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Resumen

La nutria neotropical (Lontra longicaudis) es un mustélido ampliamente distribuido en Amé-
rica, que posee un rol clave como depredador superior en ecosistemas acuaticos. Su adapta-
bilidad a diferentes climas la convierte en un bioindicador potencial de la salud de los eco-
sistemas. A pesar de su importancia ecologica, la investigacion sobre esta especie es limitada,
especialmente en Costa Rica. Este estudio explora su microbiota intestinal en una cuenca
costarricense, con el objetivo de mejorar el entendimiento de su salud y contribuir a su con-
servacion. Se analizaron 75 muestras de heces utilizando secuenciacion del gen 16S ARNT,
obteniendo 5.590.892 lecturas y 9.287 ASV, con 25 filos bacterianos identificados. Los mas
abundantes fueron Fusobacteriota, Proteobacteria y Firmicutes. La proporcion elevada de
Firmicutes/Bacteroidota (F/B) sugiere una posible disbiosis, relacionada con alteraciones en
el microbioma de mamiferos. El andlisis de correlacion revelo relaciones significativas entre
filos, destacando la asociacion entre Verrucomicrobiota y Actinobacteriota, vinculados a la
respuesta inmunitaria. Los andlisis de diversidad alfa mostraron diferencias significativas
entre muestras segun el uso del suelo (p = 0.0043), siendo las zonas de cultivos permanentes
las de menor diversidad microbiana, lo que indica un impacto antropogénico. Por otro lado,
los analisis de diversidad beta confirmaron que la composicion microbiana variaba entre lu-
gares (p = 0.002) y usos del suelo (p = 0.015), con los paisajes agricolas como los de mayor
influencia. Ademas, se identificaron taxones bacterianos clave asociados a lugares especifi-
cos, como Desulfobacterota y Bdellovibrionota. El enriquecimiento de Acidobacteriota en el
embalse de una presa sugiere presiones de seleccion ambiental. Este estudio resalta la rele-
vancia del microbioma como indicador de salud ecoldgica, subrayando su potencial para mo-

nitorear cambios ambientales y orientar estrategias de conservacion



1. Introduccion

Un enfoque que estd tomando importancia para la biologia de la conservacion es el
estudio del microbioma asociado a los mamiferos mediante el metabarcoding de ADN
(Schmidt et al., 2013), apoyado por herramientas de Secuenciacion de Nueva Generacion
(NGS). Las comunidades microbianas participan de forma activa en la nutricion, desarrollo
y salud de los animales que habitan, tanto a nivel individual como poblacional (McFall-Ngai
et al., 2013). Ademas, la resistencia de las poblaciones animales al estrés y a enfermedades
provocadas por cambios en su habitat esta asociada a la composicion microbiana que poseen
(Bahrndorff et al., 2016), la cual podria verse afectada por la calidad de los ecosistemas.

Ciertos microorganismos han sido utilizados como indicadores para evaluar la calidad
del agua. Sin embargo, andlisis ecoldgicos mas profundos sobre animales requieren del co-
nocimiento de su composiciéon microbiana (Van Rossum et al., 2015). El microbioma animal
también es sensible a cambios externos a su hospedero (Adamovsky et al., 2018), como aque-
llos que pueden ocurrir en las aguas donde habitan mamiferos acuaticos y estos pueden afec-
tar el mantenimiento de la salud del hospedero (Moun et al., 2024).

La nutria neotropical Lontra longicaudis es un mamifero mustélido ampliamente dis-
tribuido en América, desde el norte de México hasta Argentina, conocido por su alta toleran-
cia a diversas perturbaciones ambientales (Rheingantz et al., 2014). Pese a encontrarse en
una gran cantidad de paises, esta especie es una de las menos estudiadas dentro de los 13
miembros de la subfamilia Lutrinae (Rheingantz et al., 2014). Como depredador dominante
en los ecosistemas acuaticos que habita, desempefia un papel vital al regular las poblaciones
de otros organismos (Gomez et al., 2014), pero su estado de conservacion segun la tltima
actualizacion de la Lista Roja de Especies Amenazadas de la International Union for Con-
servation of Nature (IUCN), es de “Casi Amenazada” (NT, por sus siglas en inglés)
(Rheingantz & Trinca, 2015).

