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Resumen

El fitoplancton esta compuesto por microorganismos fotosintéticos que constituyen
la base de la red trofica marina. Este estudio evalué la variabilidad espacio-temporal
de la comunidad fitoplancténica en la Laguna Ojo de Liebre (Baja California Sur,
México) durante 2021 y 2022, utilizando tres enfoques metodoldgicos: microscopia
optica, quimiotaxonomia (HPLC-CHEMTAX) y analisis moleculares con marcadores
genéticos (ARNr 18s). Se identificaron patrones térmicos bien definidos, con
temporadas fria (marzo), céalida (agosto) y transicionales (junio y noviembre), que
influyeron en la distribucion y composicion del fitoplancton. La clorofila a, como
indicador de biomasa fitoplancténica, oscilé entre 0.4 y 2.7 mg m-3, con valores
maximos en la temporada calida. Se identificaron 34 géneros fitoplancténicos,
principalmente diatomeas (céntricas y pennadas), dinoflagelados y silicoflagelados,
destacando Navicula sp. como especie dominante. En la fraccion microplancténica
predominaron diatomeas pennadas y dinoflagelados, mientras que en los tamafios
nano y picoplancténicos fueron mas abundantes las clorofitas, prasinofitas y
criptofitas. Se observd un patrén de distribucion temporal inverso: las diatomeas
aumentaron en temporadas calidas y las clorofitas en temporadas frias. Este trabajo
representa un esfuerzo pionero en el uso de técnicas moleculares para caracterizar
el fitoplancton en este humedal costero. Los analisis moleculares también
permitieron identificar organismos mixotréficos, con capacidades tanto autétrofas
como heterotrofas, lo cual refleja su adaptabilidad y relevancia ecolégica en el

ecosistema lagunar.
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1. Introduccién

El fitoplancton marino realiza funciones ecolégicas esenciales en el
ecosistema pelagico global, al desempefar un papel primordial como el principal
productor primario y base de la mayoria de las redes troficas. A pesar de que
representa menos del 1% de la biomasa fotosintética global, es responsable del
45% de la produccién primaria anual del planeta (Simon et al., 2009). Por lo anterior
tiene relacion con diferentes ciclos biogeoquimicos y la dinamica poblacional de los
ecosistemas (Simon et al., 2009; Erdogan et al., 2021; Hayward et al., 2023). Se
conforma por organismos procariotas (cianobacterias) y eucariotas, los cuales
comprenden una amplia variedad de especies, distribuidas en al menos 8 divisiones
taxondmicas (Roy et al., 2011; Jeffrey et al., 1997).

La diversidad y abundancia relativa de las diferentes especies de fitoplancton
influyen en cédmo el carbono organico formado mediante el proceso de la fotosintesis
es utilizado y transferido a través de la red tréfica (Catlett et al., 2023). Uno de los
atributos clave para esta transferencia es el tamano celular, ya que determina la
cantidad de energia y materia transferible (Irwin et al., 2006; Paczkowska et al.,
2020; Ramirez- Altamirano et al., 2023). Para esto, es importante considerar que el
fitoplancton se puede clasificar en tres clases de tamano: picoplancton (0.2-2 um),
nanoplancton (2-20 ym) y microplancton (20-200 um) (Roy et al., 2011).

El fitoplancton utiliza la radiacién solar dentro del intervalo 400-700 nm
(Radiacion Fotosintéticamente Activa o PAR por sus siglas en inglés), como fuente
de energia durante el proceso de fotosintesis para reducir el diéxido de carbono
(CO2) en azucares (Manrique-Reol, 2003). Para esto hace uso de pigmentos, que
funcionan como antenas captadoras de esta energia y se clasifican en tres grupos:
clorofilas, carotenoides vy ficobiliproteinas (Jeffrey et al., 1997). Entre las clorofilas,
la clorofila a (Chl a) se considera como el pigmento universal ya que se encuentra
presente en todas las especies de fitoplancton, a excepciéon de las cianobacterias

del género Prochlorococcus, cuyo pigmento equivalente es la Divinil Clorofila a



(DVCla) (Jeffrey et al., 1997). Existen otros pigmentos que son exclusivos de
algunos grupos (Tabla 1), estas caracteristicas hacen que los pigmentos sean
usados como un insumo para la identificacibn de grupos algales,
independientemente de la morfologia o tamafio celular de estos (Jeffrey et al.,
1997). Por ejemplo, la peridinina es un pigmento exclusivo del grupo de los
dinoflagelados, mientras que la alloxantina es representativo de las criptofitas.
Ademas, hay pigmentos con funciones alternas a la captacién de luz como los
carotenoides, que protegen a las células de la radiacion en exceso (fotoproteccion)
(Kirk, 1994).

Tabla I. Pigmentos del fitoplancton utilizados como biomarcadores de grupos algales (adaptada de
Jeffrey et al., 1997).

Pigmentos Abreviatura Grupo Algal
Todos excepto
Clorofila a Chl a Prochlorococcus
Divinil Clorofila a DVChl a Prochlorococcus
Clorofila c3 Chl cs Primnesiofitas
Clorofila b Chl b Clorofitas/Prasinofitas
Fucoxantina Fuco Diatomeas/Primnesiofitas
19'Butanoiloxifucoxantina 19'But Crisofitas/Primnesiofitas
19'Hexanoiloxifucoxantina 19'Hex Primnesiofitas
Peridinina Peri Dinoflagelados
Alloxantina Allo Criptofitas
Zeaxantina Zeax Cianobacterias / Clorofitas
Prasinoxantina Pras Prasinofitas

Existen diversas aproximaciones para evaluar la composicién taxonémica del
fitoplancton. El enfoque tradicional se basa en el uso de la microscopia optica,
siguiendo el método descrito por Utermohl (1958). Este método permite identificar
organismos en base a su morfologia, tamano y/o la formaciéon de colonias o
cadenas. Sin embargo, una limitacién importante es la dificultad para observar o
determinar con claridad la morfologia en aquellas células del pico o nanoplancton
(Hayward et al., 2023). Posteriormente surgié la quimiotaxonomia, que permite a
través de los pigmentos inferir la presencia de aquellos grupos que no se pueden
observar al microscopio, como por ejemplo las cianobacterias, clorofitas,

primnesiofitas, entre otras. La quimiotaxonomia se ha consolidado como una



herramienta fundamental para el estudio de las comunidades del fitoplancton,
facilitando una comprension mas profunda de su distribuciéon y composicién en
ecosistemas oceanicos y costeros, con especial atencidn a las especies de menor
tamafio (<10um) (Roy et al, 2011; Araujo et al., 2016). El analisis de
quimiotaxonomia se basa en el uso del programa CHEMTAX (Chemical Taxonomy),
desarrollado por Wright et al. (1996). Su aplicacion se basa en el ingreso de
informacion sobre el tipo y concentracién de los pigmentos diagndsticos o
caracteristicos presentes en una muestra, lo cual se determina mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (High Performance Liquid Chromatography
o HPLC, por sus siglas en inglés) (Roy et al., 2011).

Sin embargo, la quimiotaxonomia no permite identificar al fitoplancton
presente a un nivel taxondmico inferior (familia, género o especie). A su vez, algunas
especies no dependen exclusivamente de la fotosintesis (y de los pigmentos) para
su desarrollo, sino que presentan estrategias troficas mas complejas, por lo que su
identificacion y cuantificacion en el ambiente por estrategias convencionales resulta
un reto. Entre ellas destaca la mixotrofia, una forma de nutricion versatil que permite
a ciertos organismos obtener energia y nutrientes a través de la fotosintesis y
mediante la ingestidn de materia organica en entornos con condiciones cambiantes.
Lo anterior demuestra la necesidad de emplear enfoques complementarios para una
evaluacion mas precisa de las comunidades fitoplanctonicas (Yang et al., 2020;
Litchman, 2024).

Recientemente, se inicié el uso de marcadores moleculares que permiten
discriminar especies cripticas (organismos que son morfolégicamente
indistinguibles entre si, pero que son genéticamente distintos y pueden ser
considerados especies separadas) de manera precisa, independientemente de su
metabolismo o tamano celular (Simon et al., 2009). El uso de genes marcadores de
diversidad taxondmica permite obtener informacién directa sobre la composiciéon
taxonémica de una comunidad a niveles inferiores, lo que complementa y enriquece
el enfoque tradicional basado en caracteristicas morfologicas (Herrera-Sepulveda,
2008). El gen 18S ARNr se ha consolidado como el marcador principal flogenético

en analisis de fitoplancton eucariota, donde se destaca la regién hipervariable V4



como la mas empleada para la secuenciacién de amplicones por su equilibrio entre
especificidad y conservacion filogenética (Gong y Marchetti, 2019; Prisse et al.,
2007; Hayward et al., 2023).

