)
Webber & Roff (1995) Clausocalanus spp.

Uye (1982) Euchaeta plana y Euchaeta concinna

Hernandez-Truijillo et
al. (2013) Labidocera johnsoni

Uye (1982) Oithona similis

Chisholm & Roff (1990)

Chisholm & Roff (1990)

Chisholm & Roff (1990) Calanopia americana
Hernandez-Truijillo et al. (2013)

Webber & Roff (1995) (Calanoides combinados)
Uye (1982) Centropages abdominalis

El peso promedio del carbono de cada individuo se estimé utilizando las
longitudes totales promedio (o longitud del prosoma en funcion de la ecuacion
disponible) observadas en PNCP. Posteriormente se calcul6 la biomasa total de cada

especie de copépodo utilizando la ecuaciéon de Miyashita et al. (2009):

B =Wy x 103D
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Donde B = biomasa (mg C/1000 m?3), Wu = peso de carbono promedio por
especie (ug /ind.) y D = abundancia estandarizada de cada especie (ind. /1000 m?3)

por estacion de muestreo (Tablas 3, 4).

RESULTADOS

Variables ambientales

Durante enero—agosto 2014 se observaron anomalias positivas de TSM
asociadas a una onda de calor regional y durante noviembre 2014—diciembre 2015,
fue asociado con el fenédmeno de El Nifio Ecuatorial 2015 mostrando valores de PDO
positivos que oscilan entre 0.3 y 2.51 durante los dos afos (Figura 2A). El periodo de
julio-agosto 2014 tuvo pequefias anomalias negativas y septiembre-octubre 2014
pequefias anomalias positivas de TSM. MEI v.2 fue negativo o neutral durante enero
y mayo de 2014, lo que indica que la anomalia positiva de TSM fue causada por un
proceso oceanografico y meteoroldgico distinto al evento ecuatorial de El Nifio (Figura
2A). EI MEI v.2 siempre fue positivo después de julio de 2014 y fue = 0.5 durante mayo-
diciembre de 2015 (Figura 2A). Durante el periodo de estudio en el CPNP
prevalecieron condiciones andmalamente calidas de distinto origen con anomalias
positivas en relacion con toda la serie temporal 2002-2018 disponible (Figura 2B, C).
La variabilidad estacional de la TSM mostré una temporada calida durante junio-
octubre de ambos afios con una TSM entre 27.3-31.3°C y la temporada fria durante
noviembre-mayo con una TSM entre 22.0-27.2°C (Figura 2B, C). La concentracién
mensual de Chl-a superficial del mar mostré anomalias predominantemente negativas
durante 2014-2015 en comparacién con la serie de tiempo 2002-2018 (Figura 2D, E).
Las altas concentraciones ocasionales de Chl-a se registraron durante la temporada
fria; noviembre—diciembre 2014 0.72-0.83 mg m, enero y junio de 2015 0.62-0.63
mg m-3. Las concentraciones bajas, entre 0.12-0.13 mg m-3, se registraron durante la
temporada calida entre julio-agosto 2014 y septiembre—octubre 2015 (Figura 2D, E).
El patrén de variabilidad estacional de la amplitud de la marea mostré6 bajas
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correlaciones estadisticas con abundancia de especies de copépodos; por esta razén

esta variable fue excluidade los analisis estadisticos posteriores.

La velocidad y direccién diaria promedio del viento a 10 m sobre la superficie
del mar mostraron un claro patrén estacional asociado a la circulacion monzénica del
Golfo de California. Los vientos fuertes soplaron predominantemente del noroeste a lo
largo del eje del Golfo durante la temporada fria (noviembre-mayo). Durante el periodo
calido (junio-noviembre) los vientos fueron mas débiles y soplaron principalmente
desde el sureste (Figura 3A). Las velocidades promedio diarias del viento durante 2015
(2.93 m/s) fueron solo ligeramente superiores a las velocidades medias prevalecidas
durante 2014 (2.5 m/s) (Figura 3 A). La velocidad de la corriente superficial del mar
inferida por telemetria satelital y las corrientes marinas in situ de entre 3-5m de
profundidad medido con el ADCP mostré direccion y velocidad similares a través de
esta capa (Figura 3A, B). Las corrientes superficiales mostraron una variabilidad
estacional compleja (Figura 3A, B); estas corrientes marinas superficiales <0.02 m/s
fluyeron principalmente hacia el norte durante la temporada calida; entre junio y
diciembre y hacia el sur <0.03 m/s durante la temporada fria; entre octubre y abril de

cada afno.
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Figura 2. Series de tiempo ambientales registradas en la region del Parque Nacional Cabo Pulmo
durante 2014-2015. (A) indice MEI v.2 estimado para el ecuador (MEI> 0.5 = El Nifio, <-0.05 = La Nifia;

https://www.psl.noaa.gov/enso/mei/index.html) e indice de la Oscilacion decadal del Pacifico (PDO,

https://www.esrl.noaa.gov/psd/gcos_wgsp/Timeseries/PDO/) (B) Anomalia mensual de la temperatura

superficial del mar del satelital en relacion con las series de TSM 2002—-2018, (C) Desviacién media y
estandar de cada mes de la temperatura superficial del mar, (D) anomalia de concentracion mensual de
clorofila-a en la superficie del mar en relacion con las series de Chl-a superficial del mar 1997-2018, y

(E) Desviacion media y estandar de la concentracion mensual de Chl-a en la superficie del mar.
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Figura 3. (A) Vectores de la velocidad y direccién promedio diaria del viento satelital a 10 m sobre la
superficie del mar por afio, (B) vectores de la velocidad y direccién media diaria de la corriente superficial
del mar (3 y 5 m de profundidad) registrados con un Perfilador Acustico de Corriente Doppler (ADCP)
instalado en Los Arbolitos localizado al noreste de la regién del Parque Nacional Cabo Pulmo durante
2014 y 2015.
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Bioinformatica e identificacion molecular de las especies de copépodos

Secuencias publicas y oligonucleétidos de copépodos del CO1

La especie Tigriopus californicus fue seleccionada como base para identificar
las regiones del gen CO7 por que es una de las pocas especies que tienen
completamente secuenciado su genoma mitocondrial (Burton et al., 2007); derivado
de que estas especies son las que poseen un orden mas estable de sus genes,
ademas de que T. californicus es una especie mas cercana al area de estudio en
comparacion con T. japonicus. En ese sentido, el genoma mitocondrial completo fue
un marco de referencia de lectura a toda la longitud del gen CO1. La longitud total de
los pares de bases del gen CO1 de T. californicus fue de 1528 pb. Al comparar la
fraccion parcial de interés que se amplificara (codigo de barras) de otras especies de
copépodos pelagicos con el gen completo de T. californicus, este se ubico entre las
bases 40-693. Por lo tanto, el amplicdn que se busca posee una longitud aproximada
de 653 pb. De la revision de la literatura se obtuvieron 30 oligonucleétidos disefiados
para amplificar la regién del gen CO1 de copépodos marinos (Tabla 1). Siete
oligonucledtidos (24%) se alinearon en la regién de interés (cédigo de barras, 40 a 693
pb), mientras que los 23 oligonucledtidos restantes (76%) no se alinearon en absoluto
(Figura 4). El par de oligonucledtidos "universales" se alinearon a regiones altamente
conservadas del gen CO7 de los copépodos, asi como el resto de los oligonucledtidos
seleccionados (Figura 4). Los oligonucledtidos Cop-CO1-1498F, Cop-CO1 2105R,
Crus-CO1-2189R, SNF, SNR vy los oligonucleétidos universales LCO-1490F y HCO-
2198R fueron la mejor opcion para ser utilizados para las pruebas de amplificacion de
PCR para especies de copépodos. Estos oligonucleotidos fueron seleccionados
porque flanquean la secuencia del CO1 (cédigo de barras, 40-693 pb). En relacion
con los experimentos de PCR, el 46% de los estudios usaron la técnica anidada con
una primera amplificacion con los primers “universales” y una segunda con los
disefiados para el grupo especifico con el que desarrollaba su investigaciéon. EI 54%
de los estudios restantes desarrollaron un experimento de PCR con una sola

amplificacién usando sus propios disefios de oligonucledtidos, y solo un par de
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oligonucledtidos fueron usados para amplificar una region diferente del gen CO1
(segundo segmento 1000-1500 pb) (Figura 4).

Se probaron las diferentes combinaciones de oligonucleétidos publicados que

flanquean la regién de interés, aunque sin resultados satisfactorios de amplificaciéon

varias especies de copépodos de los géneros: Corycaeus, Oithona, Paracalanus,

Oncaea, entre otros, detectados en tres estudios previos en el Golfo de California
(Beltran-Castro, 2011; Beltran-Castro, 2014; Beltran-Castro & Hernandez-Truijillo,

2016).
Coxf Coxrl Coxr2
—> €< <€
H2612-COlI .
LCO 1490 HCO-Co-2358
S <
No name-F No name-R
% e
COI_RNI Crus-COI-2198R HCO 2198R
@
Crus-COI-2428R
WOBCOIF Nancy
ChelgCOI-R ChelgCOI-F
—> j
l | | ] | | ] ] | | | ] ] | | |
| | | 1 | | 1 | | | | | 1 | | |
0 100 200 300 400 500 60p 700 80( 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
1528pb
CopCOI-1498F WOBCOIR Cop-CQI-218PR Cop-COI-2105R
LCO-1719
LCO-1703
PLXI_VI LX1_VH
—>
L592-RCOI
% @
ZplankF1_t1 ZplankR1_t1
_> (—
ICO140U 1CO820L

Figura 4. Posiciones de los oligonucleétidos publicados para amplificar el gen CO1 basados en la

secuencia del genoma mitocondrial de Tigriopus japonicus (No. acceso DQ913891), las flechas negras

simbolizan los oligonucleétidos utilizados con una reaccién de PCR, mientras que las flechas grises

muestran los oligonucledtidos que se utiliza en una segunda reaccion de PCR (anidado).
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Disefio de primers universales e internos para Neocopepoda

Se disefiaron nueve oligonucledtidos utilizando como base todos los
oligonucledtidos y secuencias de copépodos disponibles en las bases de datos
publicas de GenBank, BOLDSystems y en la literatura (Tablas 1, 2; Anexo 2). De los
9 oligonucledtidos disefiados se seleccionaron cuatro de ellos; dos hacia delante (de
aqui en delante nombrados “Forward” en inglés) y dos hacia atras (de aqui en delante
nombrados Reverse en inglés). De estos dos pares complementarios, un Forward
(Neocop-CO1-22F; Figura 5A) y un Reverse (Neocop-CO1-837R; Figura 5B) fueron
seleccionados como oligonucledtidos “universales”, con un amplicén de
aproximadamente 815 pb para el grupo Neocopepoda que incluye especies parasitas,
bentonicas y pelagicas. Los otros dos oligonucleétidos, Forward (Neocop-CO1-205F;
Figura 6A) y Reverse (Neocop-CO1-679R; Figura 6B) fueron seleccionados como
oligonucledtidos internos con un amplicon de 475 pb.