Los cambios ambientales y las actividades antropogénicas pueden influir en la densidad
poblacional, lo que la convierte en un posible bioindicador de la salud de los ecosistemas
acuaticos (Gomez et al., 2014). Sin embargo, la investigacion sobre estos animales en Costa

Rica y otras regiones sigue siendo limitada, especialmente en lo que respecta a sus aspectos



ecologicos (Navarro-Picado et al., 2017; Smith et al., 2020). Por lo tanto, la exploracion de
nuevos enfoques, como el estudio de la microbiota intestinal, es fundamental para
comprender la salud de esta especie y contribuir a su conservacion (Adamovsky et al., 2018;
Trevelline et al., 2019).

El metabarcoding de ADN, que implica la secuenciacion de productos de PCR
obtenidos a partir de ADN ambiental, permite la identificacion de taxones microbianos con
alta resolucion en muestras complejas (Schmidt et al., 2013). Se ha demostrado que la
microbiota intestinal desempefia un papel crucial en la comunicacion y puede reflejar el
estado de salud de un individuo (Yu et al., 2017). Por tanto, comprender la composicion y
variabilidad de la microbiota intestinal en L. longicaudis puede proporcionar informacion
valiosa sobre la salud de su poblacion, particularmente en respuesta a cambios externos
(Bahrndorff et al., 2016; Valentini et al., 2016).

Los estudios sobre la microbiota de los mamiferos suelen basarse en métodos no
invasivos, como el andlisis de muestras fecales, lo que permite una asignacion taxondémica
eficiente (Combrink et al., 2023). Sin embargo, la investigacion sobre la microbiota intestinal
de L. longicaudis es limitada, especialmente en Costa Rica, donde la especie estad protegida
legalmente (Dias et al., 2019). Por ello, este estudio tiene como objetivo determinar la
composicion y variabilidad de la comunidad bacteriana asociada al tracto intestinal de L.
longicaudis en el rio Penas Blancas, Costa Rica. Al establecer una linea base para futuras
investigaciones y programas de manejo, esta investigacion puede aportar informacion sobre
la salud de esta especie y contribuir a su conservacion (Rheingantz, Santiago-Plata, et al.,

2017).

1.1. Antecedentes

Dentro de los carnivoros mustélidos, la nutria neotropical L. longicaudis es una espe-
cie de interés por su amplia distribucion en el continente americano (Rheingantz et al., 2014).
La alimentacion de esta especie ha sido estudiada a partir del analisis de excretas y se ha
determinado que su dieta esta principalmente compuesta por crustaceos y peces (Navarro-
Picado et al., 2017).

En Costa Rica, la investigacion sobre L. longicaudis es reducida (Guizado-Batista et

al., 2024; Guizado-Batista et al., 2025). En un estudio de habitabilidad de rios se documento



que el ancho del rio y la proporcion de bosque adyacente a este son los factores principales
para la presencia de la especie (Navarro-Picado et al., 2017). Ademas, evidencia obtenida a
partir de un estudio en el rio Parana, Argentina, revel6 que estos animales también prefieren
sitios que los protegen de fuertes corrientes y aquellos en donde se desarrolla la silvicultura,
por la creacion indirecta de canales acuaticos que aprovechan para movilizarse (Gomez et
al., 2014).

Mediante distintos modelos de distribucion se ha observado una disminucion en la
presencia de L. longicaudis cerca de asentamientos humanos, por lo que la caza podria ser
una de las principales limitantes antropogénicas en la expansion de sus territorios (Gomez et
al., 2014). En la Peninsula de Osa en Costa Rica se ha implementado el uso de camaras
trampa junto con el muestreo indirecto por heces y huellas para estudiar la seleccion de ha-
bitat de esta especie. Con base en los datos recabados, se determind que es atraida por rios
cercanos a pastizales con tractos de bosque fragmentados en lugar de bosques densos y que
su tolerancia frente a los ambientes perturbados por humanos se debe a una estrategia para
evitar a sus depredadores, los cuales son mas sensibles a estas alteraciones (Smith et al.,
2020). Ademas, distintas propiedades del agua, como el pH, la temperatura, el nivel de oxi-
geno disuelto y la turbidez, pueden alterar indirectamente la presencia de nutrias (Cruz Garcia
etal., 2017; Moun et al., 2024).

