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Resumen

El papel de los peces en la dindmica trofica de los ecosistemas acuaticos se ha estudiado usando diferentes métodos
que permiten determinar su dieta y posicion trofica (inspeccion visual del contenido estomacal y heces, isdtopos
estables, secuenciacion de ADN). Con los avances tecnologicos en la secuenciacion de alto rendimiento del ADN,
el uso del método de metabarcoding se ha incrementado en los ultimos afios, demostrando tener mayor precision y
alcance taxondmico que otros métodos, ademads de que permite el andlisis simultdneo de un mayor nimero de muestras
en un menor tiempo. En esta revision, se describen los pasos del método de metabarcoding, discutiendo sus ventajas
y limitaciones, asi como las alternativas experimentales y analiticas propuestas para atender dichas limitaciones.
Ademas, se presenta una sintesis del estado del conocimiento del método de metabarcoding aplicado al analisis de la
ecologia trofica de peces para entender los alcances y las limitaciones de este método en México.
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Abstract

The role of fishes in trophic dynamics in the aquatic ecosystems has been studied by analyzing fish diet and
trophic position in ecosystems using diverse methods (e.g., visual inspection of stomach contents and feces, stable
isotopes, DNA sequencing). Thanks to the advances in high-throughput DNA sequencing technology, the use of the
metabarcoding method has increased in recent years, proving to have greater precision and taxonomic scope than
other methods, and allowing the analysis of a larger number of samples simultaneously in less time. This review
describes the metabarcoding method, discusses its advantages and limitations, and presents experimental and analytical
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alternatives to address such limitations. Additionally, we provide a synthesis of the current state of knowledge of the

metabarcoding method applied to the analysis of the trophic fish ecology to understand the scope and limitations of

using this method in Mexico.
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Introduccion

Desde el punto de vista funcional, las relaciones
alimenticias de los organismos en los ecosistemas
representan un componente importante de la ecologia
trofica, la cual tiene como objetivo determinar la
funcionalidad ecologica de las especies a través del papel
tréfico que cumplen dentro de su comunidad biolégica, el
nivel de redundancia ecologica de las especies, el flujo de
energia y la capacidad de resiliencia de los ecosistemas
(Cartes et al., 2016; Siegenthaler et al., 2019). El papel
tréfico de una especie en una red alimenticia se determina
por su nivel trofico, lo que come (informacion cualitativa)
y en qué proporcion (informacion cuantitativa), es decir su
dieta (da Silveira et al., 2019; Finlay et al., 2010). La dieta
de un organismo puede determinarse mediante: el analisis
visual del contenido estomacal, técnicas indirectas como
el uso de biomarcadores e isotopos estables y técnicas
basadas en ADN que permiten la identificacion molecular
de los organismos presentes en el contenido estomacal
o heces fecales (da Silveira et al., 2019). Los diferentes
métodos de analisis de dieta han mejorado continuamente
y se han actualizado en atencion a las limitaciones
técnicas (da Silveira et al., 2019). Sin embargo, debido
a los avances en la tecnologia para la secuenciacion del
ADN, el uso de la secuenciacion de alto rendimiento (HTS
por sus siglas en inglés) o secuenciacion masiva para el
estudio de la dieta mediante la caracterizacion genética o
“metabarcoding”, ha incrementado notablemente en los
ultimos afios (Alberdi et al., 2019; Arranz et al., 2020;
Deagle et al., 2019; Ducotterd et al., 2021).

El “metabarcoding” ha surgido como una herramienta
metodologica util para la identificacion de unidades
taxonémicas dentro de una muestra, permitiendo el
estudio de la diversidad de comunidades biologicas donde
el muestreo es dificil y el monitoreo a largo plazo es
importante dado el deterioro progresivo de los ecosistemas
en los ultimos afios (Arranz et al., 2020; Leray et al.,
2013). Este método se basa en la secuenciacion de
alto rendimiento de marcadores de ADN en muestras
de contenido estomacal o heces fecales (i.e., muestras
ambientales) y la identificacion de multiples taxones
presentes en el ADN total extraido de la muestra (Arranz
et al., 2020; Siegenthaler et al., 2019; Tournayre et al.,
2020). La estrategia de analisis de metabarcoding se ha

usado para determinar la composicion de la dieta de un
amplio rango de animales incluyendo mamiferos, aves,
reptiles, moluscos, artropodos y peces (Brandl et al., 2020;
Deagle et al., 2019; Ducotterd et al., 2021); para mejorar la
precision en la estimacion de dietas complejas presentes en
especies omnivoras y generalistas (Duccotterd et al., 2021);
para probar hipotesis sobre seleccion y/o preferencias de
presas (Vesterinen et al., 2016); y para la reconstruccion
de redes de interacciones ecologicas (Cuff et al., 2022).
El metabarcoding en general es considerado un
método sencillo, rapido y relativamente accesible que
tiene el potencial de mejorar la precision en el analisis
de la dieta y el estudio de la ecologia trofica de los
organismos estudiados, particularmente de especies cuyos
patrones de alimentacion son dificiles de observar (Alberdi
et al., 2019; Ducotterd et al., 2021; Leray et al., 2015;
Siegenthaler et al., 2019). A partir de una revision reciente
de 150 estudios que incluyen aproximadamente 250
especies, donde se compar6 el uso del metabarcoding en
el estudio trofico de organismos terrestres vs. organismos
acuaticos, de Sousa et al. (2019) reportaron que los analisis
de metabarcoding de organismos acudticos demostraron
mayor diversidad de presas en las dietas y por tanto mayor
diversidad de interacciones troficas, que inclusive han
reposicionado el nivel troéfico que previamente se habia
documentado para varias especies. Sin embargo, los
estudios realizados con organismos acuaticos representan
un menor porcentaje (< 50%) y dentro de este grupo,
los peces son poco estudiados a pesar de su importancia
en la ecologia y salud de los ecosistemas acuaticos. Una
revision mas reciente sobre el uso de las técnicas basadas
en el analisis de ADN (PCR diagnéstico, PCR cuantitativo
y metabarcoding), confirm6 su potencial en el analisis
trofico de las especies, al ofrecer una alta especificidad y
sensibilidad en la deteccion de los items alimenticios, la
capacidad de estandarizar la metodologia, y la posibilidad
de usar técnicas de secuenciacion de alto rendimiento que
permite procesar un gran nimero de muestras, obteniendo
informaciéon confiable y cuantificable (Traugott et al.,
2021). Sin embargo, en esta revision solo se discuten 3
estudios de caso de metabarcoding de peces (Guillerault
et al., 2017; Harms-Tuohy et al., 2016; Jakubaviciute
et al., 2017), por lo que es dificil conocer el impacto real
de esta herramienta en el analisis trofico de peces. La
evaluacion del potencial de aplicacion de metodologias
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que permitan el estudio de la ecologia trofica de peces
en ambientes naturales es crucial, no solo para avanzar
en el entendimiento de la dindmica trofica en los
ecosistemas, sino para apoyar el desarrollo de estrategias
de conservacion y manejo sostenible de especies clave
para el funcionamiento de los ecosistemas acuaticos
(i.e., los peces loros en los ecosistemas arrecifales;
Castro-Sanguino y Sanchez [2012]; los tiburones como
depredadores superiores que regulan las comunidades
marinas, Stevens et al. [2000], por mencionar algunos),
y de especies de importancia comercial cuya ausencia o
sobreexplotacion podrian afectar la dindmica trofica de las
comunidades bioldgicas (Link, 2002).