Los oligonucleétidos universales del grupo Neocopepoda fueron disefiados de
la siguiente manera: el Neocop-CO1-22F se baso en los oligonucleétidos publicados
Cop-C0O1-1498F, CO140U-Forward, ZplankF1_t1, Coxf -forward, y el oligonucleétido
universal de Folmer (1994) LOC-1490 (Figura 5A, B); mientras que para el Neocop-
CO1-837R fueron los oligonucleétidos ICO820L-Reverse, Nancy, ZplankR1_t1, COP-
COI-2189R y el universal HCO-2198. Este par de oligonucleoétidos disefiados tienen
ventajas en comparacion con el resto de los oligonucledtidos en que no poseen
degeneraciones y mantiene el marco de lectura sin ningun cambio en la secuencia de
aminoacidos manteniendo el consenso de estos. Ademas, este abarca completamente
la fraccion del codigo de barras y sus temperaturas de alineacion coinciden y se ajustan

con facilidad.
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Translation G A T N H K D I G T L

Position 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45

Cop-COI-1498F - - - - - - - - AAYCATAAAGAYATYGGDA ATC - - - -

ICO140U-Forward - - T CAACAAATTCATAARGAYATHGSG - - - - -

ZplankF1_t1 - - T CTASWAATU CATAARGATATTS GG - - - - -

Coxf-Forward - G666 TCCTGTAATTCATAAAGAYATYGG - - - - -

LCO-1490 - GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG - - - - - -

IUPAC-Consensus DDDKU CNWSNAAYZCAYAAAGAYATYGGNACTYTY

Neocop-CO1-22F - - - - - - - - AATCATAAAGATATTSGSGTASTC - -

Tigriopus califomicus G G G G ¢ T A C G A A CCACAAAGATATTGGTACTTTA

B

Translation F F G H P E \Z Y | L 1 L P
Position 835 836 837 838 839 840 841 842 843 844 845 846 847 848 849 850 851 852 853 854 855 856 857 858 859 860 861 862 863 864 865 866 867 868 869 870 871 872 873
ICO820L-Reverse Y T TY GG TU CAUCTCU CNGAAGT G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Nancy - - - - - - - - - - - - - GAAGTTTATATTTTAATTTTATCT CG GGG
ZplankR1_t1 Y T TYGGYCAYCCTGAA - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
COP-COI-2189R T TTTGGTICATCTCTC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
HCO2198 T TTTGGTT CACCCTGAAGTTTA - L T
IUPAC-Consensus T TTYGGWCAYCCNGARGTI KTAYATYYTVATTYTVLCTCDGN
Neocop-CO1-837R - T TGGDC CACCCTGAAGTTTATAT - - - - - - - - - - - - - - -
Tigriopus californicus T T T T G G A C A T C C T G A GGTGTACATTT CTCATTTTATCT CG GGG

Figura 5. Oligonucledtidos universales de Neocopepoda (A) oligonucleotido Forward con la traduccion,
marco de lectura y oligonucleétidos en los que estd basado (B) oligonucleétido Reverse con la

traduccién, marco de lectura y oligonucleétidos en los que esta basado.

En los oligonucleétidos internos, el oligonucleétido Neocop-CO1-205F fue
disefiado basandose en los oligonucleétidos LCO-1719 y LCO-1705; mientras que su
par Neocop-CO1-679R, tuvo como base los oligonucleétidos Crus-COI-2198R, HCO-
Co-2358 y Coxr2-Reverse. (figura 6A, B) Los oligonucledétidos universales, disefiados
para Neocopepoda, cuentan con las mismas ventajas mencionadas previamente. Es
relevante sefialar que, todos los oligonucleétidos utilizados para el disefio de estas
propuestas han sido utilizados exitosamente para diferentes grupos de copépodos

segun muestra en la Tabla 1.

A
Translation w A H H M F T \ G L D
Position 679 680 681 682 683 684 685 686 687 688 689 690 691 692 693 694 695 696 697 698 699 700 701 702 703 704 705 706 707 708 709 710 711
Crus-COI-2198R - - - - CAYCAYATRTTTACHGTDG GG - - - - - - -
HCO-Co-2358 - - - - - - CAYCAYATRTTTACHGTDG GG - - - - - -
Coxr2-Reverse - - - - CAYCAYATATTTACAGTTS GGGATAGA -
IUPAC-Consensus T GRGCWCAYTCAYATRTTYACVGTDGGWTTRGAY
Neocop-CO1679R T G A G C T C A T C AT A TRTTTACAGT - - - - - - - -
Tigriopus califomicus T G G G ¢ A C A T C AT A TGTTTACTCGTTS GG GTTTAGASTC
B
Translation M G
Position 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243
LCO-1719 ™ e = m m m oam = e = = - - - G6GGATTTGGTAACTGATTAGTGTCC
LCO-1703 - - - CTA - - TTTGATTGGAGGATTTGG - - - - - - - - - - - - - - - =
IUPAC-Consensus A T A C CH R THYTAATTGGNYYNTTTSGGNAAYTGRYTNSGTUDTCTCH
Neocop-CO1-205F - CCTGTTCTAATTGGAGGATTTG - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tigriopus californicus A°- T A C C A G T T T T A AT T GGG GG GTTTGGTAATTSGGT CTG GG GTATCTCOC

Figura 6. Oligonucledtidos internos para Neocopepoda (A) oligonucleétido direccion Forward con la
traduccién, marco de lectura y oligonucleétidos en los que esta basado (B) oligonucleétido Reverse con

la traduccion, marco de lectura y oligonucledtidos en los que esta basado.
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Identificacion molecular de especies

El dendograma de similitud formo y asigné exitosamente a todas las especies
de copépodos dentro de su agrupamiento correspondiente, en su mayoria con un valor
de Bootstrap > 90% (Figura 7). Solamente dos especies del género Subeucalanus (S.
mucronatus y S. subtenuis) formaron diferentes BIN’s, pero sin mezclarse con el resto
de las especies. Asi mismo, las distancias genéticas intraespecificas promedio fueron
de 9.2%, con una distancia maxima de 30% y una minima de 0%. En ese sentido la
divergencia interespecifica fue mayor con un promedio del 29% y un rango de distancia
entre 0-55%. Estas divergencias intraespecificas fueron altas debido a las especies
S. mucronatus y S. subtenuis. Un analisis de BLAST realizado en la base de datos de
GenBank tuvo porcentajes de similitud > 98%. Subeucalanus subtenuis tuvo un 98%
de similitud con Eucalanus pseudattenuatus, con una cobertura de la secuencia de
99%. Dentro del mismo BIN's otra secuencia de S. subtenuis tuvo una similitud del
99% con Subeucalanus subcrassus con una cobertura de 96%, y posteriormente un
98% con S. subtenuis del Mar de China. Subeucalanus mucronatus mostré una
similitud de 98% con Subeucalanus monachus, S. subtenuis y con Eucalanus
subtenuis, mientras que la otra secuencia de S. mucronatus obtuvo un 99% de similitud
con E. pseudattenuatus recolectada en el Mar de China. En ese sentido, se observa
un patron de identificacion morfolégica de especies no congruentes de la familia
Eucalanidae. Esto es probablemente derivado de la falta de atencién en cuanto a la
taxonomia morfoldgica de este grupo, donde este analisis molecular y el analisis de
comparacion de secuencias CO7 realizada con datos publicos de GenBank,
coadyuvan para identificar pero no solucionar de manera contundente estos
problemas. Sin embargo, la evidencia molecular confirmé en todos los casos la
identificacién basada en caractéres morfologicos diagnosticos de los copepodos
colectados en el Golfo de California. Esto provee certidumbre a las inferencias
ecoldgicas que se realicen con la comunidad de copépodos recolectada durante la
serie de zooplancton del PNCP durante 2014-2015.
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Figura 7. Dendograma basado en la fraccion del gen CO1 (40-693 pb) inferido a través del método de

Maximum Likelihood basado en el modelo dos parametros de Kimura (Kimura 2-parameter model). El

porcentaje de arboles en los que los taxones asociados se agruparon se muestra junto a las ramas

(Bootstrap). Se excluyeron aquellos nodos con una probabilidad < 50%.
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Abundancia de zooplancton a grandes grupos

Los copépodos representaron en promedio el 64% de la abundancia del
zooplancton total a lo largo de la serie tiempo 2014-2015. Los copépodos y
quetognatos fueron los grupos taxondmicos mas abundantes de treinta grupos
taxondmicos de zooplancton identificados a través de la serie de tiempo zooplancton
de 2014-2015 en el PNCP. Los quetognatos, huevos de peces, cladéceros, radiolarios
y eufausidos fueron moderadamente abundantes y el resto de los grupos taxonémicos
de zooplancton fueron considerablemente menos abundantes (Figura 8). La riqueza
de los grupos taxonémicos de zooplancton recolectados durante ambos anos fue
mayor durante la temporada calida, cuando la abundancia relativa de copépodos era

baja, que durante la temporada fria, cuando la abundancia relativa de copépodos era
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alta (Figura 8).

Grupos Taxonoémicos de zooplancton
Abundancia relativa (%)

2014 Mes 2015
ECopepoda B Chaetognaths BFish eggs Fish larvae DOEuphausiids
@Mysids Paralarvae mDecapoda m Stomatopoda = Leucifer
mAmphipods = |sopods = Cumaceo Phyll as oClad ans
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Figura 8. Abundancia relativa de zooplancton (%) identificada por grupo taxondmico recolectado en el
Parque Nacional Cabo Pulmo durante 2014-2015. Los copépodos se muestran con barras negras y los
quetognatos se muestran con barras grises fueron los grupos taxonémicos de zooplancton mas
abundantes en toda la serie temporal de zooplancton, contribuyendo con la mayor cantidad de biomasa
disponible para los depredadores de zooplanctéfagos de este habitat de arrecifes de coral tropical y

arrecifes rocosos.
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Ecologia de los copépodos en el PNCP

Asociacion y abundancia de especies de copépodos

La abundancia total de los copépodos fue 14% mayor durante 2015 que durante
2014, con anomalias principalmente negativas durante 2014 y anomalias positivas
durante la mayor parte de 2015 (Tabla 5, Figura 9A,B). La riqueza de especies de
copépodos no mostré una clara tendencia estacional o interanual. Sin embargo, la
rigueza de especies de copépodos fue mayor durante la estacién fria que durante la
estacion calida de cada ano (Figura 9A). La comunidad de copépodos del PNCP
incluyé 49 especies: 35 calanoides, 10 pocilostomatoides, 2 ciclopoides, 1
sifonostomatoide y 1 especie harpacticoide (Tabla 5). ElI Orden Calanoida con 77.5%
y Poecilostomatoida con 20.4 % del total de copépodos fueron los copépodos mas
abundantes recolectados a lo largo de la serie de tiempo 2014-2015. Veintiun especies
de copépodos representaron el 94.9% de la abundancia total y el resto de las 28

especies representaron el 5.1% (Tabla 5).