El metabarcoding se basa en la amplificacion de regiones especificas de ADN que
funcionan como codigos de barra genéticos en distintos grupos de organismos, asi como en
el uso de herramientas de Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS) para conocer la iden-
tidad de esos organismos (Schmidt et al., 2013). Una de las plataformas de NGS mas utiliza-
das es Illumina, la cual ofrece una ventaja por su bajo costo y la gran cantidad de informacién
génica disponible en bases de datos que se ha generado con esta tecnologia (Hodkinson &
Grice, 2015). De esta forma se puede maximizar la representatividad de cada organismo pre-
sente en muestras complejas, ya que en ocasiones es posible descartar secuencias que no se
adecuian a las condiciones necesarias para analisis posteriores (Schmidt et al., 2013).

El uso de plataformas de NGS se ha implementado en el estudio de la comunidad
microbiana (microbioma) intestinal y la relacion que tiene con aspectos evolutivos de su hos-
pedero mediante la secuenciacion de la region codificante para el ARNr (ARN ribosomal)

16S (Sanders et al., 2015). A partir de muestras fecales se han realizado analisis de



metabarcoding en distintos grupos de mamiferos terrestres como el hormiguero gigante
(Myrmecophaga tridactyla), murciélagos de familias con distintos hébitos alimenticios ¢ in-
cluso, mamiferos acuaticos (Delsuc et al., 2014; Sanders et al., 2015; Ingala et al., 2018).
Ademas, la deteccion de taxones en ecosistemas acuaticos utilizando metabarcoding puede
ser mayor que con métodos tradicionales, con el fin de generar conocimiento aplicable a la
ecologia y conservacion de especies fragiles ante cambios climaticos (Valentini et al., 2016).
El metabarcoding se ha empleado en la determinacion de la dieta de la nutria euroasiatica
(Lutra lutra) a partir de muestras fecales (Kumari et al., 2019), y ha revelado ademas que
existen cambios estacionales en las especies de peces consumidas por estos mamiferos
(Martinez-Abrain et al., 2020).

El metabarcoding también ha sido aplicado para conocer la composicion y diversidad
viral en muestras fecales de mamiferos carnivoros, asi como para hallar nuevos virus y va-
riantes previamente no registradas en sus poblaciones (Bodewes et al., 2014). En humanos,
se ha determinado la variacion del microbioma intestinal por el uso de medicamentos me-
diante la estrategia de pooling de ADN, con el fin de disminuir costos (Ray et al., 2019).
Ademas, al estudiar la asociacion entre enfermedades como el cancer colorrectal y la micro-
biota intestinal en poblaciones humanas, se ha encontrado cambios en el enriquecimiento de
ciertas bacterias en muestras fecales de individuos sanos y enfermos, asi como nuevos genes
marcadores por PCR en tiempo real (Yu et al., 2017).

El microbioma asociado a un animal cumple funciones en diversos aspectos de su
salud, como el aprovechamiento de energia a partir del alimento, defensa contra distintos
patogenos e incluso en su comportamiento (McFall-Ngai et al., 2013; Suzuki, 2017). Las
interacciones entre hospederos pueden provocar variaciones en su microbioma, el cual in-
cluso participa reciprocamente en la comunicacion de individuos. En mamiferos, las sefales
de olor son importantes para el reconocimiento, y el microbioma involucrado en glandulas
productoras de estos olores difiere en especies similares, asi como entre grupos sociales, o
en dependencia del sexo y estado de madurez que posea el animal (Suzuki, 2017). Dentro de
los mamiferos que utilizan este tipo de comunicaciéon se encuentran carnivoros como los
tejones y las nutrias (Roberts et al., 2016).