El objetivo de esta revision es generar una sintesis
sobre el uso del metabarcoding para el analisis de la dieta
y la ecologia trofica de peces, analizando las limitaciones
tanto biologicas como técnicas que existen para su
implementacion, asi como las alternativas experimentales
y analiticas propuestas para disminuir su efecto. Ademas,
se presenta un analisis de los estudios de dieta de peces
basados en metabarcoding y se discute el potencial y
factibilidad de esta estrategia metodologica para el estudio
de la ecologia trofica de peces de México.

El método del metabarcoding

El metabarcoding es una técnica basada en la
amplificacion por PCR de marcadores genéticos presentes en
una gran variedad de especies, seguido por la secuenciacion
de regiones genéticas homologas. Posteriormente, las
secuencias obtenidas son comparadas con bibliotecas de
referencia para la identificacion taxondmica (Leray et al.,
2013). A nivel tecnoldgico, el avance mas significativo para
este método ha sido el desarrollo de HTS, que generan un
gran numero (de miles a millones) de secuencias (codigos
de barras) de ADN de diagnostico a partir de muestras
heterogéneas y/o muestras ambientales. Los beneficios del
analisis de secuencias de ADN para la caracterizacion
de la dieta y la identificacion de presas en las muestras
incluyen: la deteccion de organismos que no pueden
ser identificados por métodos visuales (generalmente
organismos de cuerpo blando que son digeridos con mayor
rapidez), menor dependencia directa de la experiencia
taxonodmica, capacidad para detectar organismos que
carecen de caracteristicas morfologicas de diagnostico, el
procesamiento de varios cientos de muestras de manera
simultanea, y la velocidad de analisis e idoneidad para
procesos automatizados (Alberdi et al., 2019; Berry et al.,
2015; Corse et al., 2019; Tournayre et al., 2020).

El flujo de trabajo general para los estudios de dieta
que usan el método de metabarcoding (fig. 1) comienza
con la recolecta y procesamiento de muestras en campo,

seguido de la fase de laboratorio, en la cual es necesario
extraer el ADN total de la muestra dietética con la mayor
integridad posible (i.e., sin degradacion) y libre de
compuestos contaminantes que interfieran con su analisis
(i.e., compuestos polifendlicos, acidos himicos; Juen y
Traugott [2006] y Schrader et al. [2012]), y amplificar por
PCR los marcadores de codigos de barras de ADN de los
grupos taxonomicos alimentarios de interés con cebadores
(“primers”) u oligonucleodtidos especificos (fragmentos
cortos de ADN complementarios a la secuencia del
marcador genético que desea amplificar), para los cuales se
haya probado previamente su eficiencia. Posteriormente,
es necesario realizar la construccion de librerias para la
secuenciacion de los marcadores genéticos de ADN y para
la clasificacion taxondmica de las secuencias recuperadas.
Una de las plataformas de HTS de mayor uso es Illumina
(i.e., MiSeq y NextSeq). Para la secuenciaciéon por
[llumina, que genera decenas de millones a billones de
fragmentos amplificados por muestra, es necesario ligar
mediante PCR los adaptadores e indices de nucleodtidos a
los marcadores genéticos, lo cual permitira identificar las
bibliotecas y muestras de diferentes organismos (Alberdi
et al., 2019; Meyer y Kischer, 2010; Miya et al., 2020).
Una vez obtenidas las lecturas de la secuenciacion, es
necesario realizar un procesamiento de datos para la
eliminacion de los adaptadores e indices, asi como la
formacion de secuencias quiméricas y secuencias de baja
calidad, para finalmente, mediante el uso de herramientas
y programas bioinformaticos, obtener una lista taxonomica
de los organismos presentes en cada una de las muestras
analizadas. A partir de esta lista taxonomica, que incluye
el numero de secuencias detectada para cada organismo
identificado, es posible entonces realizar el analisis de
la dieta (Alberdi et al., 2019; Miya et al., 2020). Si bien
este flujo de trabajo se ha aplicado en una variedad de
animales, cada uno de los pasos de este proceso tiene
sus propias limitaciones y sesgos, y debe implementarse
con cuidado. A continuacion, se describen los principales
sesgos y recomendaciones en cada uno de los pasos.

Diserio del estudio

Para realizar los estudios de metabarcoding se deben
tener en cuenta detalles metodologicos relacionados con la
biologia e historia de vida de la especie de interés, como el
area de distribucion, tipo de habitat, estacionalidad, horas
de actividad, estatus de conservacion, entre otros. Esta
informacioén determina la mejor técnica para la toma de
muestra: una muestra invasiva a partir de la diseccion
del tracto digestivo del organismo, o una muestra no
invasiva como la recolecta de heces fecales o reflujo de
contenido estomacal. El tipo de muestra ademas determina
su preservacion (etanol, desecacion, dimetilsulfoxido,



V.J. Pifieros et al. / Revista Mexicana de Biodiversidad 94 (2023): €944855

https://doi.org/10.22201/ib.20078706e.2023.94.4855

Colecta de peces

Libreria secuenciada

Seleccion basada
en solucion

e Hibridacion 4
\ /
\ s/

Lavado y
elucion

Secuenciacion Seifial de escaneo

-~

"

Extraccién del
contenido estomacal

Selecciéon basada
en Matriz

J

estra
enriquecida

,‘ N
—R-D
> o

Extraccion del ADN del
contenido estomacal

»

Ciclos de la

PCR
TERINTTTNT Desnaturalizacion
| 9s+c-Separar hebras

TERETTTEEE Anillamiento

Componentes de la PCR

< 6
AR

Muestrade  Cebadores Nucleotidos
ADN

A

Taq
polimerasa

ion de cebador

uni
Jssec- union plantilia

Buflerde  Tubode
Mezcla R

«——— Extension
Cebadores.

| SSRGS

-~
Termocitlador Ciclos de
PCR

Secuenciacion de alto
rendimiento

Peces

Aves

Monos

Proceso bioinformatico
de lecturas

Reptiles

Mu
Construccion de librerias

PCR de marcadores cédigo
de barras

Insectos %

PN

s

-Anfibios

PN

Roedores <&,
Primates ‘

Identificacion de Unidades
Taxonomicas Operacionales

Figura 1. Descripcion del proceso metodoldgico en los estudios de metabarcoding para la estimacion de la dieta de las especies de

peces.

etc.); las recomendaciones especificas para la toma y
preservacion de muestras son revisadas con detalle por
Alberdi et al. (2019), Creer et al. (2016) y Dickie et al.
(2018). Independientemente del método de preservacion
de muestras empleado, es recomendable que todas las
muestras se conserven y almacenen en condiciones
idénticas para minimizar los sesgos técnicos especificos
de la muestra (Alberdi et al., 2019).