Un Poecilostomatoide O. venusta (12,6%), y dos Calanoides P. parvus (11,5%)
y C . jobei (8.6%) fueron las especies de copépodos mas abundantes y frecuentes
registrados durante 2014-2015 (Figura 9C). Oncea venusta fue la especie mas
abundante durante la temporada calida y P. parvus y C. jobei durante la estacion fria
(Figura 9C) Subeucalanus subtenuis y Subeucalanus subcrassus tuvieron poca
abundancia durante 2014, pero aumentaron considerablemente su abundancia
durante 2015 (Figura 9C).
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2014 Mes 2015
m Oncea venusta W Paracalanus parvus u Clausocalanus jobei Canthocalanus pauper
Subeucalanus subtenuis Subeucalanus subcrassus m Centropages furcatus m Undinula vulgaris
mOther 28 spp. Combined  m Acrocalanus gibber m Temora discaudata m Corycaeus crassiusculus
u Clausocalanus furcatus Euchaeta indica Labidocera diandra Oithona plumifera
Corycaeus speciosus Corycaeus catus m Calanopia elliptica m Acartia clausi

Subeucalanus pileatus m Calocalanus pavo

Figura 9. (A) Abundancia semanal de los copépodos (barras con todas las especies combinadas) y
rigueza de especies (linea), (B) anomalia de la abundancia total mensual de copépodos y (C)
abundancia relativa (%) de las 21 especies de copépodos mas abundantes recolectado en el Parque
Nacional Cabo Pulmo, BCS, México durante 2014-2015.
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Tabla 5. Promedio y desviacion estandar (STD) de la abundancia de cada especie de copépodos
recolectada durante la temporada fria (diciembre-mayo) y la temporada calida (junio-noviembre) por
afo. Especies de copépodos fueron ordenadas taxonédmicamente por Orden y después alfabéticamente.
* = especies con > 1% de abundancia recolectada durante 2014 y 2015 en el Parque Nacional Cabo
Pulmo, BCS, México

2014

2015

Fria

Calida

Fria

Calida

Orden

Calanoida

Especies

Acartia clausi”

Acartia danae

Acartia tonsa
Acrocalanus gibber”
Acrocalanus gracilis
Calanopia elliptica *
Calanus pacificus
Calocalanus pavo *
Candacia catula
Candacia curta
Candacia truncata
Canthocalanus pauper *
Centropages calaninus
Centropages furcatus *
Clausocalanus furcatus *
Clausocalanus jobei *
Cosmocalanus darwinii
Euchaeta indica *
Euchaeta longicornis
Euchaeta marina
Labidocera acuta
Labidocera acutifrons
Labidocera detruncata
Labidocera diandra "
Nannocalanus minor
Paracalanus parvus *
Pontellina plumata
Pontellopsis occidentalis

Scolecithrix danae

Subeucalanus mucronatus

Subeucalanus subcrassus *

Subeucalanus subtenuis *
Subeucalanus pileatus *

Prom STD Prom STD

Prom STD Prom STD

3095
3399
13478
711
232
11762
703
192

10438

3903
20829
3611
6149
2718
3579
1641
1658
39421
1412
15130
1225
777
5658
787
7332
6504

51

4403
2562
14716

691
19275
840

19897

4987

27384
1010
5016

1833
2162
581

64563

19393

5273

621

8468
6120

1293

4040

2823

1167
244

15886
8291
3939

3477

2116
3724
1610
1737
223
2357
935
10461
1961
1942
1138
3123
4067
18742

1198

5133

4492

1000
258

39614

5134

5860

3183

5775
2107
1047
222
1610

13

18157

1602

1419
2161
4699
3889
18355

4073
2376

5630

415
6791
1104

297

367

16386

1846

24854
12946
10621
2367
2538
86

1701

996
1283

10168
20792
315
1466
2699
9992
14754
10143

3596

5679
1048
99
325
17673
36262
19211
12835
2667
3204
1748
1355
1344

14823
37249
72
1908
3854
12741
22860
9671

8251 13271

10257 11964

10481 7546
7564 11527
1039 912
2163 2167
653 -
7721 11367
238 235
5114 8023
2102 1791
47545 63746
1409 1337
1799 1827
549 686
183 111
236 -
1495 1221

13321 23088

59 5
981 977
706 690
5343 6028
16444 25984
7376 5866



Temora discaudata * 9469 13470 5394 5795 8980 11412 8522 9096

Undinula vulgaris * 18369 26627 10913 22662 2735 4479 2960 4513
Poecilostomatoida  Copilia mirabilis 1638 - 4129 3837 2188 1992 2246 2043
Corycaeus crassiusculus ” 3397 4327 2279 3867 9803 11026 1999 2406
Corycaeus catus * 2445 2398 1867 2841 6700 9986 1426 1703
Corycaeus speciosus” 8337 9203 3874 5628 3298 4012 1565 1129
Oncaea venusta * 6264 7043 14975 28072 10616 19358 39125 53843
Sapphirina angusta - - 922 - - - - -
Sapphirina gastrica 1737 1722 1588 429 - - - -
Sapphirina gemma - - 135 - 583 385 - -
Sapphirina metallina - - 74 - - - - -
Sapphirina scarlata 2150 738 1645 1704 629 550 621 889
Cyclopoida Oithona nana 1959 - - - - - - -
Oithona plumifera * 5354 4817 1287 2385 5002 5715 4080 5483
Harpacticoida Macrosetella gracilis - - 74 - - - - -
Siphonostomatoida Caligus sp. - - 164 - - - - -

Andlisis de agrupamiento de dos vias

El CA mostré dos grupos de especies de copépodos con un corte del 10% de
similitud. El G1 incluy6 las 21 especies mas abundantes con >1% del total de
copépodos abundancia (Figura 10) y el G2 incluyo las 28 especies restantes con <1%
del total de la abundancia y frecuencia de ocurrencia (Figura 10). El CA mostré tres
grupos a través de unidades de muestreo (corte de 17,5% de similitud). El g1 incluy6
principalmente muestras de zooplancton recolectadas durante la estacion fria; el g2
incluyé principalmente aquellas muestras de zooplancton recolectadas durante la
estacion calida; y el g3 solo incluyé dos muestras de zooplancton de la estacion calida
de agosto y septiembre de 2014 con wuna abundancia de copépodos
considerablemente baja (Figura 10).
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Figura 10. Analisis de agrupamiento de dos vias que muestra la abundancia semanal de copépodos

agrupados por especie y por estaciones de muestreo recolectadas en el Parque Nacional Cabo Pulmo

durante 2014-2015.
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Analisis Candnico de Correspondencias
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Figura 11. Analisis de correspondencia candnica de la abundancia de especies de copépodos
(tridngulos grises) que muestra dos grupos estacionales de muestras de zooplancton representadas por
la temporada fria (circulos vacios) y calidas (circulos negros) recolectadas durante 2014-2015 en el
Parque Nacional Cabo Pulmo. Abreviaturas de copépodos: Ac = Acrocalanus gracilis, Ce = Calanopia
elliptica, Cc = Candacia curta, Ct = Candacia truncata, Cd = Cosmocalanus darwinii, El = Euchaeta
longicornis, Lt = Labidocera detruncata, Ld = Labidocera diandra, Nm = Nannocalanus minor, Ssc =
Subeucalanus subcrassus, Sste = Subeucalanus subtenuis, Spl = Subeucalanus pileatus, Cm = Copilia

mirabilis, Ov = Oncaea venusta 'y On = Oithona nana.

Los ejes 1 y 2 de la ordenacién CCA explican 11.2% de la varianza en
abundancia de especies de copépodos mostrando dos conjuntos de especies distintas
correspondientes con los periodos de las estaciones frias y calidas (Figura 11, Tabla
6). Las especies de copépodos A. clausi, C. jobei, Corycaeus catus, Corycaeus
carassiusculus, Oithona plumifera, O. venusta, P. parvus, S. subtenuis, S. subcrassus,

Temora discaudata y Undinula vulgaris fueron numéricamente dominantes y presentes
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durante la mayor parte de periodo de estudio que muestra poca influencia evidente de
la variabilidad ambiental estacional e interanual evidenciada con su posicion cerca del
centro del CCA (Figura 11). Candacia curta y Candacia truncata, O. nana, E.
longicornis 'y C. mirabilis fueron las especies de copépodos mas abundantes durante
la estacion fria negativamente asociado con la temperatura superficial del mar (Figura
11, Tabla 6). Acrocalanus gracilis, C. elliptica, L. detruncata, N. minor, Pontellina
plumata, y S . pileatus fueron las especies de copépodos mas abundantes durante la
estacion calida asociado positivamente con la temperatura superficial del mar (Figura
11, Tabla 6).

Tabla 6. Analisis de Correspondencia Canodnica (CCA) de la asociacidon de las ocho variables
ambientales analizadas (la amplitud de la marea no fue incluida en este CCA debido su efecto no fue
significativo durante analisis exploratorios previos) y los grupos taxonémicos de zooplancton que
tuvieron la mayor correlaciéon con la abundancia de especies de copépodos de las unidades de muestreo
recolectadas con frecuencia semanal en el Parque Nacional Cabo Pulmo durante enero de 2014 y
diciembre de 2015.

Coeficiente de determinacion por eje Eje 1 Eje 2
Eigen valores 0.108 0.087
Porcentaje de la variancia explicada de las especies 6.200 5.000
Variancia acumulada (%) 6.200 11.200
Correlacion de Pearson, spp-ambiente 0.912 0.870
Correlacion de rangos de Kendall spp-ambiente 0.663 0.667
Temperatura superficial del mar -0.632 0.388
Concentracién de clorofila-a superficial del mar 0.014 -0.485
Velocidad de viento at 10 m arriba del nivel del mar -0.296 0.076
Corrientes marinas (ADCP) a 3 m de profundidad -0.063 0.192
Corrientes marinas (ADCP) a 5 m de profundidad 0.022 0.180
Oscilacién Decadal del Pacifico (PDO) -0.453 -0.162
Indicador Multivariado EI Nifio (MEI v.2) -0.014 -0.183
Biovélumen de zooplancton 0.006 0.159
Huevos de peces 0.344 -0.088
Chaetognatha 0.202 0.346
Euphausiacea 0.178 -0.123
Decapoda 0.169 -0.046
Cladocera 0.257 0.013
Appendiculata 0.178 -0.008
Radiolaria 0.145 -0.251
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Procedimiento Permutacional de Multirespuesta

Las asociaciones de especies de copépodos fueron significativamente mas
abundantes durante la temporada fria (diciembre—abril) que durante la temporada
calida (mayo—noviembre) (MRPP, p=0,0001). Subeucalanus pileatus fue la unica
especie indicadora para la temporada calida (ISA = 19.1; p = 0.0430; Tabla7)y C.
mirabilis fue la Unica especie indicadora significativa para la temporada fria (ISA = 26.0;
p=0.0406; Tabla 7). Las asociaciones de especies de copépodos mostraron
diferencias significativas en la abundancia y composicién de especies entre los
periodos de la onda de calor regional durante enero-agosto de 2014, un periodo con
pequenas anomalias de TSM registradas de septiembre a octubre de 2014 y el evento
de El Nifio registrado de noviembre de 2014 a diciembre de 2015 (MRPP, p = 0.0001).
Acartia tonsa fue una especie indicadora significativa durante las condiciones calidas
anomalos de enero-agosto 2014 de la onda de calor regional (ISA =12.5, p= 0.0314;
Figura 12A, Tabla 8) y Clausocalanus furcatus, C. mirabilis, y Cosmocalanus darwinii
fueron especies indicadoras fuertemente significativas de condiciones EI Nifo
ecuatorial del 2015 (ISA =26.7 a 31.7, p < 0.0094) (Figura 12B, C, D; Tabla 8). Ninguna
especie de copépodos fue estadisticamente significativa para ser considerada como
indicadora durante el breve periodo de septiembre y octubre de 2014 (p > 0.05, Tabla
8). Finalmente, no se encontraron diferencias significativas en las asociaciones de
especies de copépodos entre los periodos con mareas vivas y muertas (MRPP, ISA, p
>0.05).