1.1 Antecedentes

La Bahia San Sebastian Vizcaino se ubica en Baja California Sur (México) y
en 1988 fue declarada Reserva de la Biosfera (UNESCO,

https://www.unesco.org/en/mab/el-vizcaino). Esta reserva es una de las mas

grandes del mundo, cubre 2.5 millones de hectareas, lo que representa el 10% de
las areas naturales protegidas de México (Crespo-Guerrero y Jiménez-Pelcastre,
2016). Dentro de la reserva se encuentra la Laguna Ojo de Liebre (LOL)
considerada como una de las areas mas importantes dentro de ella. Su ecosistema
es excepcional en términos ecoldgicos, ya que ofrece una amplia variedad de
habitats que favorecen la reproduccion y crianza de diversas especies, tanto nativas
como migratorias, que reciben proteccion especial como aves, tortugas marinas,
lobos marinos, delfines y ballenas grises, que han logrado superar el estatus de
especies en peligro (SEMARNAT, 2020).

Las condiciones naturales de la laguna permiten el desarrollo favorable de
especies pesqueras muy valiosas en el mercado, lo que representa un enorme
potencial para el desarrollo y aprovechamiento sostenible (SEMAR, 2020). Por
ejemplo, se desarrollan importantes pesquerias comerciales que abarcan la captura
de almeja mano de ledén, almeja chocolata, pulpo, jaiba, entre otras. Estas
actividades pesqueras son fundamentales para la economia local y proporcionan
recursos alimenticios esenciales para la comunidad (De-Cruz-Aguero et al., 1996;
Ruiz-Verdugo et al., 2016). Por otro lado, en este lugar se encuentra una de las
industrias de produccion de sal marina mas grande del mundo, Exportadora de Sal
S.A. de C.V. produce un promedio de 7.5 millones de toneladas métricas anuales
de sal marina, la cual se exporta a diferentes paises, entre ellos Japén y Estados
Unidos, lo que genera recursos econémicos y empleo para la poblaciéon de Guerrero

Negro (Gémez-Cavazos, 2021).

10


https://www.unesco.org/en/mab/el-vizcaino

En lalaguna se han realizado estudios que han abordado diferentes aspectos
relacionados con la conservacion de su alta biodiversidad, centrados principalmente
en especies en riesgo, como vertebrados terrestres, mamiferos marinos, moluscos
bivalvos y aves (Acevedo-Cervantes 1997; Alvarez-Borrego y Granados-Guzman,
1991; Gonzalez-Ortiz y Hernandez-Alcantara, 2021). Sin embargo, a pesar de su
importancia ecoldgica y econdmica, la investigacion cientifica de Laguna Ojo de
Liebre en términos de sus productores primarios marinos es limitada (Aguila-
Ramirez et al., 2000; Millan- Nufiez et al., 1987; Sanchez-Cobarrubias, 2021). Por
lo que, la evaluacion espacial y temporal de la comunidad fitoplanctonica es un area
de oportunidad para generar informacion fundamental de esta laguna costera.

Millan-Nunez et al. (1987) estudiaron la distribucion de la concentracién de
clorofila a (Chl a), feopigmentos y la composicién taxondmica del fitoplancton en la
LOL. Estos autores reportaron a las diatomeas como el grupo dominante a lo largo
de toda la laguna, asimismo, se observé una concentracién de Chl a de hasta 3.6
mg m=3 (variacién diurna en una estacion) durante un florecimiento de la diatomea
Nitzschia longissima. Posteriormente, Arellano-Martinez (2005) realizé un estudio
enfocado en las caracteristicas ecofisiologicas de la reproduccion de la almeja mano
de ledn (Nodipecten subnodosus) en Laguna Ojo de Liebre, en donde destaca la
importancia del fitoplancton, especificamente diatomeas (Chaetoceros,
Coscinodiscus, Rhyzosolenia, Skeletonema y Thalassiosira) como su fuente de
alimento. Estas microalgas contienen esteroles, los cuales son incorporados por
estos organismos filtradores para satisfacer sus demandas fisiologicas. Por lo tanto,
la formacion de florecimientos algales juega un papel importante en el ciclo de vida
de organismos filtradores como el bivalvo N. subnodosus.

Treinta afios después del estudio de Millan-Nunez et al. (1987), Sanchez-
Cobarrubias et al. (2021) retomaron esta linea de investigacion, determinando la
condicion de LOL en términos de la comunidad del fitoplancton durante el mes de
febrero de 2018. En esta investigacion se determiné la contribucion que tuvo cada
uno de los grupos de tamafio celular al total de Chl a: microplancton (44%),
nanoplancton (20%) y picoplancton (37%). Por otro lado, estos autores encontraron

una baja densidad celular (8,000 cel L-') en comparacién con lo reportado por Millan-
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Nunez et al. (1987) (25,000 cel L") y concluyeron que puede estar relacionado con
una mayor relevancia del picoplancton en la dinamica de LOL. Posteriormente,
Sanchez-Cobarrubias (2021) ampli6 su investigacion de la comunidad
fitoplanctonica en LOL durante 2017-2018 utilizando el método CHEMTAX para
analizar su composicion. Similar a lo reportado por Millan-Nufiez et al. (1987),
encontré un predominio de las diatomeas pennadas, seguidas de dinoflagelados y
silicoflagelados. Gracias a la quimiotaxonomia se pudo resaltar la contribucion de
primnesiofitas en la comunidad y que su distribucion esta influenciada por la
dinamica de Bahia Sebastian Vizcaino. En tanto que el grupo de las crisofitas
mostré una correlacion inversa con la variacion de la temperatura de la laguna,
asociadas a zonas de temperaturas bajas durante la temporada fria del afio.

Por lo tanto, realizar investigaciones cientificas en la LOL que aborden a
productores primarios como el fitoplancton y la variacion en la estructura de su
comunidad es esencial para el buen manejo de este importante ecosistema costero
y tener elementos para analizar su respuesta ante eventos como el cambio
climatico. Por ejemplo, en 1995 se implemento la pesqueria de la almeja mano de
ledn la cual experimentd un rapido crecimiento, posicionandose como un producto
de alto valor comercial. Pero en el afio 2010 ocurrié un colapso de esta pesqueria
debido a una alta mortalidad, la cual se ha asociado con diversas causas,
incluyendo la explotacion comercial y factores ambientales (Gonzalez-Ortiz y
Hernandez-Alcantara, 2021). Asi como este ejemplo, han ocurrido otros eventos de
mortalidad de organismos de los cuales se desconoce una razén concreta.
Gutiérrez-de-Velasco (2000) reporta que, durante el ano de 1997, se encontraron
94 tortugas varadas, distribuidas tanto en el interior como en el exterior de LOL, lo

que se asocid a un choque hipersalino.
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1.3 Hipétesis

Utilizar tres técnicas taxondmicas para describir la comunidad del fitoplancton
permitira obtener una descripcion mas robusta de la variacion anual de la
composicidn del fitoplancton en la Laguna Ojo de Liebre durante el periodo 2021-
2022.

2. Objetivos

2.1 Objetivo general

e Determinar la variabilidad espacio-temporal de la estructura y composicion

del fitoplancton en Laguna Ojo de Liebre durante 2021-2022.

2.2 Objetivos particulares

e Caracterizar taxondmicamente la presencia y abundancia celular de la
comunidad fitoplanctonica de LOL empleando microscopia éptica.

e Caracterizar la comunidad fitoplanctonica de LOL utilizando quimiotaxonomia
(HPLC-CHEMTAX).

e Caracterizar la comunidad fitoplancténica de LOL mediante el gen 18S ARNr
como marcador taxonémico.

e Comparar la estructura de la comunidad fitoplancténica de LOL durante
2021-2022 vs. 2017-2018.

e Asociar la variabilidad de parametros ambientales (temperatura y salinidad)

con la distribucién y abundancia del fitoplancton de LOL.
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3. Area de estudio

Laguna Ojo de Liebre (LOL) es una laguna costera hipersalina situada en la
costa noroeste del estado de Baja California Sur, entre las coordenadas 27.60° y
27.92° Ny 113.92° y 114.32° O (Fig. 1). Forma parte de un conjunto de tres lagunas
o humedales: Manuela, Guerrero Negro y Ojo de Liebre, que se conectan con Bahia
Sebastian Vizcaino. La LOL comprende una superficie de 480 km?, con una longitud
aproximada de 40 km y un ancho promedio de 6 km (Gutiérrez-de-Velasco, 2000;
Gutiérrez-de-Velasco et al., 2008). En su interior cuenta con cuatro islas principales:
Conchas, Brosas, Piedras y Choya (Rodriguez-Padilla, 2013). Su batimetria incluye
una red compleja de canales con profundidades maximas de 30 m, que se extienden
a través de zonas de baja profundidad o "bajos" que cubren la mayor parte de su
area (Gutiérrez-de-Velasco et al., 2008).