La amplificacion del ADN es un paso critico para
el éxito de la técnica de metabarcoding, por lo que se
requiere la seleccion de marcadores de ADN (codigo de
barras) y de los oligonucledtidos cebadores apropiados

para la identificacion de los diferentes items alimenticios
provenientes de una amplia comunidad bioldgica, por lo
que a priori se necesita plantear un enfoque taxonémico
para el analisis (Alberdi etal., 2019; da Silveira et al., 2019;
Deagle et al., 2014). Esto determinara tanto la amplitud
filogenética de los elementos dietéticos recuperables (i.e.,
peces, insectos, artropodos, corales, plantas, hongos, etc.),
como la resolucion taxondomica que se lograra alcanzar
(orden, familia, género o especie) (Elbrecht et al., 2019;
Taberlet et al., 2012). Es importante asegurarse de
que existan marcadores genéticos universales para los
principales taxones presentes en la dieta que se desea
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analizar (Pifiol et al., 2019), que el fragmento de ADN
amplificado por los cebadores sea lo suficientemente
variable para discriminar especies cercanas (CBOL,
2009; Hebert et al., 2003) y preferentemente corto (170-
440 pb) para asegurar la amplificacion usando ADN
parcialmente degradado, lo cual es comun en estudios de
metabarcoding (Berry et al., 2015; Deagle et al., 2000,
Leray et al., 2013), asi como seleccionar los marcadores
que cuenten con secuencias publicas en las bases de datos
para una identificacion taxondmica exitosa (Devloo-Delva
et al., 2018; Elbrecht et al., 2016; Freeland et al., 2017,
Tournayre et al., 2020). En la tabla 1 se incluye una lista
de los principales marcadores genéticos de codigos de
barras (y los oligonucledtidos cebadores correspondientes)
utilizados para la identificacion taxondémica de diferentes
grupos bioldgicos.

Un aspecto importante que tiene que contemplarse en
el disefio de los estudios de metabarcoding se refiere al
control de falsos positivos (error tipo I) y falsos negativos
(error tipo II), los cuales son comunes en este tipo de
estudios (Alberdi et al., 2019; Corse et al., 2017; Pinol
etal.,2014; Taberletetal., 2018; Tounayre et al.,2020). Los
falsos positivos corresponden a artefactos experimentales/
moleculares (e.g., errores de PCR, cambio de etiquetas,
contaminacion ambiental, o contaminacidén cruzada entre
muestras) que conducen a la deteccion de taxones que
inicialmente no estaban presentes en lamuestra (Corse etal.,
2019). Por lo que este tipo de errores pueden controlarse
a través de: i) un manejo cuidadoso de muestras (tanto
en campo como en laboratorio, mediante la esterilizacion
del material y separacion de areas pre y post-PCR); ii) la
inclusion de réplicas experimentales en cada una de las
técnicas usadas (extraccion de ADN, PCR, etc.); iii) el uso
de controles negativos, es decir, muestras que carecen de
ADN; y iv) la inclusion de controles bioinformaticos, en
los cuales se determine un nimero o un porcentaje minimo
de copias de cada secuencia como valor umbral para que
los datos sean tomados en cuenta en los analisis posteriores
(Corse et al., 2019; Cuff et al., 2022; Galan et al., 2018;
Tournayre et al., 2020). Por su parte, los falsos negativos
corresponden a taxones que no se detectan aun cuando
estan presentes en la muestra, los cuales comunmente
representan taxones raros, o taxones que presentan una
baja concentracion de ADN en la muestra, aunque también
pueden estar asociados a la eficiencia en la amplificacion
del ADN (Alberdi et al., 2019; Corse et al., 2019; Cuff
et al., 2022; Elbrecht y Leese, 2017). Para minimizar este
tipo de errores, se recomienda usar varios marcadores
moleculares de diferentes loci o varios cebadores para
un locus que mejoren la precision en la deteccion de la
riqueza taxonomica presente en una muestra (Corse et al.,
2019; Cuff et al., 2022; Tournayre et al., 2020).

Trabajo experimental

Las muestras utilizadas en los analisis de dieta
son principalmente muestras fecales y contenidos
estomacales, lo que implica trabajar con muestras de
ADN degradado, en las cuales el método de extraccion
de ADN utilizado tiene un impacto en la cantidad y
calidad del ADN extraido, repercutiendo posteriormente
en la amplificacion de los marcadores genéticos (Jedlicka
et al., 2013; Majaneva et al., 2018; Ochm et al., 2011).
Existen varios métodos utilizados en la extraccion de
ADN, especialmente con organismos metazoos, que se
basan en el uso de una alta concentracion de sales o de
solventes organicos como el fenol-cloroformo (Sambrook
et al.,, 1989). Aunque estos métodos son econdomicos y
faciles de seguir, utilizan sustancias altamente toxicas que
son dificiles de desechar. Otros métodos de extraccion de
ADN se realizan con sistemas comerciales con soluciones
estandarizadas (e.g., Qiagen, QIAmp, ADN Stool Mini Kit
y PowerFecal / Soil ADN Kit, o Zymo XpeditionTM Soil
/ Fecal ADN MiniPrep kit). Sin embargo, estos métodos
son mas costosos que los primeros y no siempre son
efectivos debido a la naturaleza o composicion quimica
de la muestra. Por ejemplo, la presencia de polisacaridos
y compuestos polifendlicos, la acidez de la muestra,
entre otros, pueden inhibir los procesos técnicos en pasos
posteriores del protocolo de metabarcoding, como la
ligacion de oligonucleotidos o la amplificacion por PCR
(Pandey et al., 1996). Por esta razon, se recomienda la
estandarizacion de una técnica de extraccion de ADN
que incluya procedimientos que remuevan compuestos
quimicos contaminantes presentes en las muestras de
interés, como la inclusiéon de un paso de purificacion del
ADN utilizando filtros que contienen silice, los cuales han
mostrado ser efectivos en muestras de contenido intestinal
de escarabajos (Juen y Traugott, 2006). Otro punto a tener
en cuenta es que las caracteristicas tisulares de las presas
en la dieta también pueden afectar la calidad y cantidad del
ADN purificado, ya que la extraccion de ADN de animales
con estructuras esclerotizadas o calcareas (insectos,
zooplancton, moluscos) es mas dificil que las de especies
de cuerpo blando. Ademas, la proporcion de ADN de las
presas puede variar en la muestra, ya que éstas pueden
presentar diferentes tasas de digestion en los intestinos del
consumidor (i.e., pordiferencias en condiciones ambientales
como temperatura), ser afectadas de forma variable por el
metabolismo del consumidor, por el tiempo de ingestion
y por el volumen de tejido consumido, repercutiendo en la
capacidad de detectar ciertos taxones dentro de la muestra,
particularmente en especies generalistas, las cuales pueden
consumir un amplio rango de especies, algunas en muy
baja frecuencia (Cuff et al., 2022; Traugott et al., 2021).
Para lidiar con este problema se ha propuesto la realizacion
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Tabla 1

A) Lista de oligonucleotidos cebadores universales de marcadores de codigos de barras para la identificacion taxonomica y construccion de colecciones moleculares de varios grupos taxondmicos:
metazoos (invertebrados y vertebrados), procariotas, hongos y plantas. B) Lista de cebadores para marcadores metabarcoding universales disefiados y probados en metazoos acuaticos. C) Lista de
oligonucledtidos cebadores degenerados desarrollados para la identificacion taxondmica de diferentes grupos.