En general los cambios relevantes de especies de copépodos numéricamente
dominantes entre afos fueron que P . parvus disminuy6 su abundancia del 15% en
2014 al 8.4% en 2015; O. venusta aumentd su abundancia de 9.5% en 2014 a 15.2%
en 2015 y C. jobei su abundancia fue similar entre afios con 9.1% en 2014 y 8.2% en
2015. Canthocalanus pauper con 8.9% y S. subcrassus con el 8.8% del total de la
abundancia dentro de las primeras cinco especies numéricamente dominantes en
2015 tuvieron una baja abundancia durante 2014. A excepcién de S. subcrassus, todas
estas especies numéricamente dominantes fueron especies de tamafo corporal

pequefo.
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Figura 12. Especies indicadoras de copépodos para los periodos con anomalias positivas de TSM en

relacién con la serie de tiempo 2002-2018 durante la onda calida de enero a agosto de 2014 (a) Acartia

tonsa y durante el evento El Nifio ecuatorial 2015 (b) Cosmocalanus darwinii, (c) Copilia mirabilis, y (d)

Clausocalanus furcatus de acuerdo con el Analisis Indicadora de Especies (ISA, p <0.005).
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Tabla 7. Analisis Indicadora de especies de asociaciones de especies de copépodos colectados en el
Parque Nacional Cabo Pulmo durante 2014-2015 comparando la temporada fria durante diciembre—

mayo y la temporada calida durante junio-noviembre. DE = Desviacion estandar

Especies Grupos Valor Indicador Media DE p-valor
Acartia danae Fria 29 25 0.40 0.4177
Acartia tonsa Fria 4.3 4.2 1.88 0.4585
Acrocalanus gracilis Calida 6.4 4.3 1.94 0.2755
Calanus pacificus Fria 2.9 25 0.40 0.4189
Caligus sp. Calida 2.1 2.5 0.40 1.0000
Candacia curta Fria 7.0 5.1 2.09 0.2637
Candacia truncata Fria 5.9 3.3 1.66 0.1792
Centropages calaninus Calida 4.3 5.1 2.09 0.5575
Clausocalanus furcatus Fria 16.9 11.9 3.190 0.0728
Copilia mirabilis Fria 26.0 17.5 3.73 0.0406
Cosmocalanus darwini Fria 19.6 15.4 3.47 0.1038
Euchaeta longicornis Fria 5.9 3.3 1.67 0.1830
Labidocera acuta Fria 27.9 22.1 3.96 0.0892
Labidocera acutifrons Fria 16.8 14.7 2.52 0.2252
Labidocera detruncata Calida 4.3 3.3 1.61 0.5065
Labidocera diandra Calida 15.6 18.1 3.72 0.7079
Macrosetella gracilis Calida 21 2.5 0.40 1.0000
Nannocalanus minor Calida 6.4 4.2 1.89 0.2629
Oithona nana Fria 2.9 2.5 0.40 0.4137
Pontellina plumata Calida 6.0 8.3 2.67 0.8124
Pontellopsis occidentalis Calida 21 25 0.40 1.0000
Sapphirina angusta Calida 2.1 2.5 0.40 1.0000
Sapphirina sp. Fria 7.5 7.4 2.66 0.3417
Sapphirina gemma Fria 4.6 4.2 1.90 0.3555
Sapphirina metallina Calida 2.1 25 0.40 1.0000
Sapphirina scarlata Fria 22.6 20.7 3.86 0.2529
Subeucalanus pileatus Calida 19.1 11.9 3.13 0.0402
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Tabla 8. Analisis Indicadora de especies de asociaciones de especies de copépodos colectados en el

Parque Nacional Cabo Pulmo durante 2014—-2015 comparando los periodos de la onda de calor regional

(OCR), el periodo con una pequefia anomalia negativa de temperatura superficial (PAN), y El Nifio 2015

ecuatorial (EN) evidenciado con base en anomalias de satélite SST anomalias con valores > 0.5 de MEI

v.2.
Especies Grupos Valor Indicador Media SD p-valor
Acartia danae EN 24 3.7 1.46 1.0000
Acartia tonsa OCR 12.5 5.0 2.83 0.0314
Acrocalanus gracilis EN 7.3 5.1 2.90 0.2466
Calanus pacificus OCR 4.2 3.7 1.48 0.4947
Caligus sp. PAN 6.2 3.7 1.48 0.2066
Candacia curta EN 4.4 5.8 3.1 0.6363
Candacia truncata EN 4.9 4.6 2.20 0.3803
Centropages calaninus EN 4.1 5.8 3.14 0.7087
Clausocalanus furcatus EN 31.7 11.0 3.98 0.0010
Copilia mirabilis EN 30.8 14.9 4.23 0.0050
Cosmocalanus darwini EN 26.7 13.4 415 0.0094
Euchaeta longicornis OCR 2.8 4.6 217 0.8504
Labidocera acuta OCR 18.8 18.1 4.43 0.3479
Labidocera acutifrons OCR 11.3 13.0 412 0.5583
Labidocera detruncata PAN 4.9 4.5 2.41 0.2871
Labidocera diandra OCR 14.0 15.5 4.34 0.5529
Macrosetella gracilis PAN 6.2 3.7 1.47 0.1924
Nannocalanus minor OCR 4.2 5.0 2.81 0.4319
Oithona nana OCR 4.2 3.7 1.48 0.4843
Pontellina plumata PAN 11.0 8.2 3.61 0.1564
Pontellopsis occidentalis OCR 4.2 3.7 1.47 0.4811
S. angustimani OCR 4.2 3.7 1.46 0.4949
Sapphirina sp. OCR 10.2 7.7 3.49 0.2446
Sapphirina gemma OCR 3.2 5.1 2.93 0.6501
Sapphirina metallina OCR 6.2 3.7 1.47 0.1924
Sapphirina scarlata EN 22.7 17.2 4.38 0.1150
Subeucalanus pileatus EN 12.9 11.0 4.06 0.2260
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Biomasa de copépodos

La longitud promedio del prosoma de los copépodos de todas las especies
recolectadas por fecha de muestreo, muestra en general un conjunto de especies de
copépodos mas grande durante el periodo frio, que durante el periodo calido de ambos
afios (Figura 13A). La longitud promedio del prosoma de la comunidad de copépodos
fue alta durante agosto de 2014 a junio de 2015, asociada con El Nifo 2015;
posteriormente disminuyeron los tamafios, después de julio de 2015 (Figura 13A).
Este aumento en la longitud media del prosoma de copépodos de la poblacion explica
el aumento de la biomasa de copépodos durante El Nifio 2015 (Figura 13B,C). No se
observo correlacion significativa entre la longitud media del prosoma y la concentracion
superficial de Chl-a satelital durante la serie de tiempo 2014-2015 (p > 0.05; R? =
0.0626). El pequefio tamafio de O . venusta , P. parvus'y C . jobei representd un gran
porcentaje de la abundancia total de copépodos, particularmente durante 2014 cuando
la abundancia total de copépodos fue baja y la biomasa se distribuyé de manera
homogénea entre varias especies. El alto valor de prosoma de S. subtenuis y S.
subcrassus aumento sustancialmente la abundancia de las asociaciones de especies
de copépodos y la biomasa de carbono representando el 69% del total de biomasa de
carbono de copépodos de octubre de 2014 a agosto de 2015 (Figura 13B, C). Los
copépodos mas grandes Canthocalanus pauper, S. subtenuis, y Euchaeta indica
dominaron la biomasa de carbono de los copépodos probablemente en respuesta a la
tropicalizacion del ecosistema, debido la adveccidn hacia el norte de aguas tropicales

durante el evento El Nifio Ecuatorial 2015 (Figura 13C).
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Figura 13. (A) Error medio y estandar (lineas verticales) de la longitud del prosoma de todas las
especies de copépodos recolectadas por fecha de muestreo (la linea discontinua gris es la media
general de la longitud del prosoma para toda la serie temporal = 1,44 mm de longitud del prosoma).
Biomasa de carbono por especie de copépodo y fecha de muestreo expresada en (B) Peso relativo de
carbono (%) y (C) suma de peso de carbono (ugC1000 m-3) de abundancia total mensual por especie
de copépodo en el Parque Nacional Cabo Pulmo, BCS, México durante 2014-2015. Las especies con

<1% de abundancia de copépodos se omitieron de este analisis de biomasa de carbono.
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DISCUSION

Genética de copépodos

Este es el primer estudio que analiza ampliamente los oligonucleotidos
utilizados para amplificar la regidén del gen CO7 de copépodos marinos, asi como el
andlisis de secuencias del gen de especies con problemas de amplificacién y
secuenciacion analizando todas las secuencias publicadas hasta ahora en las bases
de datos de NCBI y secuencias obtenidas con el protocolo estandar de BOLDSystems
de especimenes recolectados en el Golfo de California (Beltran-Castro & Hernandez-
Trujillo, 2016). Este analisis considero la mayor cantidad de especies de copépodos
parasitas, pelagicas y benténicas del mundo. Esta revision de primers de copépodos
se motivo debido al histérico bajo éxito de amplificacion reportados en copépodos
marinos (Elias-Gutiérrez et al., 2008; Beltran-Castro & Hernandez-Trujillo, 2016).
Elias-Gutiérrez et al. (2008) estimaron que los primers utilizados en invertebrados
acuaticos tienen entre 30—40% de éxito en su amplificacién y el caso de los copépodos
marinos no es la excepcion. Esta problematica se constatd al observar al menos 30
oligonucledtidos distintos para amplificar la region del CO71 (Tabla 1). En el presente
estudio se concluyd que no existe un par de primer “universal” para los integrantes del
grupo Neocopepoda, y que, dependiendo de la estrategia, experiencia del investigador
y del nivel taxondmico con el que desarrollé cada investigacion se realizé un disefio de
primer distinto (Tabla 1, Figura 4). Otra inferencia de este meta-analisis fue que, el
analisis bioinformatico requiere cubrir un amplio espectro taxonémico dentro de
Neocopepoda para ser mas preciso, ya que las secuencias utilizadas para realizar el
disefio de los oligonucledtidos se limitaron solo a las especies y/o grupo taxonémico
problematico de cada estudio. Este sesgo de representacion dentro de los
Neocopepoda fue un factor determinante para su uso en otros grupos de copépodos
de este taxén. Ademas, el analisis de estudios previos carecia de un analisis de
traduccion a aminoacidos y el marco de lectura de las secuencias para establecer de

una manera clara los cambios en los codones de la primera, segunda o tercera
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posicidén y con esto determinar la viabilidad de algun probable cambio de aminoacido

y sus propiedades (Jean-Baptieste et al., 2016).