Esta region se caracteriza por un clima seco-semiarido, con una temperatura
media anual que oscila entre 15.6 y 27.3°C y precipitaciones anuales promedio de
aproximadamente 30 mm. Los aportes fluviales hacia las lagunas son minimos,
exceptuando eventos de precipitaciones excepcionales asociadas con el paso de
huracanes (Rodriguez-Padilla, 2013). La dinamica de la circulacién en LOL esta
regida por tres componentes principales: gradientes de densidad, viento y marea,
este ultimo de mayor importancia, debido al flujo y reflujo que se genera hacia el
mar adyacente, con velocidades tipicas de hasta 1 m s™'. La marea en la laguna es
de tipo mixto, con variaciones que pueden llegar hasta 2 m durante los periodos de
marea viva. Mientras que el viento afecta principalmente a la circulacion superficial
y genera una mezcla vertical que mantiene una columna de agua homogénea
(Gutiérrez-de-Velasco et al., 2008).
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Figura 1. Zona de estudio y posicidn de las nueve estaciones de muestreo y abreviaturas que seran
utilizadas en el texto: Boca (B), Carros Viejos (CV), Las Casitas (LC), Isla Alambre (lA), Isla Piedra
Norte (IPN), Isla Piedra Sur (IPS), Estero Norte (EN), Remate Sur (RS) y Remate Norte (RN).

El analisis del clima en el Pacifico del Este revela que los vientos
predominantes soplan de manera constante hacia el Sudeste (150°) durante todo el
afo. Estos vientos alcanzan su mayor intensidad en primavera y principios del
verano, con una velocidad promedio de 7 m s' en el mes de mayo. En cuanto a la
temperatura, salinidad y densidad, las tres presentan gradientes que aumentan

hacia el interior de la laguna (Rodriguez-Padilla, 2013; Gutiérrez-de-Velasco, 2000).
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4. Materiales y metodologia

4.1 Muestreo en campo

Se llevaron a cabo cuatro muestreos en la Laguna Ojo de Liebre (LOL) entre
2021 (agosto, noviembre) y 2022 (marzo, junio). Se seleccionaron nueve estaciones
(Fig. 1) en las cuales se colectaron muestras superficiales de agua de mar por medio
de una botella Niskin de 5 L. Ademas, en cada estacién se lanz6 un CTD YSI
CastAway® para medir temperatura, salinidad, densidad y profundidad de la

columna de agua.

Para el analisis de la comunidad fitoplancténica por microscopia, se
colectaron 250 mL de la botella Niskin en botellas de polietileno de alta densidad de
color ambar (Nalgene). Se agregd 1 mL de lugol alcalino por cada 100 mL de
muestra para fijar y preservar las células del fitoplancton. Para los analisis de
quimiotaxonomia y molecular, se recolectaron dos muestras de 2 litros de agua de
mar en botellones de alta densidad de color ambar (Nalgene). Las muestras de
quimiotaxonomia se utilizaron para determinar la concentracion de pigmentos del
fitoplancton, mientras que las muestras para analisis molecular se utilizaron para
concentrar la biomasa celular presente y extraer posteriormente su ADN. Cabe
mencionar que, para las muestras de agua para analisis molecular, se utilizé una
malla de nylon de 200 um en un embudo para eliminar particulas de mayor tamafno.
Estas muestras se conservaron en la oscuridad y hielo hasta ser procesadas en el

laboratorio.
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4.2 Analisis en laboratorio

4.2.1 Microscopia optica

Para la cuantificacion e identificacion del fitoplancton se usé el método de
Utermohl (1958) y un microscopio invertido Carl Zeiss IM con contraste de fases.
Para llevar a cabo la sedimentacion de la muestra, se monté una columna de
sedimentacidn en una camara con una ligera capa de agua de mar destilada y se
giré para generar presion y, por lo tanto, vacio. Se homogeneiz6é cada una de las
muestras y se coloco en columnas de sedimentacion (50 y 100 mL) y se dejaron en

reposo de 24 y 48 h respectivamente (Santamaria-del-Angel et al., 2005).

Una vez concluido el periodo de sedimentacion, con ayuda de un portaobjeto
se retird la columna de sedimentacion y se procedié a revisar el contenido
sedimentado. Del volumen pequeno (50 mL) se registraron y cuantificaron todos los
géneros fitoplanctonicos observados en aumento de 200x, mientras que en el
volumen mayor (100 mL) se registraron los géneros no observados en el volumen
pequefio empleando el aumento de 200x, con la finalidad de cuantificar los géneros
menos abundantes (Santamaria-del-Angel et al., 2005). La identificacion de géneros
fitoplanctonicos se llevd a cabo considerando las guias de Thomas (1997),
Almazan-Becerrii et al, (2016) y Ila base de datos en Ilinea

https://www.algaebase.org/.

Para el calculo de la abundancia celular se empled la siguiente ecuacion:
- [cel
Abundancia [T] =N x1000vol....(1)
Donde:
N = numero de células de un taxén cuantificados a 200x
vol = volumen sedimentado en mL

1000 = factor de conversion a litro
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4.2.2 Analisis de quimiotaxonomia (HPLC-CHEMTAX)

Para analizar y cuantificar los pigmentos del fitoplancton, se utilizé la técnica
de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en un sistema Agilent 1260,
siguiendo el método descrito en Thomas (2012). Se utilizaron 2 L de las muestras
colectadas previamente en botellones de alta densidad de color ambar (Nalgene)
de 4 L y se pasaron por filtros Whatman GF/F de 25 mm de diametro mediante un
sistema de filtrado positivo. Estos filtros se conservaron a -20 °C hasta el momento

de la extraccion de los pigmentos.

La extraccion de los pigmentos se realizd colocando cada filtro en tubos que
contenian una soluciéon compuesta por 100 uL de agua destilada grado HPLC y 4
mL de acetona 100% con vitamina E como estandar interno. Los viales se agitaron
en un voértex durante 10 segundos, después se colocaron en un sonicador durante
10 segundos y se almacenaron a -20 °C por un periodo de 24h. Después, las
muestras se centrifugaron por 10 min a 3000 rpm, se extrajo 1 mL del sobrenadante
de la muestra que se colocd en un vial de 1.5 mL para posteriormente colocarlo en
el HPLC para su analisis. De cada muestra se obtuvo un cromatograma, en el cual
se determind la concentracidon de cada pigmento presente para cada muestra

mediante la siguiente ecuacion de estado:

~ AC1VmCpi
i=———....(2)
As1 Vf Vc

Donde:

CPi= concentracion del pigmento (ug L")

Cpi= cantidad de pigmento (ug inyeccién)

Vf= volumen de filtracion

Vm= cantidad de solvente de extraccion agregado a la muestra

Vc= volumen de la muestra inyectada al HPLC

AC1=area del estandar interno inyectado, antes de agregar a la muestra

As1=area del estandar interno inyectado a la muestra
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Una vez conocida la concentracion de cada pigmento en la muestra, se utilizé
el software CHEMTAX, para determinar la presencia de grupos fitoplancténicos en
base a los pigmentos diagnéstico (Tabla |). EI CHEMTAX se basa en un analisis
factorial y utiliza algoritmos de descenso pronunciado para estimar la contribucion
de cada grupo algal a la Chl a (Mackey et al. 1996). El programa requiere una matriz
de entrada que contiene las razones de pigmento/Chl a asociada a cada grupo algal
(Tabla 1), la cual en este trabajo se basé en Sanchez-Cobarrubias (2021). El
programa genera 64 matrices de salida donde se presenta la contribucion de cada
grupo algal a la Chl a. De estas se seleccionaron las seis con el menor error
cuadratico medio y, posteriormente, el promedio se tomd como el resultado final que

sirvio para los analisis posteriores.

Tabla Il. Razones de pigmento por grupo fitoplancténico, usadas como entrada al programa
CHEMTAX.

Grupo /
Pigmento Chib 19'But 19'Hex Allo Fuco Peri Zea Chlcs Pras Chla

Diatomeas 0 0 0 0 0.62 0 0 0 0 1
Dinoflagelados 0 0 0 0 0 05 O 0 0 1
Primnesiofitas 0 0.05 0.42 0 0.27 0 0 0.17 0 1
Clorofitas 0.32 0 0 0 0 0 0.03 0 0 1
Criptofitas 0 0 0 0.38 0 0 0 0 0 1
Prasinofitas 0.7 0 0 0 0 0 0.06 0 0.24 1
Cianobacterias 0 0 0 0 0 0 064 0 0 1

Para evaluar la relacion entre los factores fisicos y quimicos y la estructura
de la comunidad de fitoplancton con base en la razén de pigmentos obtenida, se
llevé a cabo un andlisis de coordenadas principales (PCoA). Se tomd la matriz de
razones pigmento/Chl a que se utilizdé para el analisis en CHEMTAX (Tabla II),
ademas de una matriz con la relacién de los valores de los parametros fisicos y
quimicos de temperatura, salinidad, densidad y profundidad. El anélisis de PCoA se

realizé utilizando la libreria ecodist (Goslee & Urban, 2007) utilizando una matriz
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disimilitud de Bray-Curtis para los pigmentos y los argumentos “vectors” y “scores”

para obtener las correlaciones con las variables fisicas y quimicas.