Grupo taxonémico Marcador ~ Nombre de Cebadores Longitud del Muestra biologica Referencia
molecular  cebadores amplificado (pb)

A) Cebadores universales para marcadores codigos de barras por secuenciacion Sanger para enriquecimiento de bases de datos de referencia

Metazoo COlI LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 710 Identificacion Folmer et al., 1994
HC02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA tci’:’s‘::uf?gsny

Peces FishF1 TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC 655 de colecciones Ward et al., 2005

Peces FishR1 TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA moleculares

Metazoo Cytb mcb398 TACCATGAGGACAAATATCATTCTG 421 Verma y Singh, 2003
mcb869 CCTCCTAGTTTGTTAGGGATTGATCG

Metazoo 16S 16s SAR-L CGCCTGTTTATCAAAAACAT 511-571 Palumbi, 1996
16s SBR_ H CCGGTCTGAACTCAGATCACGT

Procariotas 16S 341F GGTDTTACCGCGGCKGCTG 180 Klindworth et al., 2013
518R GGTDTTACCGCGGCKGCTG

Eucariotas 18S 1389F TCCCTGCCHTTTGTACACAC 130 Malviya et al., 2016
1510R CCTTCYGCAGGTTCACCTAC

Metazoo 128 L1091 AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT 386 Kocher et al., 1989
H1478 TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT

Hongos ITS ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG 290 White et al., 1990
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 315
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 290
ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 330
1TS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Plantas rbeL rbcL724R TCGCATGTACCTGCAGTAGC 470-588 Ivanova et al., 2008
rbcL1F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC

Plantas matK matK472F CCCRTYCATCTGGAAATCTTGGTTC 600-800 Yu et al., 2011
matK1248R GCTRTRATAATGAGAAAGATTTCTGC

Plantas trnH-psbA  trnH CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 274-594 Simpson et al., 2003
psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al., 1997

Algas y cianobacterias 23S P23SrV_f1 GGACAGAAAGACCCTATGAA 377-414 Sherwood y Presting,
P23StV rl TCAGCCTGTTATCCCTAGAG 2007

B) Cebadores para el analisis de Metabarcoding

Metazoo COlI mlCOlintF GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC 315-319 Contenido estomacal Leray et al., 2013
mlCOlintR GGRGGRTASACSGTTCASCCSGTSCC

Metazoo coi.175f GGAGGCTTTGGMAAYTGRYT 55 ADN ambiental Collins et al., 2019
€0i.226r GGGGGAAGAARYCARAARCT

Metazoo coi.175f GGAGGCTTTGGMAAYTGRYT 130
c0i.345r TAGAGGRGGGTARACWGTYCA

Invertebrados LepF1 CCATCTCATCCCTGCGTGT-CTCCGACTCAGNNNNN 133 Muestras fecales Gillet et al., 2015

NNATTCHACDAAYCAYAA RGAYATYGG
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Tabla 1. Contintia

Grupo taxonéomico Marcador ~ Nombre de Cebadores Longitud del Muestra biologica Referencia
molecular  cebadores amplificado (pb)
Invertebrados EPT-long-univR CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATNNNNNNNACTAT
AAAARAAAATYTDAYAAA DGCRTG
Peces Cytb L14912-CYB TTCCTAGCCATACAYTAYAC 235 Muestras de agua Minamoto et al., 2012
Peces H15149-CYB GGTGGCKCCTCAGAAGGACATTTGKCCYCA
Metazoo 128 MiFish-U-F GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC 171 Muestras de agua Miya et al., 2015
Metazoo MiFish-U-R CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG
Metazoo MiFish-E-F GTTGGTAAATCTCGTGCCAGC
Metazoo MiFish-E-R CATAGTGGGGTATCTAATCCTAGTTTG
Metazoo Tele 02-f AAACTCGTGCCAGCCACC 167-171 Taberlet et al., 2018
Metazoo Tele 02-r GGGTATCTAATCCCAGTTTG
Metazoo Elas02-f GTTGGTHAATCTCGTGCCAGC
Metazoo Elas02-r CATAGTAGGGTATCTAATCCTAGTTTG
Metazoo L1848 ACACCGCCCGTCACTCT 63 Validacion in silico  Valentini et al., 2016
Metazoo H1913 CTTCCGGTACACTTACCATG
Metazoo 12S-V5f ACTGGGATTAGATACCCC 106 Validacién in Riaz et al., 2011
Metazoo 128-V5r TAGAACAGGCTCCTCTAG silico y andlisis de
muestras fecales

Metazoo 16S Fish16sF/D GACCCTATGGAGCTTTAGAC 219 Contenido estomacal Berry et al., 2015
Metazoo 16s2R CGCTGTTATCCCTADRGTAACT
Metazoo 16S-R1-F GTCYHGCCTGCCCHGTGA 440 Contenido estomacal Devloo-Delva et al.,
Metazoo 16S-R2-R CCAACATCGAGGTCGTAARCC 2018
Algas y cianobacterias 23S P23SrV_f1 GGACAGAAAGACCCTATGAA 377-414 Contenido estomacal Sherwood y Presting,

P23SIV rl TCAGCCTGTTATCCCTAGAG 2007
C) Cebadores degenerados para estudios de Metabarcoding
Metazoo COIl mlCOIintF-XT GGWACWRGWTGRACWITITAYCCYCC 313 Muestras biologicas ~ Wangensteen et al.,
Metazoo mICOIintF-XT* GGWACWRGWTGRACWGTYTAYCCYCC R b
Metazoo jgHCO2198 TATACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA
Metazoo jgHCO2198* TAKACYTCWGGRTGRCCRAARAAYCA
Macroinvertebrados fwhF1 YTCHACWAAYCAYAARGAYATYGG 178-205 Experimentos y Vamos et al., 2017
Macroinvertebrados fwhR1 ARTCARTTWCCRAAHCCHCC validacion in silico
Macro-invertebrados fwhF2 GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCHCC
Macro-invertebrados fwhR2 GTRATWGCHCCDGCAARWACWGG
Macro-invertebrados fwhR2n GTRATWGCHCCDGCTARWACWGG
Macro-invertebrados BF1 ACWGGWTGRACWGTNTAYCC 217-421 Experimentos y Elbrecht y Lesse, 2017
acuaticos validacion in silico
Macro-invertebrados BF2 GCHCCHGAYATRGCHTTYCC
acuaticos
Macro-invertebrados BRI ARYATDGTRATDGCHCCDGC
acuaticos
Macro-invertebrados BR2 TCDGGRTGNCCRAARAAYCA

acuaticos
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de experimentos de calibracion alimenticia, que permiten
entender los procesos digestivos y el tiempo de transicion
intestinal de las presas que constituyen la dieta, estimando
su tasa de digestion (Traugott et al., 2021). Sin embargo,
determinar el tiempo de digestion de diferentes presas
en la dieta de un pez, representa un reto metodoldgico.
Algunos experimentos de este tipo realizados con peces,
han demostrado que la deteccion de ADN de huevos o
larvas de peces empieza a disminuir aproximadamente
2 horas después de la ingestion, con un rango maximo
de deteccion de ente 24 y 48 horas (Hunter et al., 2012;
Traugott et al., 2021).