Otro aspecto importante que no ha sido comunmente reportado en la literatura
es el uso de genoma mitocondrial para el disefio de los primers. Este problema persiste
a pesar de la creciente disponibilidad de nuevas tecnologias de secuenciacion de
préxima generacion (maquinas NGS) que permiten la secuenciacion masiva para
obtener el genoma completo (Taberlet et al., 2012). Esta carencia de analisis
completos del gen CO71 es debido a que actualmente aun sigue siendo un analisis
considerablemente costoso. El grupo Neocopepoda no es la excepcién, se utilizé como
base para el disefio de oligonucledtidos el mitogenoma de Tigriopus californicus
(Burton et al., 2007), debido a que segun Weydmann et al. (2017) los copépodos son
un caso particular dentro de los artrépodos porque, a pesar de que existen pocos
genomas publicados de copépodos, estos presentan una enorme variacién del orden
de sus genes y del tamafo de sus mitogenomas. Por lo tanto, para fines de
comparacion, estabilidad en el orden de los genes y cercania a los copépodos
calanoides, Tigriopus californicus es actualmente la especie mas adecuada como
marco de referencia. Ademas, se utilizé la secuencia del mitogenoma de Tigriopus
Japonicus (Jung et al., 2006; Machida et al., 2002) como comparacién. Sin embargo,
existen otras especies de calanoides con genoma mitocondrial parcialmente
secuenciado como Calanus hyperboreus, Calanus sinicus, Calanus finmarchicus y
Calanus glacialis pero sus genomas poseen grandes regiones no codificantes, una
disposicién de sus genes altamente variable y el tamafo del genoma completo es
considerablemente mayor con respecto al numero de pares de bases reportados para
otros copépodos del superorden Podoplea (Minxiao et al., 2011; Weydmann et al.,
2017). Aunque Eucalanus bungii y Neocalanus cristatus poseen gran parte de su
genoma mitocondrial secuenciado (Machida et al., 2004), este no es total. Para el
superorden Podoplea se tienen los mitogenomas parciales de Caligus rogercresseyi,
Caligus elemensi, Lepeophtheirus salmonis, S. polycolpus y Paracyclopina nana
(Minxiao et al., 2011; Kim et al., 2012; Weydmann et al., 2017) pero estas especies

estan filogenéticamente mas lejanas de los copépodos calanoides. Aun asi, éstas
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secuencias no se excluyeron del presente analisis. La importancia de realizar el
analisis considerando el mitogenoma, radica en conocer la secuencia completa del gen
CO1, asi como la secuencia que lo flanquea, debido a que puede existir alguna regién
del genoma altamente conservada en Neocopepoda que pueda funcionar como
anclaje para los nuevos oligonucleotidos. Esto puede evitar el problema de tener que
disefiar un par de oligonucledtidos para cada especie o grupo de especies en estudio.
La solucion ideal seria disefar un oligonucledtido que permita la amplificacién y
secuenciacion con alta tasa de eficiencia en cualquier especie de Neocopepoda. Sin
embargo, esto aun no ha sido logrado hasta ahora.

La presente revision bibliografica es el primer esfuerzo de metanalisis para
estandarizar y construir de manera mas eficiente la biblioteca genética de cddigo de
barras (CO17) de copépodos marinos y estandarizar el uso de los oligonucledtidos
disefiados como “universales” para las especies de Neocopepoda (Neocop-CO1-22F
y Neocop-CO1-837R). La seleccién de oligonuclétidis debid satisfacer los requisitos
explicados previamente, permitira a los taxdbnomos expertos usar estos primers en
forma de un protocolo estandarizado. Con esta estrategia se pretende obtener una
mayor proporcion de éxito de amplificacidon y secuenciacion. En el presente estudio se
propone el uso de oligonucledtidos internos para especies con problemas taxonémicos
que posiblemente no amplifiquen con los primers “universales” aqui propuestos para
Neocopepoda. Los oligonucledtidos Neocop-CO1-205F y Neocop-CO1-679R
cumplieron con la mayor parte de las caracteristicas mencionadas anteriormente. Sin
embargo, a diferencia de anterior par (Neocop-CO1-22F y Neocop-CO1-837R), estos
poseen un amplicon comparativamente mas pequefo. Aun asi, la informacion que se
obtiene es suficiente para discriminar entre especies de copépodos y es factible su uso

en técnicas de metabarcoding.

El metabarcoding mediante el uso de tecnologia NGS en teoria permite obtener
varios miles a millones de lecturas de secuencia por amplicén. Sin embargo, la longitud
de las secuencias de lectura es actualmente compatible utilizando unicamente para
pequenos fragmentos de entre 200-300 pb. Sin embargo, existe una limitacién

metodologica significativa al disefar oligonucleétidos para este tipo de estudios,
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porque numerosas especies requieren que los genes se amplifiquen en el mismo
experimento de PCR. Por lo tanto, los oligonucledtidos deben ser altamente versatiles
para amplificar numerosas regiones con una eficiencia similar entre regiones del gen
COf1. El disefio apropiado de los primers y la estandarizacion de los perfiles de PCR
en teoria evitaran la subestimacion de la biodiversidad y permite obtener bibliotecas
de codigos de barras comparables en estudios de metabarcoding. Por este motivo, el
disefio apropiado de los oligonucledtidos es critico y es necesario tomar en cuenta
todas las caracteristicas metodoldgicas aqui propuestas que contribuira en un uso mas
eficiente de los recursos financieros y logisticos de la investigacion. Una técnica
estandarizada eficiente disminuira el niumero de experimentos de PCR fallidos si no
contemplan un oligonucleétido disefiado para el grupo. Consecuentemente, los
productos de investigacion estaran soportados de una manera mas robusta para lograr
inferencias biologicas y taxonomicas de mayor sustento. El disefio apropiado de los
oligonucleétidos es un aspecto esencial de la biologia molecular que aun esta en etapa de

desarrollo y perfeccionamiento. Para el disefio del oligonucleétido se deben tomar en cuenta

los siguientes aspectos:

1) Uso del genoma mitocondrial: Si el genoma mitocondrial del grupo
taxondmico de interés es completamente conocido y disponible, se puede identificar el
gen CO1 completo y buscar las regiones conservadas y variables de este gen para
analizar la secuencia previas y posteriores del gen CO7. Esta accion permite obtener

la mas amplia perspectiva de la regidén que se desea amplificar.

2) Marco de lectura de los aminoacidos: tomando en cuenta el marco de
lectura es posible inferir los cambios y la posiciéon del nucledétido en las secuencias.
Para el caso del gen CO1 la posicidon de los aminoacidos es relevante porque ese gen
traduce proteinas que participa en la cadena respiratoria, por lo tanto, un cambio en
las secuencias del gen CO7 (primera, segunda o tercera posicion) tendria una

modificacion de aminoacidos podria desactivar su funcion.

3) Analisis bioinformatico: La comparacion consensada de todas las
secuencias disponibles del gen CO1 de copépodos marinos en las bases de datos

publicas ayudd para disenar los oligonucleotidos para identificar las areas conservadas
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y variables, en comparacion con los oligonucleétidos publicos especificos y asi

aprovechar las ventajas y desventajas de cada uno de estos.

El dendograma de similitud basado en el codigo de barras de copépodos agrupo
exitosamente a la mayoria de las especies con valores de Bootstrap > 90%.
Unicamente las especies del género Subeucalanus formaron diferentes
agrupamientos (BIN’s); sin que estas se distribuyeran dentro de otros grupos como fue
el caso en particular de S. mucronatus y S. subtenuis. Subeucalanus mucronatus
actualmente cuenta con unicamente dos secuencias disponibles secuenciadas en el
presente trabajo. Sin embargo, Fisher & Smith (2008) mencionaron que la
interpretacion de los agrupamientos realizados mediante el uso de codigo de barras
es altamente sensible al numero de especimenes (secuencias) y numero de haplotipos
analizados. De esta forma los resultados obtenidos pueden variar con el aporte de
nuevas secuencias de una misma especie de distintas regiones geograficas que aporte
variabilidad intraespecifica. También es relevante establecer la divergencia
intraespecifica de la especie y del género, como se ha observado en copépodos de la
familia Pontellidae en el Golfo de California donde se ha reportado una divergencia
intraespecifica de hasta 7.7% en Labidocera acuta y 3% en Pontellina plumata
(Beltran-Castro, 2014). Subeucalanus subtenuis form¢é igualmente dos diferentes
BIN’s, dejando en evidencia la carencia de estudios de taxonomia integrativa en
especies de este género. Al realizar las comparaciones en la base de datos publicos
(GenBank) se puede evidenciar la falta de consenso entre las especies. Es decir, una
misma secuencia presenta altos porcentajes de similitud (>98%) con especies del
género y con especies de otros géneros indicando que esta parte del gen es altamente
conservada. El presente estudio corrobora la falta de claves taxondmicas de
identificacion de especies actualizadas e investigaciones recientes apoyadas con el
uso de nuevas tecnologias como la microscopia electrénica de barrido (MEB),
microscopia confocal y genética. Las especies S. mucronatus y S. subtenuis tienen
distribucion biogeografica circumglobal (Razouls et al., 2005). Sin embargo, la
inconsistencia en el porcentaje de similitud con distintas especies sugiere que las

especies de este género necesitan una revision taxonémica y sistematica profunda
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con posibilidad de encontrar especies cripticas, hermanas o que simplemente es un
grupo de copépodos que los cientificos de distintos paises con ditsinto nivel de
experiencia taxnémica confunden y asignan una errénea identificacion morfolégica a
una secuencia CO1. El uso de datos genéticos posee la capacidad de discriminar
especies hermanas, especies cripticas o identificar haplotipos endémicos imposibles
de discriminar mediante uso exclusivo de caracteres diagndsticos morfolégicos (Hedin,
1997; Bond & Sierwald, 2002; Bond, 2004). Claramente, los datos moleculares son un
complemento de evidencia critica para numerosos estudios de taxonomia basado en
caracteres diagnosticos morfoldgicos, biogeografia y evolucion. Las diagnosis
moleculares pueden en un futuro cercano permitir la identificacion rapida de especies

una vez definido los criterios de discriminacion especifica entre estas (Bond, 2004).

Estructura de la comunidad de copépodos en Cabo Pulmo

El presente estudio demostré que 21 especies de copépodos de los ordenes
Calanoida y Poecilostomatoida dominaron en términos de abundancia la comunidad
tropical de zooplancton y por su biomasa las 49 especies de copépodos registradas
en el PNCP durante 2014-2015. Los copépodos representaron el 64% del total de la
abundancia de zooplancton indicando su relevante funcién ecoldgica en la red tréfica
pelagica del PNCP. Anomalias positivas de TSM y anomalias negativas de Chl-a se
observaron durante un periodo mayor al de 2014-2015 con relacién a series de tiempo
TSM y Chl-a 2002-2018 (Ahern et al., 2018). Los valores positivos de PDO indican
una fase de calentamiento se observaron durante 2014-2015. Sin embargo, se
observaron dos periodos calidos distintos causados por procesos oceanograficos y
meteoroldgicos diferentes en la regiéon del PNCP. El primer periodo anormalmente
calido se observo entre enero y agosto de 2014, no asociado con valores positivos de
MEI> 0.5 (Figura 2A), si no con un posible origen como onda de calor regional
detectada simultaneamente, pero independiente, de un evento de una onda de calor

marina mas grande del Pacifico norte llamado "The Blop" (Bond et al. , 2015; Kintisch,
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2015; Peterson et al., 2015; Carrillo-Aguilar 2018; Frolicher y Laufkotter, 2018; Brodeur
et al., 2019). Este fendmeno de calentamiento anémalo en el Pacifico noroeste fue
causado por unas tasas inferiores de pérdida anormal de calor del océano a la
atmosfera causando un debilitamiento de la zona de alta presion atmosférica en el
Golfo de Alaska (Bond et al., 2015; Di Lorenzo & Mantua, 2016). Sin embargo, las
causas oceanograficas de la onda de calor regional en el sur del Golfo de California
durante 2013-2014 aun no es bien comprendida (Carrillo-Aguilar, 2018). De hecho, los
procesos que conducen a la acumulacion, persistencia y descomposicion de las ondas
de calor marinas en todo el mundo en general aun no se comprenden bien (Frolicher
& Laufkotter, 2018). Sin embargo, esta onda de calor del Blop causo notables cambios
en la estructura de la comunidad del macro zooplancton y micro necton en la region
costera de surgencia de Oregon, asociada con esta onda de calor sin precedente del
2014 (Brodeur et al., 2019). El segundo periodo anormalmente calido registrado entre
noviembre de 2014 y diciembre de 2015 en PNCP fue causado por la influencia de El
Nifo ecuatorial 2015 (Jacox et al., 2016; Frischknecht et al., 2017; Peterson et al.,
2017; Sanchez-Velasco et al., 2017). El evento de calentamiento de El Nifio ecuatorial
2015-2016 en California fue mas débil de lo esperado, debido a anomalias en la
temperatura de la superficie del mar tropical; los campos de temperatura y densidad
reflejan la persistencia de anomalias multianuales de temperatura ocasionales a las
causadas por el evento El Nifio 2015-2016 (Jacox et al., 2016); tal como se registrd en
el sur del Golfo de California (Sanchez-Velasco et al., 2017; Ahern et al., 2018). Las
series de tiempo TSM y Chl-a superficial del mar mostraron un proceso progresivo de
calentamiento y anomalias negativas en la concentracion de Chl-a superficial durante
2008-2018 en PNCP (Ahern et al., 2018). Estudios oceanograficos previos en el PNCP
(Trasvina-Castro et al., 2012; Carrillo-Aguilar, 2018) y las imagenes satelitales de
corrientes marinas y las mediciones con ADCP de 3— 5 m de profundidad en la columna
de agua (Figura 3A,B) indican que las corrientes superficiales en CPNP generalmente
fluyen hacia el norte durante la temporada célida (junio-noviembre) y hacia el sur
durante la temporada fria (diciembre-mayo). La variabilidad no estacional de las

corrientes de la superficie del mar probablemente se asocia con la influencia de
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estructuras de meso escala como remolinos y corrientes de chorro, como se observo

con anterioridad al sur del PNCP (Apango-Figueroa et al., 2015).