4.2.3 Analisis molecular

La concentracion de biomasa para el analisis molecular se llevdé a cabo
fitrando hasta 2 L de agua utilizando filtros de membrana Track-etched
(Nucleopore) de 0.8 um. Los filtros se conservaron a -20°C hasta su extraccion de
ADN en el laboratorio. La extraccion de ADN se llevo a cabo utilizando el kit DNeasy
PowerWater (Qiagen) siguiendo el protocolo Quick-Start del kit y agregando un paso
de incubacion a 65°C por 60 min. Posterior a la extraccion, el ADN total fue
cuantificado utilizando un NanoDrop, para posteriormente ser enviado para la
secuenciacion de amplicones del gen 18S rRNA. Para la secuenciacion, se
consideraron las muestras con concentracion mayores o iguales a 1 ng ul™' y un
valor minimo 260/280 igual a 1.8. La secuenciacién de amplicones del gen 18S
rRNA se llevdé a cabo utilizando cebadores especificos para la regién V4 de
eucariotas ES72F (CYGCGGTAATTCCAGCTC) y E1009R
(AYGGTATCTRATCRTCTTYG) (Comeau et al, 2011) en el centro de
secuenciacion de Integrated Microbiome Resource (IMR) de la Universidad

Dalhousie, Halifax, Canada, utilizando la tecnologia lllumina MiSeq.

Las secuencias fueron analizadas con el software QIIME2 siguiendo el
protocolo para amplicones del gen 18S rRNA

(https://qithub.com/LanqilleLab/microbiome helper/wiki/Amplicon-SOP-v2-(giime2-

2022.11). Brevemente, las secuencias obtenidas se analizaron para determinar su
calidad y después se agruparon en secuencias variantes (ASVs) (Boylen et al.,
2019). Posteriormente fueron anotadas taxondmicamente usando la base de datos
Protist Ribosomal Reference (PR2) (Guillou et al., 2023) que ofrece un recurso
especializado para acceder a secuencias de ADN y ARN ribosémico de
subunidades pequefias en eucariotas (200,000 secuencias de la subunidad 18S),
con una taxonomia curada. Este enfoque amplio es especialmente util para

interpretar conjuntos de datos generados mediante secuenciacion masiva de alto
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rendimiento, proporcionando una herramienta esencial para estudios de diversidad
microbiana vy filogenia (Guillou et al., 2013). La variacion de la estructura de la
comunidad fitoplancténica se determind usando la abundancia relativa y la
distribucion de las ASVs obtenidas. Para la visualizacion de los resultados se utilizd
la herramienta en linea de QIIME2 View (QIIME 2 View, 2024) y posteriormente

fueron manualmente editadas con la paqueteria lllustrator V6.

5. Resultados

Durante los cuatro muestreos realizados en Laguna Ojo de Liebre se
determind la temperatura y la salinidad de la columna de agua, los perfiles verticales
de estos datos se incluyen en el Anexo |. Debido a que la columna de agua se
encuentra bien mezclada en la laguna, se pudieron utilizar promedios verticales para
el analisis. La temperatura mostrd un intervalo de variabilidad entre 16.4 °C y 27.5
°C, por lo que fue posible identificar dos meses extremos y dos meses de transicion
(Fig. 2A). El mes de agosto fue el mes mas calido, con temperaturas que fueron de
25 °C (B) a 27.4 °C (EN). En contraste, marzo fue el mes mas frio, con un intervalo
de temperatura que varié entre 16.4 °C (CV) y 19.7 °C (IPS). El gradiente térmico
(de la boca hacia el remate) para estos meses fue de 2.4 y 3.3 °C, respectivamente.
En cambio, los meses de noviembre y junio presentaron temperaturas que
fluctuaron entre 20.2 °C y 24 °C, por lo que se consideran de transicion entre las

temporadas fria y calida en la laguna (Fig. 2A).
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Figura 2. Perfiles de (A): temperatura (°C) y (B): salinidad (UPS) para cada estacion y mes de
muestreo en Laguna Ojo de Liebre.

La salinidad mostrd un intervalo de variacion promedio de 33.6 a 44.8 UPS,
con un incremento desde la boca hacia el remate. Sin embargo, a diferencia de la
temperatura, presentd una menor variabilidad temporal ya que seis de las nueve
estaciones presentaron valores de salinidad menores a 38 UPS (Fig. 2B). Las tres
estaciones restantes (EN, RN, RS) ubicadas en la zona interior de la laguna,

mostraron valores representativos de un ambiente hipersalino (38 a 45 UPS).

5.1 Composicion de la comunidad de microfitoplancton empleando

microscopia optica

La comunidad microplancténica, estuvo conformada por tres grupos:
diatomeas, dinoflagelados y silicoflagelados. Con respecto a la distribucién vy
abundancia celular del fitoplancton, las diatomeas mostraron una contribucion del
52% del total de la comunidad. En comparacion, los dinoflagelados constituyeron el
47% de la comunidad. Se registraron los maximos de ambos grupos (diatomeas y
dinoflagelados) en el mes de agosto con una densidad celular de 15,380 y 11,250
cel L' (13% céntricas y 87% pennadas), respectivamente (Fig. 3). En cuanto a los

minimos, se observaron para dinoflagelados en el mes de marzo 2,280 cel L'y en

22



noviembre en el caso de las diatomeas 6,130 cel L' (15% céntricas y 85%
pennadas). La abundancia de silicoflagelados fue la menor con 40 células L'
representando el 1% de la comunidad y unicamente se observaron en el mes de
agosto en las estaciones mas cercanas a Bahia Sebastian Vizcaino (B y CV) (Fig.
3). Durante los meses de agosto y noviembre se observaron densidades celulares
superiores a 3,000 cel L', en agosto fue para la zona externa (LC, B), media (IPS)

e interna (RN). Mientras que para noviembre solo fue para la zona externa (LC) (Fig.

3).
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Figura 3. Abundancias totales de los grupos que componen la comunidad del microfitoplancton
durante los cuatro periodos de muestreo.

Durante el periodo de estudio, se registrd un total de 34 géneros, distribuidos
de la siguiente manera: 16 asociados al grupo de diatomeas, las cuales se
clasificaron de acuerdo con su morfologia, en céntricas (5) y pennadas (11); 17
pertenecientes al grupo de dinoflagelados y un unico género de silicoflagelados
(Tabla Ill). Ademas, el analisis de microscopia 6ptica permitié la identificacion de 48
especies (Anexo 1), evidenciando la diversidad y composicion de fitoplancton

presente en la comunidad de la LOL.
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Tabla lll. Clasificacion de géneros observados mediante analisis de microscopia 6ptica, en Laguna
Ojo de Liebre, durante 2021 y 2022. En negritas se sefialan las diatomeas céntricas.

Diatomeas Dinoflagelados Silicoflagelados
1 Asteromphalus sp 1 Akashiwa sp 1 Dictyocha sp
2 Bacteriastrum sp 2 Blepharocysta
3 Coscinodiscus sp 3 Cochlodinium sp
4 Dactyliosolen sp 4 Dinophysis sp.
5 Haslea sp 5 Diplopsalis sp
6 Lauderia sp 6 Gymnodinium sp
7 Licmophora sp 7 Gyrodinium sp
8 Lithodesmium sp 8 Heterocapsa sp
9 Navicula sp 9 Oxyphysis sp
10 Nitzschia sp 10 Oxytoxum sp
11 Paralia sp 11 Peridinium sp
12 Pleurosigma sp 12 Podolampas sp
13 Pseudonitzschia sp 13 Prorocentrum sp
14 Rhizosoleina sp 14 Protoperidinium sp
15 Skeletonema sp 15 Scrippsiella sp
16 Thalassionema sp 16 Takayama sp

17 Tripos sp

Los géneros mas frecuentes identificados fueron: Coscinodiscus sp.,
Pseudonitzschia sp., Gymnodinium sp. y Navicula sp. La presencia de este ultimo
fue constante tanto espacial, como temporalmente. Durante el mes calido (agosto),
se observo un claro predominio de dinoflagelados, con Gymnodinium sp. como el
género mas representativo, alcanzando su mayor contribucidén porcentual en IPS
con un 80%. Por otro lado, las diatomeas estuvieron representadas por
Pseudonitzochia sp. (49%, RN) y Thalasionema sp. (47%, EN) las cuales
presentaron su mayor contribucién en la parte interna de la laguna. Ademas, cabe
destacar que en este periodo se registré la presencia de la unica especie de
silicoflagelados, Dictyocha fibula (Fig. 4A).

En noviembre, la distribucién porcentual de ambos grupos mostré6 mayor
equidad, sobre todo para la porcién interna de la laguna (Fig. 4B). Ademas, se
evidenciaron cambios en la composicion especifica de cada grupo. En el caso de
los dinoflagelados, la parte externa de la laguna estuvo dominada por Prorocentrum

sp., mientras que en la zona interna prevaleci6 Gymnodinium sp. En cuanto a las
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diatomeas, los géneros con mayor contribucién porcentual fueron Navicula sp.,
alcanzando un maximo del 45% en RN, en cambio Pseudonitzschia sp. estuvo
presente en la parte externa (B) y media (IPS) con un porcentaje aproximado de
30%.