Un inconveniente comun en los analisis moleculares
de muestras de contenido estomacal o heces fecales es
la contaminacion de ADN proveniente del individuo
depredador. El ADN de las presas tiende a estar mucho
mas degradado que el ADN de los depredadores, por lo que
la sobreabundancia del ADN amplificable del depredador
aumenta con el tamafio del fragmento que se desea
amplificar. Los métodos de PCR no son lo suficientemente
sensibles para detectar secuencias con poca abundancia y
utilizan cebadores universales que amplifican por igual,
tanto el ADN del depredador como de las presas (Lui
et al., 2019; Su et al., 2018; Vestheim y Jarman, 2008).
Se han propuesto varias metodologias para lidiar con este
problema como el filtrado bioinformatico y exclusion de
las secuencias del depredador (Cuff et al., 2022), pero
el método mas usado consiste en sintetizar cebadores
especificos para bloquear el ADN del depredador en
el PCR (blocking primers). En muchos casos, estos
cebadores de bloqueo consisten en un espaciador de 3
hidrocarbonos (C) en el extremo 3°, lo cual detiene la
reaccion de elongacion sin afectar las propiedades de union
del cebador (Lui et al., 2019; Su et al., 2018; Vestheim y
Jarman, 2008). Esto previene la amplificacion de ADN
del depredador, sin perjudicar la amplificacion del ADN
de las presas en la dieta (Su et al., 2018). Una de las
desventajas de utilizar esta técnica es que la presencia de
canibalismo dentro de las especies de peces es comun, y el
uso de cebadores bloqueados impediria tener evidencia de
este comportamiento biologico (Dahl et al., 2017; French
et al., 2020; Waraniak et al., 2019). Ademas, en varios
estudios se ha encontrado evidencia de contaminacién por
depredacion secundaria. Esta contaminacion se refiera a
la deteccion de la dieta de la presa consumida que es
detectada en la dieta del depredador (Berry et al., 2015;
Bowser et al., 2013). Si bien esto puede ser considerado un
problema, algunos autores lo han visto como la posibilidad
de explorar con mayor profundidad la red trofica (Berry
et al., 2015).

Andalisis bioinformdtico

Los datos provenientes del secuenciador son lecturas
crudas sin procesar que estan fragmentadas, contienen
errores, y/o se ven afectadas por profundidades de
secuenciacion desiguales (Ducotterd et al., 2021). Por
lo tanto, para analizar con precision estos datos, es
necesario ensamblar las lecturas de secuencias obtenidas
en segmentos contiguos mas grandes llamados “contigs”
utilizando  programas  computacionales  especiales
(Anantharaman et al., 2016). El uso de un ensamblador
que produzca “contigs” largos permitird una determinacion
taxonomica mas precisa de los organismos (van der Walt
et al., 2017). Por esta razon, se han desarrollado multiples
procedimientos bioinformaticos o “pipelines” para
ensamblar secuencias sin procesar, simplemente fusionando
lecturas de extremos emparejados o mediante ensamblado
de novo (van der Walt et al., 2017). Sin embargo, existen
diferentes alternativas tanto de ensambladores como
de protocolos de ensamblado, por lo cual se necesitan
métodos de control y validacion que permitan parametrizar
los procedimientos bioinformaticos. Esto se puede lograr
creando y secuenciando comunidades simuladas también
conocidas como “mock communities”, que son referencias
para bases de datos de ADN y se utilizan como controles
positivos para la secuenciacion de alto rendimiento (Jusino
et al., 2018).

El problema mas importante del analisis bioinformatico
es la disponibilidad de secuencias de referencia para la
asignacion taxonomica de las secuencias ensambladas
(Alberdi et al., 2019; Berry et al., 2015; Elbrecht et al.,
2016). Esto se debe a que, asi como la morfologia no
puede proporcionar identidades para especies no incluidas
en las claves taxondmicas, la identificacion estricta de
las muestras por marcadores genéticos o codigos de
barras de ADN no puede realizar asignaciones donde las
colecciones de referencia estan incompletas, o donde el
marco taxondmico subyacente esta poco estudiado.

La asignacion de especies requiere una base de
datos de referencia que contenga secuencias asignadas
taxonomicamente. Existen diferentes bases de referencia
generales, con diferentes niveles de curaduria taxonémica
como el GenBank del NCBI y Barcode Of Life Database
(BOLD), asi como bases de datos especificas para algunos
grupos taxondmicos como SILVA y UNITE (tabla 2) que
se usan comunmente en estudios de metabarcoding. Sin
embargo, estudios recientes sugieren que la construccion
de una base de datos de referencia seleccionada y adaptada
a los objetivos especificos del estudio puede aumentar la
sensibilidad de la clasificacion, reducir la tasa de falsos
positivos y prevenir redundancia en la clasificacion de
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Tabla 2

Lista de bases de datos genéticos y gendmicos de secuencias de ADN y ARN ftiles para la asignacion taxondmica y definicion de

unidades taxondmicas operacionales (OTU).

Bases de datos Direccion url

Tipo de datos Pais

GenBank https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

DDBJ center https://www.ddbj.nig.ac.jp

EMBL-EBI https://www.ebi.ac.uk/

Barcode of Life Data
System (BOLD)

Marine Eukaryote
Species (MARES)

SILVA

https://www.boldsystems.org/index.php

https://github.com/wpearman1996/
MARES database pipeline

https://www.arb-silva.de/

UNITE https://unite.ut.ee/

Secuencias de ADN, ARN, SNPs, EST, Estados Unidos

Genomas completos

Secuencias de ADN, ARN, SNPs, EST, Japon
Genomas completos

Secuencias de ADN, ARN, SNPs, EST, Inglaterra
Genomas completos

Secuencias de COI (animales), MatK, Canada

rbcL (Plantas), ITS (hongos)

Secuencias de COI de eucariotas marinos  Nueva Zelanda

Base de datos ARN ribosomal de alta Alemania

calidad

Base de datos de secuencias ITS de
eucariotas, principalmente hongos

Paises Nordicos

secuencias por especies (Arranz et al., 2020). Por lo tanto,
existen diferentes alternativas para generar bases de datos
“personalizadas” a partir de las bases de datos generales. Un
ejemplo es la base de datos MARES, la cual es especifica
para especies eucariotas marinas con identificadores
taxondmicos estandarizados y curados por especialistas,
que incluye alrededor de 17,884 secuencias del gen
mitocondrial que codifica la subunidad I de la enzima
citocromo oxidasa (COI) de especies marinas (Arranzetal.,
2020). Otra alternativa para la baja asignacion taxonomica
es el uso de unidades taxonomicas operativas (OTU, por
sus siglas en inglés) como hipotesis de trabajo donde las
secuencias de referencia no estan disponibles, debido a
que las secuencias de ADN contienen sefiales filogenéticas
que permiten diferenciar los organismos presentes en una
muestra independientemente de su correcta identificacion
taxonomica (Berry et al., 2015).