La riqueza y abundancia de especies de copépodos tropicales fue mayor
durante el evento El Nifio Ecuatorial 2015 que durante el periodo de onda de calor
regional de enero a junio de 2014. Se observo un notorio aumento relativo de la
biomasa de carbono de octubre de 2014 a diciembre de 2015 debido a la aparicion e
incremento de abundancia de tres grandes especies tropicales de copépodos: S.
subtenuis, S. subcrassusy E. indica. Por otro lado, el método de muestreo utilizado no
afecté de manera importante la capacidad de recolectar copepodos en la columna de
agua debido a que el sitio de muestreo tiene una profundidad < 30m y la hora de
recolecta fue siempre al medio dia, por lo que la migracién vertical de los copépodos
posiblemente fue insignificante. Ademas los copépodos en el habitat oceanico del
Golfo de California generalmente se concentran dentro de los primeros 50 m de
profundidad independientemente de la hora del dia (Palomares-Garcia et al., 2013;
Cruz-Hernandez et al., 2018, 2019). Los copépodos calanoides de la zona de
convergencia entre el agua tropical de transicion y el agua de la corriente de California
en la boca del Golfo de California, registrada durante junio de 2010 mostraron
abundancias significativamente mas altas en agua tropical (24,704 inds./1000 m3,
representado por S. subtenuis 'y Centropages furcatus) que en agua subtropical (3,304
inds./1000 m3; por Euchaeta indica y Centropages elongatus) y la zona frontal (4,453
inds./1000 m3; por Scolecithrix bradyi y Heterorhabdus papilliger) (Cruz-Hernandez et
al., 2019). Estos patrones espaciales en la boca del Golfo de California, en funcion de
las masas de agua, explican el aumento de la abundancia y la riqueza de especies
tropicales observado durante El Nifio Ecuatorial 2015 en PNCP con la adveccion hacia

el norte del agua de transicion tropical.

La abundancia de todos los grupos taxondmicos de zooplancton, recolectados
en el PNCP durante 2014-2015, fue en promedio menor que la del zooplancton en
Bahia Magdalena (Hernandez-Trujillo et al., 2010), Bahia Concepcion (Palomares-
Garcia et al., 2002), Navachiste (De Silva-Davila et al., 2006) y Barra de Navidad
(Franco-Gordo et al., 2015) (Figura 14A, B; Anexo 1). Sin embargo, la abundancia de
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zooplancton en el PNCP fue ligeramente mayor que el zooplancton recolectado en
Bahia de La Paz (Lavaniegos & Gonzalez-Navarro, 1999), Puerto Escondido (Gémez-
Gutiérrez, datos no publicados), y Las Guasimas, Sonora (Alvarez-Tello et al., 2015).
El Analisis de Agrupamientos de una via de la abundancia y estructura comunitaria de
zooplancton identificado a grandes grupos taxondmicos comparados en ocho
ubicaciones en el noroeste de México, mostré cuatro grupos con un corte del 70% de
esta informacion (Figura 14A,B; Anexo 1). Uno que cubre el area entre Bahia
Magdalena, al sur del Golfo de California y Cabo Corrientes Jalisco; un segundo en la
costa oeste del Golfo de California entre Bahia de La Paz y Puerto Escondido, y los
dos restantes se ubicaron en la regién central del Golfo de California mostrando un
gradiente latitudinal coherente que concuerda con la distribucion de las masas de agua
(Portela et al., 2016) (Figura 14A, B; Anexo 1).

Ademas, las asociaciones de especies de copépodos en el PNCP fue mas
similar a los reportados en el Pacifico Central Mexicano (Gémez-Gutiérrez et al., 2014;
Kozak et al., 2014; Rojas-Herrera et al., 2016) y la costa oeste de Baja California
peninsula (Palomares-Garcia & Gomez-Gutiérrez, 1996; Lopez-lbarra & Palomares-
Garcia, 2006; Hernandez-Trujillo et al., 2010) que los reportados en las regiones
central y norte del Golfo de California (Brinton et al., 1986; Lavaniegos & Gonzalez-
Navarro, 1999; De Silva-Davila et al., 2006; Lavaniegos et al., 2012) (Figura 14A,B;
Anexo 1). Por lo tanto, el PNCP se considera un ecosistema de abundancia de
zooplancton cercano al promedio en la regién noroeste de México que actualmente
sostiene un arrecife de coral tropical y un ecosistema de arrecife rocoso
ecologicamente saludable (Aburto-Oropeza et al., 2011, 2015). La abundancia total y
la estructura comunitaria del zooplancton en PNCP fueron similares a los estudios
ubicados en Bahia Magdalena y al sur del Golfo de California y distintos del
zooplancton del centro del Golfo de California (Figura 14A, B). Este patrén regional
latitudinal coincide con los gradientes ambientales latitudinales asociados con las
masas de agua de la region (Portela et al., 2016), que apoyan la explicacion de la

distribucién de las especies encontradas.
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El conjunto de especies de copépodos observado en el PNCP durante 2014—
2015 fue predominantemente tropical, pero con baja riqueza de especies, incluidas 49
especies que contrastan con aproximadamente 480 especies registradas en la region
del Pacifico Ecuatorial Tropical (Razouls et al., 2005-2019; Suarez-Morales & Gasca,
1998), 197 especies en el Pacifico mexicano (Hernandez-Trujillo & Esqueda-
Escarcega, 2002), 130 especies en el Golfo de California (Brinton et al., 1986;
Hernandez-Trujillo & Esquivel-Herrera, 1989; Palomares-Garcia et al., 1998, 2013) y
entre 55-78 especies en la boca del Golfo de California (Gémez-Gutiérrez &
Hernandez-Trujillo, 1994; Cruz-Hernandez et al., 2018, 2019). La baja riqueza de
especies de copépodos de afinidad biogeografica tropical en el PNCP se explica
porque el habitat poco profundo y costero con <30 m de profundidad del fondo marino
y regularmente se encuentra bajo la influencia predominante de la masa de agua
tropical de transicidn durante todo el ano (Portela et al., 2016). El esfuerzo de
investigacion en habitats oceanicos y mas profundo en la columna de agua ha
reportado una mayor riqueza de especies de copépodos (Palomares-Garcia et al.,
2013; Cruz-Hernandez et al., 2018, 2019). Por lo tanto, predecimos que incluso
durante los afos anormalmente frios, las especies de copépodos de afinidad

biogeografica tropical seguirian siendo numéricamente dominantes en el PNCP.
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Figura 14. A) Mapa de las ubicaciones de las siete series de tiempo de zooplancton con >1 afio de
duracion de grandes grupos taxondmicos recolectados en la region noroeste de México para comparar
con la abundancia de zooplancton recolectada en PNCP (2014-2015). B) Analisis de agrupamiento de
la abundancia total de grandes grupos taxonémicos de zooplancton recolectados utilizando la misma
metodologia en ocho localidades del noroeste de México obtenidas de BM = Bahia Magdalena
(Hernandez-Trujillo et al., 2010), BC = Bahia Concepcion (Palomares-Garcia et al., 2002), BLP = Bahia
de La Paz (Lavaniegos-Espejo & Gonzalez-Navarro, 1999), PE = Puerto Escondido (Goémez-Gutiérrez,
datos no publicados), PNCP = Parque Nacional Cabo Pulmo (presente estudio) en la Peninsula de Baja
California; LS = Las Guasimas, Sonora (Alvarez-Tello et al., 2015), NV = Navachiste, Sinaloa (De Silva-
Davila et al., 2006) y BN = Barra de Navidad, Jalisco (Franco-Gordo et al., 2015). La estructura
comunitaria del zooplancton del Parque Nacional Cabo Pulmo se parece mas al zooplancton de Bahia

de La Paz y Loreto que a Bahia Magdalena y Bahia Concepcion.

Las asociaciones de especies de copépodos también cambiaron con el patron
estacional de la corriente superficial del mar que durd aproximadamente seis meses
cada uno (Figura 3A, B) y con el patrén de variabilidad de la temperatura superficial
del mar divide la zona en una temporada fria durante diciembre-abril, una transicion
frio-calor en mayo, una temporada calida durante junio-octubre, y una transicién de
frio-calor en noviembre (Hidalgo-Gonzalez & Alvarez-Borrego, 2004). La transicion de
frio-calor en el PNCP observada durante 2000-2018 comienza en mayo, un mes antes

de lo reportado considerando el promedio de la mayor parte del Golfo de California

72



(Hidalgo-Gonzalez & Alvarez-Borrego, 2004). Asi mismo, las asociaciones de
copépodos y el zooplancton identificado a grandes grupos no presentaron una
correlacion significativa con los ciclos de marea vivas vs muertas, cuya duracion
aproximada es de siete dias. El biovolumen del zooplancton y la abundancia total de
copépodos disminuyeron en Bahia Magdalena durante dos eventos distintos de El
Nifio ocurridos durante 1982-1983 y 1997-1998 (Palomares-Garcia & Gomez-
Gutiérrez, 1996; Lopez-lbarra & Palomares-Garcia, 2002). Teniendo en cuenta esta
respuesta ecoldgica del zooplancton, especulamos que la abundancia total de
copépodos en el PNCP probablemente fue mas baja durante 2014-2015 de lo
esperado durante los afos frios andmalos observados a principios de |la década de
2000 (Ahern et al., 2018). La anomalia positiva TSM observada en el PNCP durante
2014 se asocio con una onda de calor regional que ocurrid simultdneamente pero
independientemente del evento de calentamiento "The Blob" observado en el Pacifico
Norte, que aparecié durante el final de 2013 y casi todo 2014 en el Pacifico Norte
(Kintisch, 2015; Carrillo-Aguilar, 2018; Bond et al., 2015; Peterson et al., 2015; 2017).
Esta condicion de calentamiento se prolongé en el sur del Golfo de California con la
llegada de El Nifio ecuatorial 2015-2016 (Sanchez-Velasco et al., 2017). La especie
Cl. furcatus, Copilia mirabilis y C. darwinii fueron estadisticamente significativas
especies indicadoras de las condiciones de El Nifio 2015, coherentes con sus patrones
conocidos de distribucién biogeografica de afinidad tropical (Razouls et al., 2005-2019;
Gomez-Gutiérrez et al., 2014; Kozak et al., 2014). La abundancia relativa de 45
especies tropicales aumenté 86% durante 2014 a 95% de 39 especies durante 2015,
en respuesta a un periodo prolongado de anomalias positivas de la TSM. Dichas
condiciones climatoldgicas tropicales se prolongaron durante 2016 y se relajaron
ligeramente durante 2017 (Sanchez-Velasco et al., 2017; Ahern et al., 2018; Carrillo-
Aguilar, 2018). Predecimos un aumento en el porcentaje de especies tropicales
durante los futuros periodos de calentamiento mas frecuentes y prolongados, como se
observé previamente en el PNCP (Ahern et al., 2018) y el centro del Golfo de California
(Robinson et al., 2013, 2016). Este patron de tropicalizacién también se ha observado
en la regién noroeste de México durante eventos anteriores de El Nifio en el noroeste

de México (Palomares-Garcia & Gomez-Gutiérrez, 1996; Hernandez-Truijillo, 1999;
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Lavaniegos & Gonzalez-Navarro, 1999; Lopez-lbarra & Palomares-Garcia, 2006;
Pelayo-Martinez et al., 2017).