Durante el mes frio (marzo, Fig. 4C), se observd un cambio abrupto en la
dominancia de los principales grupos fitoplanctdnicos, con un claro desplazamiento
de los dinoflagelados. En este periodo, Navicula sp. se consolidé como el género
dominante, alcanzando una contribucién porcentual aproximada del 70%. Ademas,
Pseudonitzschia sp. incrementé su importancia dentro de la comunidad de
diatomeas (23%), y su maxima abundancia continué en la parte interna de la laguna
(RN, RS) arriba del 45%. Un aspecto relevante de este periodo fue el incremento en
la presencia de Paralia sp., que adquiri6 mayor importancia en la estructura
comunitaria, especialmente en la estacion IPN, donde alcanzé una contribucion del
38%, en comparacion con el maximo que tuvo en agosto para la estacion RN (24 %,
Fig. 4A).

Durante el mes de junio, se observa que las diatomeas contindan siendo el
grupo dominante, practicamente en toda la laguna a excepcion de dos estaciones
ubicadas en la parte exterior (B y CV) (Fig. 4D), en donde la mayor contribucion
porcentual se asocio con los dinoflagelados 74 y 57%, respectivamente. A partir de
la estacion 1A y en direccidn hacia el interior de la laguna, Navicula sp. tomé mayor
relevancia en la comunidad fitoplancténica, con una presencia maxima en IPS

(57%), seguido de Pseudonitzschia sp.
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Figura 4. Contribucién porcentual de las abundancias de cada género durante el periodo de estudio.
A) Agosto, B) Noviembre, C) Marzo, D) Junio. Las lineas punteadas negras indican el inicio del grupo
de diatomeas, las lineas punteadas rojas indican el inicio del grupo de silicoflagelados.
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5.2 Composicion de la comunidad fitoplanctéonica empleando CHEMTAX

En general se identificaron ocho grupos taxondmicos mediante
quimiotaxonomia (CHEMTAX). Durante agosto, las diatomeas mostraron en la
mayor parte de las estaciones, la mayor contribucion a la concentracion de Chl a
(Fig. 5A). El maximo (48%) se encontro en la region de las islas, particularmente en
IPN. Las criptofitas tuvieron una contribucion relativamente constante, con un
promedio del 19%, aunque su presencia disminuyo significativamente en la estacion
B (5%). Las primnesiofitas mostraron la mayor contribucion de este mes (64%) en
la boca de la laguna, la cual disminuy6 gradualmente hacia el interior, mientras que
la proporcion de clorofitas aumentoé paralelamente. Las cianobacterias, por su parte,
contribuyeron con un 12% en promedio a la Chl a, con un maximo del 25% en LC.
Aqui se observo el valor maximo de Chl a registrado en este estudio (2.7 mg m=3,
EN), asociado con la mayor contribucion por parte del grupo de las clorofitas (32%,
Fig. 5A).

Para el mes de noviembre, se observaron cambios significativos en la
contribucion de los grupos fitoplanctonicos a la Chl a en la laguna (Fig. 5B). En este
mes, las criptofitas mostraron la mayor contribucién promedio (30%) a lo largo de la
laguna y alcanzaron un maximo de 46% en la estacion IA. Las clorofitas
contribuyeron en promedio con un 22% para toda la laguna, excepto en la estacion
CV (0.2%). Por otro lado, las cianobacterias mostraron una reduccion notable en su
contribucion respecto al mes anterior, disminuyendo a un promedio del 6%, con su
mayor presencia en las estaciones cercanas a Bahia Vizcaino (16%, B y CV). Las
diatomeas, por su parte, mostraron su maximo porcentaje de contribuciéon (47%) en
la estacién RN, donde se observé el maximo de Chl a (1.6 mg m3) para el mes de
noviembre. Aqui ocurrié el minimo de Chla (0.4 mg m3) en la parte media de la
laguna (IPN), donde el grupo que mayor contribuy6 a la Chl a fueron las criptofitas
(36%).
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Figura 5. Porcentaje de contribucién de los ocho grupos fitoplancténicos determinados por
CHEMTAX: diatomeas, dinoflagelados, primnesiofitas, clorofitas, ciptofitas, prasinofitas,
cianobacterias y crisofitas. Los circulos negros representan la concentracion de Chl-a (mg m) (eje
derecho). A) Agosto; B) Noviembre; C) Marzo; D) Junio.
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En el mes de marzo, las clorofitas dominaron con una contribucion promedio
del 39% que se mantuvo constante a lo largo de la laguna y alcanzé un maximo del
59% en la estacion RS (Fig. 5C). Seguidas por las diatomeas que presentaron una
contribucion promedio del 18%, seguido de las prasinofitas (15%) y las
cianobacterias (11%), estas ultimas presentaron su mayor contribucion
principalmente en la parte media de la laguna (IPN). La maxima concentraciéon de
Chl a (1.28 mg m) se observé en el Remate norte (RN), atribuido principalmente al

aporte de clorofitas (50%).

Durante el mes de junio, las diatomeas presentaron su distribucion mas
homogénea en la laguna, con un promedio del 27% presentando su mayor aporte
del 31% en la estacion de la Boca el cual disminuy6 hacia el interior de la laguna,
similar a su distribucion de agosto (Fig. 5D). La Chl a mostr6 valores mayores a 1
mg m-3 para toda la laguna, excepto en la estacion RS (0.7 mg m-3). Se observaron
dos maximos de Chl a en las estaciones IPS y RN ambas con concentraciones de
1.4 mg m3. En el primer caso, contribuyeron de manera equitativa clorofitas y
diatomeas con un 26%, mientras que en el segundo caso la contribucién de las
clorofitas (31%) fue ligeramente mayor al de las diatomeas (20%). Las
cianobacterias, por su parte, aportaron un 6% en promedio a la Chl a total, con un

maximo del 10% en LC.
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5.3 Composicion de la comunidad fitoplanctonica empleando el gen 18S ARNr

como marcador taxonémico

De las secuencias generadas del analisis molecular se identificaron grupos
taxonémicos representativos de la comunidad del fitoplancton, las cuales se
agruparon en 5 divisiones: dinoflagelados, criptofitas, clorofitas, diatomeas y
haptofitas (clase primnesiofita), que mostraron variaciones espacio-temporales en
su abundancia relativa en la laguna. Se observo la presencia de dinoflagelados, con
una abundancia relativa promedio de 40% (Fig. 6) la cual disminuyé hacia el interior
de la laguna. Temporalmente, se puede apreciar que este grupo es mas abundante
durante los meses de marzo y noviembre. En comparacion, las clorofitas resultaron
mas abundantes en noviembre con 20% en la mayoria de las estaciones, salvo en
RN en donde disminuy6é a un 10%, aproximadamente. En el mes de marzo, se
observé la menor abundancia relativa de este grupo, lo que resulta en un patrén
inverso al observado para las criptofitas (Fig. 6). Respecto a las diatomeas, se
observo un aumento progresivo en su abundancia relativa a lo largo de los meses
de muestreo con un maximo de abundancia relativa del 20% en junio. Finalmente,
las haptofitas presentaron la abundancia relativa mas baja (<10%) y con un patrén

temporal similar al de las clorofitas.

Con respecto a la resolucion taxondmica del analisis molecular, se observo
que para algunas divisiones fue posible obtener informacién hasta el nivel jerarquico
de clase y en un caso en particular hasta orden. Por ejemplo, para los dinoflagelados
se observo que la clase Dinophyceae y el orden Syndiniales fueron los mayores
constituyentes de este grupo, con un 63% y 34% del total de secuencias
identificadas, respectivamente. Para las clorofitas, la clase Trebouxiophyceae
constituyo6 el 99% de las secuencias de este grupo, mientras que para las criptofitas
y haptofitas, las clases Cryptophyceae y Prymnesiophyceae incluyeron la totalidad
de las secuencias identificadas, respectivamente. Respecto a las diatomeas el filo

Bacillariophyta represent6 el 92% de las secuencias de este grupo.
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Figura 6. Porcentaje de contribucion de las secuencias de células eucariotas identificadas en la
base de datos de Silva 138 mediante QIIMEZ2, utilizando el gen 18 ARNr durante el muestreo de
2021y 2022.



5.4. Composicion de la comunidad fitoplancténica eucariota asociada a la

variabilidad de los factores fisicos y quimicos

Con el propésito de determinar patrones temporales en la estructura de la
comunidad fitoplancténica, se llevo a cabo un analisis de agrupamiento jerarquico
con la informacién de la concentracién de pigmentos de la comunidad (Fig. 7). De
acuerdo con los resultados obtenidos, durante la temporada calida en agosto se
observo una mayor disimilitud entre grupos. Por ejemplo, aquellos que incluyen
estaciones cercanas a la boca y al remate (B, CV, EN, RN) y otro con estaciones
principalmente de la zona central de la laguna (IA, IPN, LC, IPS), mientras que la
estacion RS se agrupd de manera independiente (Fig. 7). En contraste, durante el
mes de marzo se observo una relacion homogénea entre estaciones, con excepcion
de RS, B y CV. Estas dos ultimas, son las estaciones mas cercanas a Bahia
Vizcaino y mostraron una mayor similitud entre si. En general, la estacién RS, se
mantuvo en un mismo grupo durante los meses de marzo, noviembre y junio. En
tanto que en agosto esta estacion se agrupé con las estaciones de la parte central
de la laguna (IPN e IA) (Fig. 7).
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Figura 7. Dendrograma de la comunidad fitoplanctdnica en base a su composicién pigmentaria (16
pigmentos) a lo largo de LOL durante los cuatro meses de estudio (agosto, noviembre, marzo, junio).
La etiqueta para cada clado indica: Mes de muestreo_nombre de la estacion. Distancia: manhattan,
Método de cluster: ward.D.
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Con el proposito de evaluar la relacion entre los parametros fisicos vy
quimicos y la distribucidn espacio-temporal de la comunidad de fitoplancton se
realizd un analisis de coordenadas principales (PCoA), utilizando la matriz de
disimilitud generada con los datos de concentracién de pigmentos (Fig. 8). En este
analisis, se incorporaron vectores cuya magnitud representa la correlacion entre
cada variable fisicoquimica y la estructura de la comunidad. De manera similar a lo
observado con el analisis de agrupacion jerarquica, las muestras del mes de marzo
se agrupan entre si principalmente aquellas en la parte central de la laguna, y tienen
una mayor disimilitud con las que corresponden a los meses de agosto y noviembre.
En particular, los patrones de agrupamiento sugieren una influencia directa de los
parametros fisicos y quimicos de temperatura, salinidad y densidad, como se
observa principalmente en marzo. En general, se obtuvo que la temperatura fue la
variable mas significativa para explicar la variacién en la composicion y estructura
de la comunidad eucariota, mostrando valores de correlacion y significancia de r? =
0.68, p = 0.001 (Tabla IV).