Cuantificacion de las lecturas de metabarcoding para el
andalisis de dieta

El recuento de secuencias se utiliza para registrar datos
de presencia de especies dentro de las muestras en funcion
de un numero umbral de secuencias (es decir, presencia/
ausencia de taxa), o bien para calcular el porcentaje de
ADN de cada uno de los items-articulos en la dieta, como
un aproximado de la biomasa relativa consumida (es
decir, la abundancia relativa de secuencias de cada grupo
taxonémico respecto al total de secuencias obtenidas
en la muestra) (Deagle et al., 2019). La conversion del

recuento de secuencias a datos de ocurrencia a menudo
se considera un enfoque mas conservador, mientras que
el uso del recuento de secuencias como indicador de
biomasa en muestras es mas controvertido. De hecho, las
dificultades para obtener una firma de biomasa precisa
a partir del recuento de secuencias incluyen sesgos,
tanto técnicos como bioldgicos, que afectan las tasas de
recuperacion de los marcadores genéticos de diferentes
taxones (Deagle et al., 2019). Por lo tanto, en el mejor
de los casos, los recuentos de lectura de secuencias solo
pueden proporcionar una estimacion aproximada de la
abundancia proporcional (Deagle et al., 2019).

Con los datos de ocurrencia en lugar de item alimenticios
de las muestras individuales se pueden usar varias métricas
para describir la dieta en las muestras, algunas son
el porcentaje de frecuencia de ocurrencia (% FOO), el
porcentaje de ocurrencia (POO) y el porcentaje ponderado
de ocurrencia (WPOO) (Deagle et al., 2019). Ademas,
algunos estudios también presentan datos de abundancia
relativa de lecturas (RRA, por sus siglas en inglés) junto
con los datos de presencia (Deagle et al., 2019).

Casos de estudio de dieta en peces

Enlosultimos afos, el uso de herramientas relacionadas
con metabarcoding en investigaciones que estudian la dieta
de especies de peces se ha multiplicado. En el presente
trabajo se realizaron bisquedas y revision de literatura en
Web of Science (http://webofscience.com, ultima revision
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realizada el 11/08/2022), utilizando las palabras clave
“metabarcoding”, “fish” y “diet” o “trophic ecology”, las
cuales arrojaron como resultado 267 y 131 referencias,
respectivamente. Después se revisaron estas referencias
para seleccionar especificamente los estudios relacionados
con la ecologiatrofica de peces analizados con herramientas
de metabarcoding. De estas blisquedas se obtuvieron un
total de 58 articulos enfocados en peces que datan de los
ultimos 10 afios, a partir de los cuales se realizo una sintesis
actualizada sobre los avances que se tienen en el tema.
De los 58 articulos revisados (material suplementario:
tabla S1), 42 fueron publicados en los ultimos 5 afios, 32
analizaron varias especies de peces de manera simultanea
(entre 2 y 22 especies) y 26 fueron monoespecificos
(fig. 2A), para un total de 158 especies analizadas: 1
pez sin mandibula (familia Petromyzonthidae), 9 peces
cartilaginosos (clase Chondrichthyes) y 148 6seos (clase
Actinopterygii). Tres estudios utilizaron 3 marcadores
genéticos, 10 estudios 2 marcadores, y los restantes (45)
1 solo marcador (fig. 2B). El gen mitocondrial COI fue el
marcador mas utilizado (28 estudios), seguido de los genes
ribosomales 18S (5 estudios), 16S (5 estudios), 12S (4
estudios) y 23S (3 estudios) (fig. 2B). El uso mas frecuente
del marcador universal COI se puede deber a que: i) es
uno de los marcadores moleculares mas facil de amplificar
por PCR en el laboratorio y ofrece resultados con menor
porcentaje de error en comparacion con otros marcadores;
i) presenta una gran precision taxondmica, identificando
las presas del grupo de los invertebrados hasta género
y/o especie, que comprenden una alta proporcion en la
dieta de un gran numero de especies; iij) presenta las
bases de datos moleculares mas completas y depuradas
en comparacion con otros marcadores (Devloo-Delva
et al., 2018; Jakubaviciute et al., 2017). Sin embargo, se
ha reportado que los oligonucleétidos cebadores para la
amplificacion de COI fallan en la deteccion de grupos
taxondmicos como los phyla Platyhelminthes, Nematoda y
algunos ordenes de crustaceos, que incluyen varios grupos
de la subclase Copepoda, los cuales si son identificados
con los genes ribosomales 18S y 16S (Berry et al., 2015;
Devloo-Delva et al., 2018).

Por su parte, los genes ribosomales 12S, 16S y
18S, poseen una capacidad de resolucion menor para la
identificacion taxonomica, llegando a nivel de orden y
familia para la mayoria de las presas eucariontes, o de
género en casos especificos (principalmente bacterias)
(Berry etal., 2015; Hirai et al., 2017). Aun asi, el marcador
18S presenta mayor amplitud taxonémica, detectando
varios grupos de eucariotas que el marcador COI no tiene
el poder de detectar, como protistas, hongos y algunas
algas que forman parte de la dieta de un importante
numero de especies de peces (Hirai et al., 2017), y a su

vez, falla en detectar varios grupos de peces y artropodos
(como el orden Amphipoda y el subphylum Hexapoda)
que COI si detecta (Berry et al., 2015). Por su parte,
el gen 23S ha permitido detectar con éxito un amplio
grupo de especies y géneros de algas, microalgas y
cianobacterias que forman parte de la dieta de la mayoria
de peces herbivoros (Gajdzik et al., 2021; Nalley et al.,
2022; Sherwood y Presting, 2007; Stamoulis et al., 2017).
Esta variedad de resultados taxonomicos de los distintos
marcadores moleculares ha llevado a que se recomiende
la combinacion de estos marcadores, ya que esta estrategia
arroja informacion complementaria para la estimacion de
la riqueza de especies presente en la dieta de los peces
(Devloo-Delva et al., 2018), siendo un claro ejemplo de
como los estudios con mas de un marcador metabarcoding
describen la dieta con un mayor detalle. Sin embargo, solo
13 de los 58 articulos revisados analizaron multiples loci,
lo cual puede deberse al incremento del costo que implican
los analisis multilocus (Devloo-Delva et al., 2018). Los
costos de HTS disminuyen paulatinamente, haciendo mas
factible este tipo de estudios en el futuro.