La abundancia de copépodos en el ecosistema pelagico es un indicador
ecoldgico util que complementa la riqueza, diversidad y dominancia de lacomunidad
de copépodos (Kozak et al., 2014). Sin embargo, la abundancia por si sola proporciona
informacion limitada sobre la relevancia ecoldgica troéfica de cada especie debido al
amplio espectro del tamafio del cuerpo que existe entre las especies de copépodos
(variabilidad interespecifica) y a la variabilidad debido al ciclo de desarrollo
ontogenético (variabilidad intraespecifica). En el presente estudio se obtuvo una
observacion inesperada del aumento de la abundancia y la biomasa de S. subcrassus
y S. subtenuis asociado con la adveccion hacia el norte de agua tropical durante el
evento EI Nifio 2015. Subeucalanus subcrassus 'y Ce. furcatus fueron las especies mas
abundantes que representaron el 62% de la abundancia total registrada en la region
de Cabo Corrientes durante El Nifio 1997-1998; pero sin un aumento evidente de la
riqueza de especies en esta region tropical en Cabo Corrientes relacionada con la
influencia de El Nifio 1997-1998 (Kozak et al., 2014). La biomasa de todo el conjunto
de especies de copépodos aumentd considerablemente con la llegada de estas dos
grandes especies tropicales durante octubre de 2014 a diciembre de 2015. Este
aumento de biomas posiblemente favorecid que estas especies fueran presas
abundantes para los depredadores de zooplancton que habitan el ecosistema de
arrecifes de coral y arrecifes rocosos del PNCP. El analisis de la biomasa de carbono
de copépodos y la longitud del prosoma, en lugar de la abundancia que se usa con
mas frecuencia en estudios ecoldgicos, cambié radicalmente la interpretacion
ecologica de qué especies de copépodos desempefian una funcién trofica relevante
clave en este ecosistema tropical. Las especies, S. subtenuis y S. subcrassus
contribuyeron en gran medida con biomasa para las especies zooplanctofagas
bentdnicas y pelagicas en el PNCP, contrastando con las observaciones previas en
ecosistemas templados. Turner (2004 ) informé que los copépodos de pequefio tamano
son los enlaces de carbono mas relevantes en las redes alimentarias templadas
marinas, porque son los principales organismos herbivoros y presas del zooplancton

carnivoro. Proporcionamos pruebas contundentes de que, el calentamiento regional
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anémalo en el PNCP, durante el periodo de estudio favorecio la prevalencia de un
conjunto de copépodos tropicales durante todo el afio, dominado por copépodos de
tamano pequefo durante ambos afos, y que dos especies tropicales y oceanicas de
mayor talla aumentaron significativamente la biomasa de carbono de la comunidad de
copépodos durante El Nifio 2015, lo que probablemente influyé en PNCP debido a su
estrecha plataforma continental y la dinamica oceanografica que se producen en la

boca del Golfo de California.
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Conclusiones

El gen CO1 en Neocopepoda posee una extension de 1528 pb, considerando
como base de comparacion el genoma mitocondrial completo de T. japonicus. Se
obtuvieron un total de 30 oligonucledtidos distintos para amplificar el gen CO1 de
copépodos, el 24% de estos flanquean la region de interés. Se determind que en
general estos oligonuclettidos son usados con la técnica de PCR anidado; a partir de
esta informacion se disefiaron dos pares de oligonucledtidos universales para
Neocopepoda Neocop-CO1-22F y Neocop-CO1-837R Yy el par interno Neocop-CO1-
205F y Neocop-CO1-679R debid a que cumplieron con la mayor parte de las
caracteristicas deseables y promete incrementar el éxito de amplificacion y
secuenciacion en diversas especies de Neocopepoda.

Se identificaron molecularmente un total de 20 grupos (BIN’s) que corresponden
a 18 especies nominales identificadas mediante caracteres diagnésticos morfoldgicos,
por lo cual, esta la posibilidad de que las especie problema S. subtenuis y S.
mucronatus que formaron dos grupos diferentes cada uno y en el analisis Blast
realizado con similitudes > 98% con especies de otras partes del mundo (incluyendo
incluso algunas especies género distintos) pero todos pertenecientes a la familia
Eucalanidae. Existe la posibilidad que los especimenes de estas secuencias sean
especies diferentes, posiblemente cripticas o de la familia Eucalanidae que requieren
una revision taxondmica exhaustiva aplicando herramientas y tecnologia en
microscopia mas avanzada, y asi poder actualizar y realizar pecisiones a las claves de
identificacion taxondmica.

Los copépodos aportaron el 64% de la abundancia total en los grupos del
zooplancton seguido por los quetognatos, la riqueza de los grupos taxonémicos de
zooplancton recolectados durante ambos afos fue mayor durante la temporada calida,
cuando la abundancia relativa de copépodos era baja en comparacion con la
temporada fria. Se identificaron 49 especies de copépodos pelagicos, 14% mas en
2015 que en 2014. O. venusta, P. parvus y C. jobei fueron las especies mas
abundantes; se pudieron diferenciar dos comunidades estacionalmente asociadas a

temporada fria (noviembre-abril) y calida (mayo-octubre). Acartia tonsa fue una
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especie indicadora de la onda de calor registrada durante el 2014 y C. darwinii, C.
mirabilis y Cl. furcatus fueron especies indicadoras de El Nifio Ecuatorial 2015. Dos
grandes especies de copépodos tropicales llegaron al PNCP al comienzo de El Nifio
2015 presentando gran parte de la abundancia de copépodos y la biomasa de carbono
disponible para los depredadores de zooplanctéfagos que habitan este ecosistema de
arrecifes rocosos y de coral. Aunque O. venusta fue la especie mas abundante en toda
la serie de tiempo de abundancia de copépodos, S. subcrassus y S. subtenuis fueron
las dos especies que contribuyeron con la mayor parte de la biomasa de carbono de
la comunidad de copépodos presentes en el PNCP durante la mayor parte de 2015.
Estas especies probablemente desempefan una funcion ecoldgica relevante pero
insospechada en la trama alimentaria marina de este ecosistema costero tropical. Se
concluye que la proporcién de especies de copépodos pelagicos de afinidad tropical
aumento por la influencia de El Nifio Ecuatorial, asi como su biomasa en carbono, en
comparacion con un afo previo a su llegada, con una persistencia de anomalias

positivas de TSM y una baja concentracion de Chl-a.

77



Recomendaciones

Es necesario continuar con la siguiente fase del disefio de los oligonucleotidos
y la estandarizacién del protocolo de amplificacion, probando los oligonucle6tidos con
las especies de Neocopepoda que tengan problema staxonédmicos pero que aun no se
han podido obtener sus codigos de barras. Asi mismo, es imprescindible continuar con
el esfuerzo mundial de la construccion de bibliotecas genéticas de codigos de barras
en bases de datos publicas adecuadamente curadas, con la intencion de robustecer
los analisis de identificacion molecular de especies. Esta informacién va a dar paso al
desarrollo de las técnicas y tecnologias de secuenciacion de nueva generacion como
el metabarcoding. El uso de los oligonucledtidos internos propuestos en el presente
estudio pueden ser de gran utilidad, por lo que se recomienda realizar pruebas y
comparaciones en muestras de zooplancton y hacer una comparacion de la tasa de
eficiencia de las secuencias obtenidas usando los oligonucleétidos propuestos en el
presente estudio y los oligonucledtidos “universales” de Folmer et al. (1994). Este
analisis permitira inferir y comparar su eficiencia en la cuantificacién de biodiversidad
de Neocopepoda. Asi mismo, es necesaria una revision taxondmica de la familia
Eucalanidae, en especial al género Subeucalanus, derivado de la incertidumbre en los
porcentajes de similitud observada con las secuencias actualmente disponibles en las
bases publicas de BoldSystem y GenBank. Es necesario el uso no solo de las técnicas
moleculares, sino que también de microscopia electrénica de barrido y actualizar las
claves taxondmicas dicotomicas basadas en caracteres diagndésticos morfoldgicos en

un esfuerzo por realizar en la medida de lo posible taxonomia integrativa.

Se considera necesario continuar con el monitoreo y cuantificacion de la
comunidad de zooplancton en el PNCP, en especial a la comunidad de copépodos,
que aportan alta abundancia y una mayor cantidad de carbono al ecosistema marino .
El presente estudio se realizé en un periodo de calentamiento prolongado, que, aunque
fueron de origen distinto no se pudo contrastar con anomalias negativas como
sucederia durante periodos bajo la influencia de La Nifia. Estas estimaciones de
abundancia y biomasa como indicadores de la productividad del ecosistema permiten
inferir el impacto que causa en esta zona de importancia turistica, social y cultural, un

fendmeno de calentamiento anomalo y falta evaluar esto bajo una fase fria.
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Anexo 1. Abundancia media de zooplancton identificada por grandes grupos taxonémicos (ZA, ind. 1000m-3) y abundancia relativa (%) recolectada

con una red de plancton de malla de 333 um en Bahia Magdalena (Hernandez-Trujillo et al., 2010), Bahia Concepcién (Palomares-Garcia et al.,

2002), Bahia de La Paz (Lavaniegos y Gonzalez-Navarro, 1999), Puerto Escondido (Bahia de Loreto) (Gomez-Gutiérrez, datos no publicados) y el

Parque Nacional Cabo Pulmo (presente estudio) en el estado de Baja California Sur; LG = Las Guasimas, Sonora (Alvarez-Tello et al., 2015), Bahia
de Navachiste, Sinaloa (De Silva-Davila et al., 2006), Barra de Navidad, Jalisco (Franco-Gordo et al., 2015), México * = densidad <0.001, nd = sin

datos disponibles). Las ubicaciones de todos los sitios de muestreo de zooplancton se muestran en la Figura 14.