Gran cantidad de los estudios en L. longicaudis estan dirigidos a la descripcion de su

alimentacion y distribucion, pero alin no se conoce su microbiota gastrointestinal. El



microbioma central de una especie brinda informacién relevante sobre su fisiologia y estado
de salud (Singh & Kothari, 2017), por lo tanto, este podria utilizarse como una base para la
deteccion de alteraciones en poblaciones de animales (Trevelline et al., 2019). Existe un cre-
ciente interés por complementar la biologia de la conservacion con analisis del microbioma
gastrointestinal (Bahrndorff et al., 2016). Con base en esto, se resalta la importancia de estu-
diar la comunidad bacteriana y los factores que inciden sobre la calidad del agua en los eco-
sistemas donde habitan poblaciones de especies como la nutria neotropical, por su relevancia

ecologica y su estado de conservacion a nivel mundial (Rheingantz & Trinca, 2015).

1.2. Justificacion

Los miembros de la especie L. longicaudis son depredadores que se encuentran en la
cima de la red tréfica dentro de los ecosistemas en los que habitan, funcionando como con-
troladores de otros organismos en los cuerpos de agua dulce (Gomez et al., 2014). Viven
principalmente en rios y lagunas de aguas claras, y su densidad poblacional se puede ver
afectada por factores ambientales y antropogénicos, por lo que se puede considerar un orga-
nismo bioindicador de la calidad de ciertos ecosistemas acuaticos (Gomez et al., 2014). Por
esta razon, la generacion de nueva informacion sobre la biologia de esta especie es de gran
importancia para los proyectos de conservacion aplicados a sus habitats.

La informacién concerniente a esta especie esta centrada principalmente en aspectos
de distribucion, alimentacion y comportamiento, ademas de que la mayoria de las investiga-
ciones han sido realizadas en pocos paises, como: México, Brasil y Uruguay (Ramirez-Bravo
et al., 2013), por lo que hay un déficit importante en otros aspectos ecoldgicos relacionados
con estos mamiferos. La microbiota asociada a una especie puede brindar mucha informacion
con respecto a su estado de salud, asi como para ampliar el conocimiento a nivel ecologico
desde un punto de vista distinto al que ha sido generado hasta el momento (Bahrndorff et al.,
2016; Trevelline et al., 2019). Las herramientas basadas en el estudio de ADN ambiental han
sido utilizadas para conocer las comunidades microbianas asociadas a distintos organismos,
principalmente a partir de tejidos o excretas obtenidos de los mismos (Singh & Kothari,
2017).

Implementar el uso de andlisis basados en ADN como el metabarcoding constituye

un avance promisorio hacia un mejor entendimiento de las dindmicas poblacionales de las



nutrias de rio y su relacion con parametros que permitan el manejo de esta especie. Por lo
anterior el uso de herramientas bioinformaticas para el analisis de este tipo de datos resulta
esencial para comprender la comunidad bacteriana asociada al tracto intestinal de L. longi-
caudis y visualizar potenciales modificaciones a este microbioma por las caracteristicas fisi-
coquimicas del agua en su habitat. Esta informacion proveera conocimiento a nivel ecoldgico
de las poblaciones de nutrias en los ecosistemas de agua dulce en Costa Rica y su aplicacion

se podria ver reflejada en futuros programas de manejo.

1.3. Planteamiento del problema
Teniendo en cuenta el rol que cumplen las nutrias en los ecosistemas acuaticos como
depredadores y su estado de conservacion actual, es necesario generar nueva informacion
eclogica mediante la aplicacion de las distintas herramientas biotecnoldgicas. Ademas, el
estudio de la microbiota gastrointestinal asociada puede utilizarse como un indicador de la
salud poblacional de L. longicaudis; factor que ha sido inexistente en las poblaciones de nu-
trias en Costa Rica. Por tanto, se pretende responder a las siguientes preguntas:
o (Como varia la comunidad bacteriana asociada al tracto intestinal de la poblacion
de nutrias que habitan en la cuenca del rio Pefias Blancas con base en las caracteris-
ticas fisicas del mismo?

. (De qué forma puede asociarse esta variabilidad con la ecologia de la especie?