Tabla IV. Valores de correlacion y significancia con relacién a los factores fisicos y quimicos de las
muestras del andlisis de coordenadas principales (PCoA). rZrepresenta los valores de correlacion y
pval la significancia.

Variable r pval
Profundidad 0.608 0.002
Temperatura 0.608 0.001
Salinidad 0.574 0.002
Densidad 0.574 0.002
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Figura 8. Analisis de coordenadas principales (PCoA), indicando la distribucién de los pigmentos en
LOL. Los vectores indican la correlacion de parametros fisicos y quimicos (temperatura, salinidad,
densidad, profundidad) con la distribucion de pigmentos durante el periodo de estudio. Agosto (rosa),
noviembre (azul), marzo (marrén) y junio (verde).
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6. Discusion

6.1 Variabilidad hidrolégica en la Laguna Ojo de Liebre

En el presente estudio, se observaron dos temporalidades térmicas bien
definidas, una calida asociada a los meses de verano (agosto) y otra fria,
correspondiente al invierno (marzo), asi como dos periodos de transicion térmica en
junio y noviembre. Estos patrones coinciden con los reportados por Rodriguez-
Padilla (2013) y Gutiérrez-de-Velasco (2000). Ambos autores sefalan un
incremento tanto en la temperatura como en la salinidad hacia el interior de la
laguna, consecuencia de la morfologia semicerrada de LOL, lo que favorece altas
tasas de evaporacion. En general, la Bahia Sebastian Vizcaino (BSV) se caracteriza
por una marcada variabilidad estacional, resultado de las interacciones entre vientos
predominantes, intercambio de masas de agua y procesos de surgencias. Durante
primavera y verano, esta zona es favorecida por el ascenso de aguas profundas,
frias y ricas en nutrientes, como parte de uno de los sistemas de surgencias mas
intensos y productivos asociados con la Corriente de California (Mancilla-Peraza et
al., 1993). Mientras que en invierno la presencia de Agua Ecuatorial Subsuperficial
en BSV genera una disminuciéon en su productividad primaria (Amador-Buenrostro
et al., 1995; Durazo, 2015). Esta dinamica tiene una conexion directa con la Laguna
Ojo de Liebre (LOL), lo que influye en sus propiedades fisicas, quimicas vy
bioldgicas.

Ademas, la dinamica hidrografica de LOL esta influenciada principalmente
por tres componentes: la evaporacion, la circulacion inducida por gradientes de
densidad (producto de variaciones en temperatura y salinidad), del viento y de la
marea (Rodriguez-Padilla, 2013). De estos factores, la marea representa el
forzamiento fisico de mayor magnitud en el sistema lagunar, favoreciendo el
intercambio (bombeo) de materia organica entre la zona externa de la laguna y
Bahia Sebastian Vizcaino (Rodriguez-Padilla, 2013; Villa-Guerrero, 2019). En este
contexto, es relevante senalar que nuestros muestreos se realizaron en distintas
fases del ciclo mareal: marea muerta (agosto y noviembre) y marea viva (marzo y

junio).
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La concentracion de Chl a en el agua se asocia directamente con la
abundancia del fitoplancton, lo que es un indicador de la productividad primaria. Se
registraron valores maximos de Chl a durante el mes de agosto (2.7 mg m?3) y
minimos en marzo (0.4 mg m3), lo que reafirma la interaccion que existe entre BSV
y LOL. Temporalmente, los meses en los que el muestreo coincidié con condiciones
de marea muerta, se registré6 un unico maximo de Chl a, localizado en la parte
interna de la laguna, lo que sugiere una influencia limitada del intercambio con BSV
y un mayor tiempo de residencia de la biomasa fitoplanctdnica en zonas confinadas.
En contraste, en los meses muestreados con marea viva, se observaron dos
maximos de Chl a, uno en la parte interna y otro en la externa, lo que refleja una

mayor dinamica de intercambio entre la laguna y la bahia adyacente.

6.2 Estructura de la comunidad fitoplanctonica en LOL

El objetivo principal de este estudio fue caracterizar la estructura de la
comunidad fitoplanctonica en la Laguna Ojo de Liebre durante el periodo 2021-2022.
Esta laguna costera hipersalina es un ecosistema de gran importancia ecologica y
economica, por lo que resulta esencial fomentar investigaciones centradas en sus
productores primarios, dado su papel clave en la base de la red tréfica. Este trabajo
constituye el primer esfuerzo en la region que incorpora un enfoque taxonémico
molecular, el cual busca obtener una caracterizacion mas robusta de la comunidad
fitoplancténica, contribuyendo asi a una mejor comprension del ecosistema.

La comunidad microplancténica, estuvo conformada en su mayoria por
diatomeas y dinoflagelados. En este estudio, las diatomeas (pennadas) fueron las
mas representativas (Navicula sp. en la parte interna y Pseudonitzchia sp. en la
parte externa), lo que coincide con la importancia que tiene este grupo en lagunas
costeras (Aké-Castillo et al., 1995). Por otro lado, se observé una mayor relevancia
por parte de los dinoflagelados al presentar una abundancia similar a las diatomeas
mediante la microscopia oOptica. En comparacion, Sanchez-Cobarrubias et al.

(2021), reporté una dominancia mas marcada por parte de las diatomeas (>80%).
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En una laguna costera estos cambios en la composicion taxondmica sugieren una
posible respuesta de la comunidad fitoplancténica a las condiciones ambientales, lo
que podria estar asociado a variaciones en factores como la temperatura,
disponibilidad de nutrientes y dinamica de circulacién en la laguna (Shang et al.,
2024). Al norte de la peninsula de Baja California, Gracia-Escobar et al. (2014)
reportan una menor presencia de dinoflagelados en Bahia San Quintin respecto a
lo aqui observado, con una densidad celular maxima promedio de 1040 cel L
durante marea viva y con densidades celulares maximas promedio de hasta 9320
cel L' en el océano adyacente. Esto contrasta con los valores aqui reportados, con
una densidad total de 11250 cel L-! en la estacién boca, pero durante un periodo de
marea muerta, donde la influencia del mar adyacente es menor.

Ademas, se observo una relacion de la variacion temporal de los parametros
fisicoquimicos con la concentracion de Chl a y la composicién fitoplanctonica de la
laguna. Por ejemplo, se observé que en marzo, el maximo externo (estacion B, Fig.
5C) se asocié con una comunidad diversa, compuesta por diatomeas, clorofitas,
prasinofitas y cianobacterias, con mayor influencia de BSV. En cambio, el maximo
interno (RN), mostré una comunidad menos diversa, dominada por clorofitas (50%)
y diatomeas (21%). Para junio (también bajo condiciones de marea viva), se
identificaron dos ensambles diferenciados: uno externo (B) dominado por
primnesiofitas y diatomeas, y otro interno caracterizado por clorofitas, diatomeas y
prasinofitas (RN, Fig. 5D). Cabe destacar la presencia de géneros compartidos entre
ambos pulsos de Chl a (Navicula sp., Paralia sp. y Pseudonitzschia sp.), asi como
géneros exclusivos para la zona interna (Licmophora sp. y Pleurosigma sp.), lo cual
refuerza la heterogeneidad espacial y la influencia de los forzamientos mareales
sobre la estructura de la comunidad fitoplanctonica.

Es de resaltar el papel del nanofitoplancton en la estructura de la comunidad
de la laguna (Sanchez-Cobarrubias, 2021). La contribucion relativa de estos grupos
no solo refleja su importancia en la dinamica ecoldgica en la laguna, sino que
también permite inferir posibles interacciones con factores ambientales, como la
disponibilidad de nutrientes y la influencia de las masas de agua exteriores (Larios-

Muniz, 2020; Sanchez-Cobarrubias, 2021). Por ejemplo, las primnesiofitas
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mostraron su mayor contribucién (destacando la estacién B con 64%) en la zona
exterior durante el mes de agosto, la cual disminuye hacia el interior de la laguna,
que coincide con el periodo de surgencias, asociadas a la intrusién de la Corriente
de California en BSV (Martinez-Fuentes, 2016). En este contexto, Larios-Mufiiz
(2020) destaca que las primnesiofitas son un componente particularmente
representativo de la comunidad fitoplanctonica en BSV. Ademas, sefiala que su
tamano podria ser inferior a 5 um, lo que dificulta su observacion en el microscopio
optico.