Es de destacar el uso de los oligonucledtidos cebadores
MiFish, los cuales amplifican una region hipervariable
de aproximadamente 172 pb del gen ribosomal 12S.
Estos oligonucledtidos cebadores que han sido disenados
exclusivamente parala estimacion de la diversidad de peces,
con los cuales se han podido identificar familias, géneros y
especies en muestras ambientales, han sido probados con
¢éxito en ecosistemas marinos, estuarinos y de agua dulce
alrededor del mundo (Miya et al., 2015), y han demostrado
ser una excelente opcion para la estimacion de OTU y
riqueza de especies de peces en muestras provenientes
de contenidos estomacales o heces (Miya et al., 2020),
convirtiéndose en una excelente alternativa para el estudio
trofico de especies ictiofagas, o cuya dieta esta conformada
en parte por este item-articulo alimenticio, aunque hasta
ahora no han sido utilizado en estudios troficos de
peces. En estudios comparativos con otros marcadores
metabarcoding como COI, los cebadores MiFish probaron
ser mas eficientes en la obtencion de lecturas de peces,
con menor deteccion en procariotas y otros eucariotas, a
pesar de obtener un menor numero de lecturas (Collins
et al., 2019; Doble et al., 2019). Las desventajas de los
cebadores MiFish son la presencia de falsos negativos en
algunos grupos como tiburones y rayas, algunas especies
de la familia Cotiidae, especies de lampreas y especies
taxonomicamente cripticas de caballitos marinos, y aunque
se han disefiado cebadores especificos para la deteccion de
estos grupos, su efectividad en estudios de campo atun no
ha sido examinada (Miya et al., 2020). Otra desventaja es
la falta de variacion de los cebadores MiFish para detectar
especies congéneres cercanamente relacionadas. Por lo
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Figura 2. Resultados de los casos de estudio de ecologia trofica de peces que usan metabarcoding para el analisis de dieta. A) Porcentaje
de estudios realizados con una o varias especies, B) porcentaje de estudios realizados con uno o mas marcadores metabarcoding, C)
porcentaje de especies de peces de origen marino o dulceacuicola, D) porcentaje de peces de regiones tropicales o templadas.

que, para poder discriminar entre las especies cercanas
se ha propuesto el uso de cebadores metabarcoding de
otros marcadores como ND5, ND2, ATP6 o “Region
Control”, junto con los cebadores MiFish en una reaccion
multiplex (Miya et al., 2020). Es importante resaltar que
los cebadores MiFish estan siendo usados en los consorcios
internacionales como el DNAqua-Net de la Unién
Europea y el consorcio creado por varias universidades
e institutos que estan investigando los peces distribuidos
en la corriente de California, para lo cual han creado
una base de datos de referencia de secuencias MiFish
de especies de peces llamada FishCARD (Miya et al.,
2020), paso importante para el desarrollo de la técnica de
metabarcoding en estudios troficos, dada la necesidad de
contar con colecciones moleculares de referencia.

Es importante sefialar que el andlisis de los estudios
de peces publicados en los ultimos 10 afios indica una
progresion natural de los tdpicos estudiados con la
herramienta de metabarcoding. Especificamente, entre
2013-2018, 13 de los 21 articulos publicados se enfocaron
en determinar la efectividad de diferentes primers o
cebadores (Albaina et al., 2016; Corse et al., 2017,
Leray et al., 2013; Yoon et al., 2017), realizar analisis

comparativos entre distintos marcadores (Devloo-Delva
et al., 2018), probar la eficiencia de los “blocking primers”
necesarios para los analisis por metabarcoding (Su et al.,
2018), y comparar los resultados obtenidos a partir de
métodos de identificacion visual, iso6topos estables y
metabarcoding (Berry et al.,, 2015; Guillerault et al.,
2017; Jakubaviciute et al., 2017; Kodoma et al., 2017;
Matley et al., 2018; Oyafuso et al., 2016; Riccioni et al.,
2018) (material suplementario: tabla S1). Lo anterior
indica que los primeros articulos publicados estuvieron
predominantemente enfocados a cuestiones metodologicas
necesarias para la aplicacion del metabarcoding en el
estudio de la ecologia trofica de peces. Sin embargo, a
partir del afio 2019, en 34 de 37 articulos publicados,
el método de metabarcoding es usado para responder
preguntas ecoldgicas sobre la especializacion trofica y
definicion del nicho de las especies, la reconstruccion
de redes troficas en comunidades complejas y el
efecto del calentamiento global en la dieta, entre otras
(material suplementario: tabla S1). Estas investigaciones
demuestran que el uso de metabarcoding representa una
herramienta valiosa para el estudio de la ecologia trofica
de peces.
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Respecto a los ecosistemas estudiados, los resultados
de la revision indican que 42 estudios fueron realizados
con especies marinas (108 especies), con la inclusion
de 1 especie estuarina; 15 con peces dulceacuicolas (48
especies) y 1 con una especie anadroma (fig. 2C). Respecto
al tipo de ecosistemas, 22 estudios fueron realizados en
peces distribuidos en regiones tropicales (68 especies), 31
estudios en regiones templadas (76 especies), 2 estudios
con especies distribuidas en ambas regiones (3 especies
dulceacuicolas y 1 marina), y 4 estudios en regiones polares
(10 especies) (fig. 2D). Destaca la ausencia de estudios en
Latinoamérica (aunque si bien hay 2 estudios, 1 en Puerto
Rico y otro en Belice, se realizaron por investigadores
extranjeros; Harms-Tuohy et al. [2016] y Brandl et al.
[2020]), Africa y el sur de Asia, las cuales representan
regiones de alta diversidad y endemismos.

El uso de la técnica de metabarcoding para el
estudio trofico en ecosistemas acuaticos en México

Los peces constituyen el grupo mas diverso de
vertebrados acuaticos, sin embargo, la mayoria de estudios
se han centrado en regiones templadas (Paleartica y
Neartica). México se ubica en una zona de transicion
biogeografica, de ahi su importancia para el estudio
tréfico de peces provenientes de ecosistemas templados
y tropicales. Ademas, México es uno de los paises mas
diversos en especies icticas, con un total de 2,763 especies
(505 en ambientes dulceacuicolas y 2,224 en ambientes
marinos), 967 géneros, 265 familias y 53 ordenes,
que constituyen 9.8% de la totalidad de las especies
reconocidas a escala mundial. Ademas, presenta un alto
nivel de endemismos en ambientes dulceacuicolas (57%,
correspondiente a 289 especies) y en ambientes marinos
como el golfo de California (20%) (Espinosa-Pérez, 2014).
Sin embargo, hasta el momento, no se han realizado
estudios de ecologia trofica mediante metabarcoding
con especies de peces distribuidos en México. Este es
un reto considerable y atractivo, ya que la identificacion
de presas y el nivel de resolucion taxonémica en los
estudios de metabarcoding depende del conocimiento de
la biodiversidad y la existencia de secuencias en bases de
datos publicas, lo cual implica un muestreo taxondmico
preciso de organismos acuaticos de diferentes niveles
jerarquicos, con los datos moleculares asociados.

Dado que las cuencas dulceacuicolas son consideradas
islas biogeograficas, tener un perfil taxonomico de
la diversidad biologica de cada cuenca es un trabajo
arduo. Por ejemplo, en México, la Conabio reconoce
27 cuencas continentales distribuidas en 2 ecoregiones
(Neartica y Neotropical) (https://www.biodiversidad.gob.
mx/region/ecorregiones-dulceacuicolas) y varios estudios

que evaltian la distribucién taxondémica y genética de
organismos dulceacuicolas han encontrado un gran nimero
de endemismos o linajes evolutivos independientes,
restringidos a las cuencas o incluso a cuerpos de agua
particulares (Ballesteros-Nova et al., 2019; Beltran-Lopez
et al., 2017, 2018; Dominguez-Dominguez et al., 2006;
Garcia-Morales et al., 2021; Mercado-Salas et al., 2018;
Pedraza-Lara et al., 2012).