1.4. Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Generar informacion que pueda utilizarse para el mejoramiento de los planes de ma-
nejo de la nutria neotropical (Lontra longicaudis), con base en la posible influencia de las
caracteristicas fisicas de la cuenca del rio Pefias Blancas en la salud poblacional de estos
animales, tomando como indicador la variabilidad en la composicidon de su microbiota bac-

teriana intestinal.

1.4.2 Objetivos especificos
l. Estimar la composicion de la microbiota bacteriana asociada al tracto intestinal de

las nutrias que habitan en la cuenca del rio Pefias Blancas mediante un analisis



bioinformatico de asignacioén de taxonomia para la generacion de conocimiento en
esta especie.

2. Contrastar la variacion en la composicion bacteriana del tracto intestinal de las nu-
trias respecto a las caracteristicas fisicas del rio Pefias Blancas, para la identificacion
de aspectos que podrian influir en los resultados.

3. Identificar las posibles implicaciones de la microbiota bacteriana sobre la conserva-
cion de la especie en la zona de estudio, como un insumo para el mejoramiento de

los planes de manejo.

2. Marco Teorico

2.1. Aspectos ecologicos de la nutria neotropical
2.1.1. Ecologia y alimentacion de las nutrias

Las nutrias son mamiferos semi-acuaticos pertenecientes a la subfamilia Lutrinae, la
cual a su vez se encuentra dentro de la familia Mustelidae, la mas grande del orden Carnivora
(Rheingantz, Santiago-Plata, et al., 2017). En el continente americano se encuentran seis de
las 13 especies de nutrias conocidas actualmente y entre ellas L. longicaudis, conocida como
la nutria neotropical.

L. longicaudis destaca por tener la mas amplia distribucion geografica, ya que puede
encontrarse desde México hasta el norte de Argentina. Por ello, se considera que su tolerancia
para los distintos climas presentes en esta region es alta (Rheingantz et al., 2014). Poseen una
longitud similar a la nutria norteamericana (L. canadensis), ya que miden entre 1.2y 1.7 m
cuando son adultos. Generalmente no sobrepasan los 12 kg, aunque pueden llegar a pesar
hasta 15 kg. Su cuerpo es elongado, con una cola que mide cerca de un tercio de este y una
cabeza pequefia con un cuello grueso y musculoso. Ademas, presentan un dimorfismo sexual
en donde el macho es cerca de un 25% mas grande que la hembra (Rheingantz, Santiago-
Plata, et al., 2017).

Las caracteristicas anatomicas de L. longicaudis lo vuelven un especialista en cazar
presas acuaticas, siendo los peces su fuente de alimentacion principal (Rheingantz, de

Menezes, et al., 2017). Sin embargo, su dieta estd compuesta ademas por crustaceos, anfibios,



aves y reptiles gracias a sus habitos oportunistas y a su adaptabilidad ante la disponibilidad

de alimento (de Pinho et al., 2018; Lopez-Ruiz et al., 2023).

2.1.2. Seleccion de habitat y estado de conservacion

Las nutrias neotropicales se consideran organismos solitarios, aunque en €poca re-
productiva se pueden encontrar parejas y grupos pequefios formados principalmente por
hembras y sus crias (de Almeida Rodrigues et al., 2013). Tienen un importante mecanismo
de marcaje y comunicacion por olores, principalmente mediante la deposicion de heces y
mucus en lugares visibles y recurrentes que utilizan como letrinas (de Pinho et al., 2018;
Laurentino et al., 2019; Roberts et al., 2016). Ademas, realizan actividades como acicala-
miento de su propio pelaje e incluso rasgan el suelo o troncos con sus garras (Rheingantz,
Santiago-Plata, et al., 2017).