La composicion de los grupos dominantes mostré una clara sefial anual en
su estructura, reflejando variaciones estacionales a lo largo del periodo de estudio.
El patron observado revela una dinamica inversa entre diatomeas y clorofitas: las
primeras muestran afinidad a temperaturas calidas (agosto), mientras que las
segundas tienden a asociarse a condiciones mas frias (marzo) (Fig. 5A, C). En
ecosistemas altamente dinamicos como las lagunas costeras, la composicion
fitoplanctonica presenta patrones temporales bien definidos que reflejan
adaptaciones ecoldgicas diferentes entre los grupos dominantes (Aké-Castillo et al.,
1995). Diversos estudios han documentado una dinamica inversa entre ambos
grupos, donde las diatomeas tienden a dominar durante periodos calidos,
caracterizados por mayor irradiancia y mezcla vertical, condiciones que favorecen
su alta tasa de crecimiento y aprovechamiento de nutrientes (Cloern, 1996; Alvarez-
Borrego & Gaxiola-Castro, 1988). En contraste, las clorofitas presentan un mayor
desarrollo durante las estaciones frias o de transicidén, especialmente en sectores
interiores de las lagunas, donde la estratificacion, alta salinidad y menor turbulencia
son mas comunes (Martinez-Lopez et al., 2001; Santoyo et al., 2006).

Ademas, las clorofitas son un filo de algas verdes que incluyen organismos
con bio-volumenes pequenos y estrategias de vida oportunistas, lo que les permite
crecer rapidamente bajo condiciones favorables, se caracterizan por su distribuciéon
cosmopolita y su presencia en sistemas acuaticos eutréficos (Ortega-Mayagoitia y
Rojo, 2000). Los analisis moleculares permitieron una clasificacién mas precisa
dentro de este filo, en donde el 99% de las secuencias pertenecen a la clase

Trebouxiophyceae. Esta clase ha sido previamente registrada en una amplia
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variedad de ecosistemas acuaticos, incluidas las lagunas costeras. Se caracterizan
por su notable capacidad de adaptacion a condiciones ambientales variables, como
fluctuaciones en salinidad, temperatura y disponibilidad de nutrientes, rasgos
comunes en estos ecosistemas transicionales (Guiry & Guiry, 2024 ). Estudios como
el de Zuiiga et al. (2019) destacan que las Trebouxiophyceae pueden representar
una fraccion importante de la comunidad fitoplanctonica en lagunas costeras,
contribuyendo significativamente a la productividad primaria y al equilibrio ecoldgico.
Su presencia frecuente en estos sistemas sugiere tanto una elevada tolerancia a
condiciones extremas como una capacidad de colonizacion rapida ante cambios
ambientales, lo que las convierte en componentes clave en la dinamica ecoldgica
de las lagunas costeras (Roselli et al., 2013).

Respecto a la comparaciéon de nuestros datos con lo reportado por Sanchez-
Cobarrubias (2021), encontramos ciertas diferencias en la comunidad
fitoplancténica. Con relacion a la comunidad microplanctoénica, la diversidad de
géneros observados fue similar (34 en ambos casos), pero con cambios importantes
en la diversidad y dominancia, probablemente atribuibles a variaciones ambientales
que influyen en la dinamica de las comunidades del fitoplancton. La comunidad de
microplancton estuvo principalmente dominada por diatomeas (mayormente
pennadas), con 24 géneros reportados para el periodo 2017-2018, mientras que en
este trabajo (2021-2022) observamos solo 16 géneros. En cuanto a los
dinoflagelados, se identificaron 17 géneros en este estudio, frente a los 9 géneros
reportados por Sanchez-Cobarrubias (2021). Esto sugiere una modificaciéon
significativa en la estructura de la comunidad, ya que, aunque las diatomeas siguen
siendo el grupo predominante, los dinoflagelados mostraron mayor presencia.
Ambos grupos son caracteristicos del microfitoplancton (Tilstone et al., 2017), pero
los dinoflagelados en general tienden a constituir un mayor riesgo a la calidad del
medio ambiente, debido a la produccién de diferentes toxinas (Band-Schmidt et al.,
2019). El predominio de ciertas clases de tamafo y biomasa total de fitoplancton
pueden modificar la productividad de un sistema costero, células de mayor tamafio
proveen mayor biomasa y suelen relacionarse con sistemas eutréficos (Montecino

et al., 2008; Tilstone et al., 2017). Mientras que una mayor contribucién de biomasa
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del nano y picofitoplancton se asocia con sistemas mesotroficos y oligotroficos
(Bricaud et al. 2004). Estos cambios en la diversidad y estructura comunitaria
resaltan la capacidad del ecosistema para responder a fluctuaciones ambientales y
la complejidad de sus interacciones biologicas.

La mayoria de los estudios realizados anteriormente sobre ecologia del
fitoplancton en México se enfocaron en el analisis de organismos del
microfitoplancton (>20 ym) (Millan-Nufnez & Rivas-Lozano, 1988) y la fraccion del
nanofitoplancton fue poco considerada. A través de la quimiotaxonomia ha sido
posible incluir a estos grupos mas pequeinos (Guzman-Hernandez, 2023). Gracias
a esta herramienta (CHEMTAX) ha sido posible estimar la presencia de 8 grupos
taxondmicos en LOL: diatomeas, dinoflagelados, crisofitas, criptofitas,
primnesiofitas, prasinofitas, clorofitas y cianobacterias. De ellos, las clorofitas,
criptofitas, y primnesiofitas muestran una contribucién importante al total de Chl a 'y
las tres pertenecen al nano y picofitoplancton. De acuerdo con Ayala-Rodriguez
(2008), un aspecto destacado del nanoplancton es su metabolismo mixotréfico y
que combina la fotosintesis con la ingesta de materia organica y que esta presente
en varios grupos (primnesiofitas, dinoflagelados, criptofitas).

En los analisis realizados mediante HPLC-CHEMTAX en la Laguna Ojo de
Liebre, se detectd una baja presencia de dinoflagelados en términos de su
contribucion a la Chl a. Los ejemplares autotrofos de este grupo mostraron una
mayor afinidad a temperaturas calidas (>20°C) (Fig. 5A). Sin embargo,
observaciones por microscopia oOptica revelaron una gran abundancia de estos
organismos, lo que sugiere que los dinoflagelados presentes en este ecosistema
podrian ser predominantemente mixotrofos. Esta discrepancia puede explicarse por
las limitaciones de los métodos basados en pigmentos, que tienden a subestimar
organismos cuya actividad metabdlica no se refleja directamente en la variaciéon de
perfiles pigmentarios. En LOL, la mixotrofia podria representar una ventaja
significativa, permitiendo a los dinoflagelados complementar su nutricién
fotosintética con la ingesta de presas en momentos de baja disponibilidad de luz

(alta turbidez). Este comportamiento resalta la importancia de las estrategias troficas
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diversificadas para el éxito ecologico de los dinoflagelados en sistemas costeros

complejos (Johnson & Moeller, 2018).

Tabla V. Comparacion de géneros observados, durante el periodo de muestreo y lo reportado por

Sanchez-Cobarrubias (2021).

Este estudio (exclusivas)

Sanchez-Cobarrubias (2021) (exclusivas)

En comun

DIATOMEAS CENTRICAS

Paralia sp.

Biddulphia sp.
Chaetoceros sp.
Guinardia sp.
Hemiaulus sp.

Leptocylindrus sp.

Odontella sp.
Triceratium sp.

Asteromphalus sp.
Bacteriastrum sp.
Coscinodiscus sp.
Rhizosolenia sp.

DIATOMEAS PENNADAS

Dactyliosolen sp.
Haslea sp.
Lauderia sp.
Lithodesmium sp.
Skeletonema sp.

Amphiprora sp.
Amphora sp.
Cocconeis sp.
Diploneis sp.

Gramatophora sp.

Licmophora sp.
Navicula sp.
Nitzschia sp.

Pleurosigma sp.

Pseudonitzschia

sp.
Lyrella sp. Thalassionema
sp.
DINOFLAGELADOS
Akashiwa sp. Noctiluca sp. Dinophysis sp.
Blepharocysta sp. Gyrodinium sp.

Cochlodinium sp.
Diplopsalis sp.
Gymnodinium sp.

Heterocapsa sp.
Oxytoxum sp.
Peridinium sp.