Con el fin de conocer el numero de secuencias
registradas y curadas de las especies acuaticas que se
encuentran distribuidas en el territorio mexicano, en esta
revision se realizé una busqueda de secuencias en la base
de datos BOLD Systems, utilizando el nombre del grupo
taxonomico de interés a nivel de clase o phylum, junto con
la palabra México (por ejemplo; Actinopterygii+Mexico)
(https://www.boldsystems.org/index.php/databases
revisada el 2 de noviembre del 2022). De manera general,
los resultados de la busqueda indicaron que los peces
oseos (clase Actinopterygii) y los peces cartilaginosos
(clase Chondrichthyes), asi como la clase Insecta
(muchos de los cuales son acudticos o tiene alguna de
sus fases de vida en estos ecosistemas) y las especies
acuaticas del phylum Arthropoda (sin incluir la clase
Insecta), presentan un avance significativo en el muestreo
molecular (tabla 3). Sin embargo, otras especies acuaticas
del subphylum Urochordata (acidias y tunicados), familia
Petromyzontidae (lampreas), peces de la clase Holocephali
(peces Quimeras) y otros taxones de invertebrados
menos diversos y estrictamente acuaticos (por ejemplo,
Cnidaria, Porifera, Ctenophora, Echinodermata, Rotifera)
estan pobremente representados, al igual que los grupos
de macroalgas (Chlrophyta, Rodophyta y Ochrophyta)
y especies de protozoarios acuaticos (superclase
Bacillariophyceae y superclase Dinoflagellata) (tabla 3).
Por lo anterior, aunque aun se desconoce una gran parte de
la biodiversidad presente en los ecosistemas acuaticos de
Meéxico, esta base de datos constituye un insumo valioso
para consolidar investigaciones que implementen técnicas
como el metabarcoding, ya que uno de los pasos importantes
para consolidar esta técnica, es la construccion de una
coleccion molecular que refleje la diversidad biologica de
los ambientes y que se pueda utilizar para la asignacion
taxonomica de OTU en los analisis metagendomicos
(figs. 1, 3).

Lo anterior enfatiza la necesidad de contar con una
estrategia cientifica para la implementacion de la técnica
de metabarcoding en los estudios que evaluan la diversidad
marina y dulceacuicola de México, por ejemplo, la
creacion de un consorcio o red tematica de investigacion
que fortalezca la colaboracion entre diferentes grupos de
investigacion, universidades e institutos cientificos, asi
como entidades gubernamentales y organizaciones no


https://www.biodiversidad.gob.mx/region/ecorregiones-dulceacuícolas
https://www.biodiversidad.gob.mx/region/ecorregiones-dulceacuícolas
https://www.boldsystems.org/index.php/databases
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Tabla 3

Numero de secuencias moleculares de diferentes grupos taxonomicos acuaticos que se distribuyen en México y que se encuentran

en la base publica del BOLD systems.

Grupo taxondémico Registros con Registros con Numero de Secuencias no
secuencias nombre de especie especies*® especificadas
Actinopterygii 10,311 7,833 922 2,478
Elasmobranchii 351 294 54 57
Hyperoartia 2 2 2 0
Holocephali 2 0 0 2
Ascidiacea 1 1 1 0
Myxini 0 0 0 0
Insecta 58,782 17,062 3,869 41,720
Arthropoda sin Insecta 5,329 4,052 536 1,277
Mollusca 1,432 1,116 265 316
Annelida 991 431 137 560
Platyhelminthes 749 688 81 61
Rotifera 723 635 108 88
Nematoda 470 193 38 277
Cnidaria 388 231 41 157
Echinodermata 280 258 83 22
Ctenophora 24 21 12 3
Porifera 15 13 13 2
Nemertea 8 4 2 4
Hemichordata 6 2 2 4
Ciliophora 6 6 2 0
Phoronida 4 0 0 4
Nematomorpha 1 1 1 1
Bryozoa 0 0 0 0
Placozoa 0 0 0 0
Priapulida 0 0 0 0
Rhodophyta 266 175 107 51
Phaeophyceae 62 62 14 0
Chlorophyta 44 40 26 4
Bacillariophyta (diatomeas) 12 12 4
Dinophyceae 2 2 2 2

*Con al menos una secuencia

gubernamentales (fig. 3). Esto permitiria la vinculacion
de diferentes proyectos de monitoreo (tanto morfolégico
como molecular) de la diversidad en los sistemas acuaticos
en el pais y contribuiria al enriquecimiento de las bases de
datos (tanto nacionales como las internacionales existentes;

tabla 2) de marcadores moleculares (COI, 128, 16S, 18S
y 238S), tal como lo hizo en su momento la red tematica
MEXBOL (www.mexbol.org). Esta iniciativa requiere del
fortalecimiento de la infraestructura fisica necesaria para
la realizacion de los analisis moleculares en sus diferentes


http://www.mexbol.org
https://www.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=249225
https://www.boldsystems.org/index.php/Taxbrowser_Taxonpage?taxid=317011
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Figura 3. Diagrama de los procesos importantes (en circulos
grises) para la consolidacion de un programa de investigacion
usando técnicas de metabarcoding.

fases (para lo cual existen avances considerables a nivel
de laboratorios y equipos en diferentes instituciones del
pais) y contar con una técnica estandarizada que garantice
la comparacion de diferentes estudios (fig. 3). También
es importante enfocarse en el monitoreo de aquellos
marcadores que cuentan con pocos datos (como los genes
ribosomales); en los grupos biologicos que histéricamente
han sido escasamente muestreados; asi como en ambientes
donde la adaptacion y especiacion local son frecuentes
(como las cuencas hidrograficas continentales o la zona
mesofotica marina), o donde la presencia de endemismos
es alto (como en el archipiélago de Revillagigedo, el golfo
de California, o los lagos del altiplano mexicano).
Finalmente, ante el escenario actual, donde los
ecosistemas estan viviendo un momento de acelerado
deterioro y cambio ecosistémico por las actividades
humanas, y cuyas consecuencias sobre las comunidades
naturales son aun impredecibles, el uso de técnicas
metabarcoding para el estudio de la dieta de los peces
se presenta como una area de oportunidad, ya que brinda
evidencia directa de los procesos ecosistémicos que
rigen el flujo de materia y energia dentro de las redes
troficas acuaticas, asi como de las dinamicas ecosistémicas
importantes para el mantenimiento de las comunidades
biologicas a largo plazo, al permitir la identificacion de los
items alimenticios con mayor resolucion taxonémica que
los anélisis de inspeccion visual de contenidos estomacales

o excretas. Ademas, las muestras de las dietas son una
muestra de la diversidad (también llamadas capsulas de
biodiversidad; de Sousa et al., 2019), que de manera
similar a las herramientas moleculares de ADN ambiental,
se pueden usar en el monitoreo de la diversidad bioldgica
en los ecosistemas acuaticos, que permite por un lado
conocer la ecologia trofica de las especies estudiadas, y
por otro obtener conocimiento de la biodiversidad de los
ecosistemas donde las especies bajo estudio habitan, lo
cual en conjunto con otros quehaceres cientificos ayudara
a dar pautas para la generacion de politicas de manejo
y conservacion de los ecosistemas acuaticos basadas en
el conocimiento cientifico. Esto se vuelve importante en
especies usadas en la industria pesquera, ya que conocer la
dieta y su papel trofico en la comunidad biologica, permite
entender como su pesca afecta los ecosistemas acuaticos.
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