Bahia Magdalena

Bahia Concepcion

Puerto Escondido

Bahia de La Paz

Cabo Pulmo National Park

Las Guasimas

Bahia Navachiste

Barra de Navidad

Taxa ZA % ZA % ZA % ZA % ZA % ZA % ZA % ZA %

Foraminifera 0 0 0 0 179.16 0.04 5456.5 0.86 4266.6 0.54 1445.0 0.34 16.3 0.002 0 0.00
Radioaria 0 0 0 0 34.62 0.01 2467.4 0.39 22182.8 2.81 0 0.00 0 0.000 0 0.00
Rotifera 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 215.0 0.05 0.0 0.000 0 0.00
Tintinnida 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 510.0 0.12 0.0 0.000 0 0.00
Bryozoa 2089.3 0.15 0 0 288.21 0.06 412.5 0.07 412.4 0.05 12915.0 3.03 0.0 0.000 0.00
Hidroidea 5522.4 0.39 0 0 0 0 0 0 50.3 0.01 0 0.00 32751.5 3.553 0 0.00
Jellyfish 0 0 27765 2.57 93.25 0.02 1630.3 0.26 261.2 0.03 5940.0 1.39 0.0 0.000 0 0.00
Ctenophora 0 0 0 0 2.77 0 0 0 3.8 0 11740.0 2.76 871.0  0.094 500.0 0.05
Siphonophorae 2609.9 0.18 925 0.09 564.88 0.12 17197 2.72 6520.1 0.83 11000.0 2.58 3222.4 0.350 1666.7 0.17
Annelida 1803.4 0.13 446.87 0.09 698.2 0.11 1928.6 0.24 5440.0 1.28 1102.2 0.120 6000.0 0.61
Pteropoda 1430.1 0.1 1265 0.12 1216.65 0.25 9471.3 1.5 0 0 0 0.00 56.2 0.006 12666.7 1.28
Heteropoda 0 0 0 0 46.14 0.01 1344.2 0.21 0 0 0 0.00 0.0 0.000 10333.3 1.05
Bivalvia 1699.3 0.12 430 0.04 450.61 0.09 949.8 0.15 1098.3 0.14 6960.0 1.63 664.1 0.072 0 0.00
Gastropoda 8311.6 0.59 66200 6.12 5023.4 1.05 0 * 19501.7 2.47 62880.0 14.76 11061.3 1.200 0 0.00
Cephalopoda 0 0 0 0 5.88 0 71.5 0.01 114 0.01 0 0.00 0.0 0.000 186.6 0.02
Chaetognatha 94682.1 6.68 80385 7.43 41652.98 8.69 71443.6 11.3 96177.8 12.18 19791.3 4.65 63378.4 6.875 11666.7 1.18
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Nemertea 182.6  0.01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 0.0  0.000 0 0.00
Cladocera 90746.1 6.4 505400 46.71 6194.81 1.29 16378  2.59 21791.3 276 1686850  39.60 61849.9  6.709  57000.0 5.77
Cirripedia 6663.6  0.47 2000 0.18 8213 017 5849  0.09 169.4 0.02 16065.0 3.77 51069  0.554 0 0.00
Copepoda 937491.6 66.15 161685 14.94  323421.74 67.47 250188.6 39.58 505230.5 63.98 13329.8 3.13 449791.3 48.789 705666.7 71.47
Ostracoda 717.8 0.05 220 0.02 1738.32 0.36 1041.7 0.16 3476.5 0.44 3170.0 0.74 30.3 0.003 0 0.00
Stomatopoda 1887.8  0.13 1690 0.16 10.96 0 1138  0.18 7433.5 0.94 0 0.00 898.6  0.097 0 0.00
Mysida 4438  0.03 3.73 0 10417  0.16 3796.3 0.48 0 0.00 80.1  0.009 18333  0.19
Amphipoda 967.6 0.07 400 0.04 507.46 0.1 1570.4 0.25 4122.1 0.52 1470.0 0.35 1411.1 0.153 353333 3.58
Isopoda 80.3 0.01 0 0 23.22 0 0 0 40.4 0.01 310.0 0.07 69.6 0.008 0 0.00
Cumacea 11.7 0 0 0 0 0 0 0 1.5 0 790.0 0.19 57.7 0.006 0 0.00
Euphausiacea 17545.2 1.24 420 0.04 60448.93 12.61 152181 2.41 11094.3 1.4 0 0.00 0.0 0.000 49000.0 4.96
Decapoda 1414492  9.98 26045  2.41 1750.04  0.37 180970.1 28.63 21921.8 2.78 8558.8 2.01 261615.27 28378  68000.0  6.89
Echinodermata 22386.8 1.58 0 0 196.4  0.04 14547  0.23 2116.2 0.27 165.0 0.04 2935  0.032 0 0.00
Ophiuroidea 0 0 0 0 378.42 0.08 0 0 0 0 0 0.00 1363.5 0.148 0 0.00
Thaliacea 5863.4 0.41 3700 0.34 27973.26 5.84 15218.1 2.41 5708.6 0.72 11955.0 2.81 28.6 0.003 12000.0 1.22
Larvacea 60887.3 43 203450 18.8 570493 1.19 361535 5.72 13573.1 1.72 28077.5 6.59 3527.9  0.383 500.0 0.05
Teleostei eggs 10644.1 0.75 nd nd 81.99 0.02 nd nd 35539.1 45 nd nd 20410.2 2.214 12000.0 1.22
Teleostei larvae 1106.9 0.08 nd nd 101.72 0.02 nd nd 1163.4 0.15 33945.0 7.97 2217.5  0.241 3000.0 0.30
Platyhelminthes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 450.0 0.11 11.4 0.001 0 0.00
Phoronidea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 190.0 0.04 5.6 0.001 0 0.00
Pynogonid 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00 329  0.004 0 0.00
Total 1417 223.7 1081 980.0 479 362.7 632 100.3 789 695.6 425 997.3 921 909.1 987 353.0
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Anexo 2. Numero de acceso de especies perteneciente a Neocopepoda y organismos utilizados como

grupo hermano para el disefio de oligonucleétidos, provenientes de la plataforma de GenBank; *

especies tomadas como grupo hermano.

Orden

Especie

No. de Acceso

Calanoida

Acartia hudsonica
Acartia negligens
Acartiella gravelyi
Acatrtiella keralensis
Acartiella sinensis
Acrocalanus andersoni
Acrocalanus gibber
Acrocalanus gracilis
Acrocalanus longicornis
Acrocalanus monachus
Calanopia thompsoni
Calanopia thompsoni
Calanopia thompsoni
Calanus euxinus
Calanus glacialis
Calanus glacialis
Calanus glacialis
Calanus helgolandicus
Calanus helgolandicus
Calanus hyperboreus
Calanus hyperboreus
Calanus hyperboreus
Calanus pacificus

Calanus pacificus californicus

Calanus sinicus
Calocalanus contractus
Calocalanus curtus
Calocalanus minutus
Calocalanus pavo
Calocalanus pavo
Calocalanus styliremis
Calocalanus tenuis
Candacia bradyi
Candacia catula
Candacia catula
Candacia discaudata
Candacia ethiopica
Candacia ethiopica
Candacia pachydactyla
Candacia simplex
Candacia truncata
Candacia truncata
Canthocalanus pauper
Canthocalanus pauper
Centropages abdominalis
Centropages tenuiremis
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MG936369
EU856813
KU613359
KU215881
KF977239
JQ911963
JQ911964
JQ911965
JQ911966
EU599511
AY 145429
KF977245
KF977247
AY604519
KF271682
KX675684
KX675693
AF332761
JX995225
NC 01962
JX678968
MG319633
AB379975
AF332763
EU603281
KC287499
JQ911970
JQO11971
KP861438
JQ911972
KP861439
KC287651
KF977251
KP068662
KP068664
HM045300
AY 145434
HM045297
HMO045301
KP861437
HMO045304
HM045302
EU856809
EU856810
EU599516
KF977253



Centropages tenuiremis
Centropages violaceus
Clausocalanus arcuicornis
Clausocalanus arcuicornis
Clausocalanus furcatus
Clausocalanus furcatus
Clausocalanus jobei
Clausocalanus jobei
Clausocalanus parapergens
Clausocalanus paululus
Clausocalanus pergens
Euchaeta acuta
Euchaeta concinna
Euchaeta concinna
Euchaeta indica
Euchaeta marina
Euchaeta media
Euchaeta rimana
Euchaeta rimana
Labidocera euchaeta
Labidocera euchaeta
Labidocera euchaeta
Nannocalanus minor
Nannocalanus minor
Nannocalanus minor
Nannocalanus minor
Neocalanus plumchrus
Neocalanus plumchrus
Neocalanus plumchrus
Neocalanus plumchrus
Neocalanus robustior
Neocalanus robustior
Paracalanus aculeatus
Paracalanus aculeatus
Paracalanus denudatus
Paracalanus gracilis
Paracalanus indicus
Paracalanus parvus
Paracalanus parvus
Paracalanus parvus
Paracalanus parvus
Paracalanus quasimodo
Pontellina plumata
Pontellina plumata
Pontellina plumata
Pontellina plumata
Pontellina plumata
Pontellopsis armata
Pontellopsis perspicax
Pontellopsis regalis
Pontellopsis tenuicauda
Pontellopsis yamadae
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EU599521
KC287515
AF332772
KC287522
KC287553
KC306400
KC287576
KC287569
KC287589
KC287601
KC287609
KP861433
KF977273
EU599536
KY421046
EU599537
GU171301
HM045307
HM045308
KF977282
KF977284
EU599538
KC287718
GU171286
KC287729
KC287737
AB099283
AB099285
AB099266
AB099245
MH159138
MH159136
EU856807
KC287770
KP861427
KF977308
MH818603
EU856801
EU856803
MH818639
MH818632
MH818743
KP068679
GU171323
GU171324
EU599547
EU599548
KT186893
KC287867
AB206444
AB206445
JQ714070



Subeucalanus crassus

HM045347

Subeucalanus monachus KX100483
Subeucalanus subcrassus KF977345
Subeucalanus subcrassus KF977347
Subeucalanus subtenuis HMO045335
Temora discaudata EU599554
Temora discaudata EU599555
Temora discaudata KJ940171
Temora longicornis JX995147
Undinula vulgaris MH159158
Undinula vulgaris GU171333
Undinula vulgaris EU599561
Undinula vulgaris EU599562
Cyclopoida Corycaeus crassiusculus KY923193
Corycaeus crassiusculus MF457915
Corycaeus speciosus MF077910
Corycaeus speciosus KR816563
Oithona attenuata KC594140
Oithona nana KU982947
Oithona plumifera KU982959
Oithona plumifera KU982960
Oithona similis EU599544
Oithona simplex KC594151
Oncaea curta KX650376
Oncaea media KT369530
Oncaea scottodicarloi KX650375
Paracyclopina nana EU877959
Sapphirina angusta GU171328
Sapphirina angusta KT345968
Sapphirina opalina JX503000
Sapphirina opalina JX503001
Sapphirina scarlata HM045348
Sapphirina scarlata KT351343
Sapphirina stellata KT354294
Harpacticoida Amphiascoides atopus KF667526
Macrosetella gracilis MG742365
Macrosetella gracilis DQ989142
Tigriopus californicus DQ913891
Tigriopus californicus DQ917373
Tigriopus californicus DQ917374
Tigriopus japonicus AY959338
Tigriopus japonicus AB060648
Siphonostomatoida Lepeophtheirus salmonis EU288200
Lepeophtheirus salmonis AY625897
Lepeophtheirus salmonis AY625897
Lernaea cyprinacea KM235194
Pandarus rhincodonicus HG942363
Sinergasilus polycolpus KR263117
Carcinoscorpius
*Cangrejo Cacerola rotundicauda JQ178358
*Ciempiés Lithobius forficatus AJ270997
*Ciempiés Scutigera coleoptrata AJ507061
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