Oxyphysis sp. Prorocentrum sp.
Podolampas sp. Protoperidinium
sp.
Scripssiella sp. Tripos sp.
Takayama sp.
SILICOFLAGELADOS
Dictyocha sp.
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Las técnicas moleculares que utilizan marcadores genéticos para taxonomia
(18S rRNA) nos permiten analizar la estructura de la comunidad del fitoplancton
independiente del tamafio de las células o de su perfil pigmentario celular. Esto
también resulta util cuando se desea identificar especies que comparten apariencia
externa o incluso identificar organismos con estrategias mixotroficas o heterotréficas
(Herrera-Sepulveda, 2008). A nivel de division taxondémica, identificamos cinco
grupos principales de fitoplancton en la Laguna Ojo de Liebre: dinoflagelados,
clorofitas, criptofitas, diatomeas y haptophyta (clase primnesiofita). Entre estos, se
destaca la presencia de dinoflagelados (por encima de las diatomeas),
particularmente en la zona externa de la laguna, donde alcanzaron
aproximadamente el 40% de frecuencia relativa. Estos resultados son similares a
las observaciones realizadas mediante microscopia Optica, lo que refuerza la
importancia de este grupo en la laguna durante nuestro periodo de estudio. Sin
embargo contrastan a lo reportado en 2017-2018, cuando los dinoflagelados no
fueron tan frecuentes (Sanchez-Cobarrubias, 2021). La incorporacion de técnicas
de identificacién a nivel molecular ha permitido superar algunas limitaciones de los
métodos tradicionales, como la subestimacién de organismos fitoplanctonicos
debido a su tamafo o su tipo de metabolismo. A través del analisis del material
genético, es posible detectar una mayor diversidad taxonomica, incluyendo
organismos mixotréficos y heterotroficos que pueden pasar desapercibidos en
analisis pigmentarios. Sin embargo, la efectividad de este enfoque depende de
multiples factores técnicos, como la eleccion del gen marcado, la region especifica
del gen analizado, los cebadores (primers) utilizados y la eficiencia del proceso de
extraccion de ADN. Estos elementos pueden influir en la sensibilidad y precision de
la deteccidn, por lo que es fundamental estandarizar y optimizar cada etapa del
procedimiento molecular para obtener resultados representativos confiables (Gong
y Marchetti, 2019; Tanabe et al., 2016). Las herramientas taxonémicas que aqui se
utilizaron poseen fortalezas y limitaciones (e.g. tamafio celular, estrategias
metabdlicas, resolucién taxondémica), al utilizarlas de manera conjunta se logra una
visidbn mas integral de la diversidad de la comunidad del fitoplancton. De esta forma

sera posible ampliar el conocimiento actual y fortalecer la linea base para futuras
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investigaciones sobre el papel que juega la estructura de la comunidad

fitoplanctonica en humedales costeros, como Laguna Ojo de Liebre.
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7. Conclusiones

El estudio de la comunidad fitoplancténica en la regién de Laguna Ojo de
Liebre permitié una caracterizacion detallada de la diversidad y estructura de esta
comunidad. Se identificaron un total de 34 géneros de microfitoplancton, con un
predominio notable de diatomeas pennadas (Navicula), sin embargo, la presencia
de dinoflagelados fue mas importante que lo observado en estudios previos (2017-
2018) y que lo reportado para otras lagunas costeras de la peninsula de Baja

California.

Los grupos mas pequefios del fitoplancton (nano y pico) mostraron una
contribucion significativa al total de la Chl a. Esta comunidad fue dominada por
clorofitas, primnesiofitas y criptofitas, lo que sugiere una diversidad taxonémica
considerable para la comunidad en Laguna Ojo de Liebre, con implicaciones

importantes en la dinamica de la red trofica y la transferencia de energia.

En términos generales se observo una variacion anual en la diversidad a la
contribucion de la Chl a y la abundancia celular de la comunidad, con las mayores
densidades (>5000 cel L") y la mayor diversidad (diatomeas, clorofitas, criptofitas y
primnesiofitas) para la temporada calida (agosto) y la menor densidad (<3000 cel L

") y diversidad (clorofitas, diatomeas) para la temporada fria (marzo).

El empleo de técnicas moleculares permitié una identificacion mas detallada
de microorganismos con estrategias de alimentacion mixotréficas, especialmente
entre los dinoflagelados. Esta herramienta amplia el conocimiento sobre la
diversidad funcional de la comunidad fitoplancténica y subraya la importancia de los

organismos mixotrofos.

Este trabajo contribuye al entendimiento de la estructura y dinamica de la
comunidad fitoplanctonica en Laguna Ojo de Liebre y resalta la importancia de
realizar un monitoreo continuo, considerando que cambios en la comunidad
fitoplanctonica pueden servir como indicadores de alteraciones en el ecosistema

marino. Los hallazgos obtenidos no solo amplian el conocimiento de la ecologia del
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fitoplancton en esta area, sino que también proporcionan una base para futuras
investigaciones sobre la salud y funcionalidad del ecosistema en respuesta a

factores ambientales y antropogénicos.
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Anexo IB. Presencia y ausencia de géneros y especies durante el periodo de
estudio en Laguna Ojo de Liebre (2021 y 2022).

AGOSTO NOVIEMBRE MARZO JUNIO
LC BCVIAIPNIPSENRN RS|LCBCVIAIPNIPS EN RN RS|ILCBCV IA IPN IPSEN RN RS[LC BCVIA IPN IPS EN RN RS
DIATOMEA CENTRICA
1| Asteromphalus van-heurkii | x X
2 Bactenastrum hyalinum X
3 Coscinodiscus sp. X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X |X X x x X X X
4| Coscinodiscus perforatus X X X X X X X X X X X X X X X X
5 Paralia fenestrata X X X | x X X X
6 Rhizosoleina setigera X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
DIATOMEA PENNADA
1| Dactyliosolen mediterraneus X
2 Haslea wawnkae X
3 Lauderia annulata X
4 Licmophora flabelata X X X X X X X X X
s| Lithodesmium undulatum X X X X X X X X X X
6 Navicula sp. XX X X X X X X X |X X X X X X X X X|X XX X X X X X X|X XXX X X X X X
7 Nizschia longissima X
8 Pleurosigma sp. X X X X X X X X|x X X X
9 Pseudonitzschia sp. X x x X X X X [X X X X X X X X X[X XX X X X X X[Xx xx x x X X X
10 Skeletonema costatum X X X X X
11| Thalassionema nitzschioides X X X X
DINOFLAGELADOS
1 Akashiwa sanguinea X X X X X X
2 Blepharocysta sp. X X X X X X
3| Cochlodinium polykikoides X
4 Dinophysis acum inata X X
5 Dinophysis caudata X X X X
6 Diplopsalis lenticula X X X X X
7 Gymnodinium sp. X X X X X X X X X |X X XX X X X X X X X X X X X XX XX X X X X X X
8 Gyrodinium sp. X X X X X X X X X X X X X X X
9 Heterocapsa sp. X X X X X
10 Oxyphysis oxytoxoides X X
1 Oxytoxum cf. Latceps X
12 Oxytoxum sceptrum X X X
13 Peridinium bipes X X X | x X X X
14 Podolam pas palmipes X
15, Prorocentrum gracile X X X X x X X [x x x x x x x x X X X X X
16| Prorocentrum mannum X X X
17 Prorocentrum micans X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
18|  Protoperidinium conicum X X X
19| Protoperidinium divergens X X X X
20| Protoperidinium divericatus X
21 Protoperidinium mite X X X X X X
22| Protoperidinium pellucidum | x X X X X X
23 Scrippsiella trochoidea X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
24 Takayama sp. X X X X X
25 Tripos divaricatus X XX X
26 Tripos furca X X X X X X X X X
27 Tripos fusus X X
28 Tripos macroceros X X
29 Tripos pentagonus X
30 Tripos seta X X X X X X X X X X
SILICOFLAGELADOS
1 Dictyocha fibula X X

Nota: Presencia = X. El recuadro gris representa los microorganismos presentes que se observaron
en el volumen de 100 mL, por tener una abundancia en general méas baja.
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Anexo Il. Archivo fotografico correspondiente al grupo de diatomeas vy
silicoflagelados encontradas en Laguna Ojo de Liebre, durante 2021-2022.

A) Pleurosigma sp., B) Bacteriastrum sp., C) Pseudonitzschia sp., D) Licmophora sp., E)
Astreromphalus sp., F) Coscinodiscus sp., G) Lithodesmium sp., H) Navicula sp., 1)
Thalassionema nitzschioides, J) Dictyocha sp. K) Paralia sp.
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Anexo lll. Archivo fotografico correspondiente al grupo de dinoflagelados
encontrados en Laguna Ojo de Liebre, durante 2021 y 2022.

A) Dinophysys caudata, B) Tripos macroceros, C) Diplopsalis lenticula, D) Heterocapsa sp.,
E) Prorocentrum micans, F) Oxyphysis oxytoxoides, G) Akashiwo sanguinea, H)
Protoperidinium sp. 1) J) Oxytoxum sp., K) Protoperidinium divergens, L) Podolompas
palmipes, M) Tripos seta, O) Blepharocysta sp., P) Protoperidinium conicum, Q) Tripos
divaricatus, R) Tripos pentagonus, S) Dinophysis acuminata, T) Tripos furca, U)
Gymnodinium sp., V) Scripssiella tronchoidea.
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