Dentro de los factores que inciden sobre la ocurrencia de las nutrias en ecosistemas
acuaticos se encuentra la cobertura boscosa, el ancho de los rios, la presencia de canales
acuaticos y la disponibilidad de guaridas, ya sea creadas por ellos mismos o preexistentes
(Gomez et al., 2014; Navarro-Picado et al., 2017). A pesar de ser considerados animales
tolerantes a la presencia humana y a ciertos cambios en su ambiente, las aguas de mala cali-
dad hacen menos habitables los ecosistemas para las nutrias (de Almeida & Pereira, 2018).
En este sentido, las caracteristicas fisicoquimicas del agua, asi como el tipo de vegetacion en
ecosistemas acuaticos pueden tener un efecto importante sobre la presencia de las nutrias
(Moun et al., 2024). De igual forma, la alteracion antropogénica de los rios por descarga de
residuos, la fragmentacion de habitats, la caza e incluso la disputa que se genera entre nutrias
y humanos en comunidades que utilizan la pesca para subsistir, pueden alterar sus dinamicas
poblacionales (Andrade et al., 2019; Gomez et al., 2014; Rheingantz, Santiago-Plata, et al.,
2017).

Por lo anterior, aunado a las propias caracteristicas cripticas de la especie y el amplio
espacio que puede ocupar un solo individuo, la informacion necesaria para elaborar planes
dirigidos a su conservacion es muy limitada (Rheingantz, Santiago-Plata, et al., 2017), y su
estado de conservacion en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la IUCN es de Casi
Amenazada (NT) (Rheingantz & Trinca, 2015). Sin embargo, se encuentra protegida legal-

mente en varios paises incluyendo a Costa Rica (Ley de Conservacion de la Vida Silvestre



No. 7317), de ahi que se hayan llevado a cabo proyectos para concientizar a la sociedad sobre
su importancia como controlador del equilibrio en la red tréfica y como una potencial especie

bandera para la conservacion (Dias et al., 2019).

2.2. Metabarcoding en analisis ecolégicos
2.2.1. Definicion de metabarcoding y consideraciones generales

El metabarcoding de ADN consiste en la identificacion de los taxones presentes en
una muestra ambiental mediante la amplificacion por PCR de regiones especificas de ADN,
conocidas como codigos de barra genéticos, y su secuenciacion a través del uso de platafor-
mas de NGS (Schmidt et al., 2013). A diferencia del barcoding, en donde se utiliza general-
mente ADN de mejor calidad obtenido a partir de aislamientos, la secuenciacion de ampli-
cones, comunmente llamada metabarcoding, utiliza el ADN total de los microorganismos
contenidos en la muestra (Salis et al., 2024).

Al utilizar el metabarcoding generalmente se trabaja de forma directa con el material
genético obtenido de la muestra sin necesidad de realizar cultivos microbianos. Cerca del
99% de microorganismos atn no tienen una forma eficaz de ser cultivados en el laboratorio,
ya sea por requerimientos metabdlicos o por su dependencia con otros microorganismos, por
lo que no es posible obtenerlos como un cultivo monoespecifico (Navgire et al., 2022). En
este sentido, los enfoques basados en secuencias ofrecen una ventaja por la amplia gama de
material genético que puede ser analizado a partir de una sola muestra compleja (Nam et al.,
2023). Por otra parte, se deben afrontar ciertas limitaciones, como el hecho de que los meta-
barcodes (codigos de barras para metabarcoding) se disenan de forma distinta dependiendo
del objetivo de la investigacion y se depende de un solo marcador, el ARNr 16S. Ademas,
durante la amplificacion por PCR del ADN se introduce un sesgo y la secuenciacion de los

amplicones también puede generar errores (Salis et al., 2024).

2.2.2. Pasos para analisis de metabarcoding y plataformas de secuenciacion

Los estudios de metabarcoding inician con un disefio experimental que permita llegar
a responder la pregunta de investigacion. Generalmente los pasos a seguir conllevan la toma
de muestras y su almacenamiento éptimo hasta la extraccion de ADN, que es seguida por la

amplificacion por PCR con los primers diseniados para la region deseada. Después se realiza



la secuenciacion de los productos de PCR mediante herramientas de NGS y las lecturas ob-
tenidas se utilizan para la identificacion de los taxones presentes en la muestra mediante dis-
tintos andlisis bioinformaticos. De igual forma, los metadatos que se obtienen desde el mues-
treo deben tomarse en cuenta tanto para la estadistica como para el almacenamiento y distri-
bucion de los datos generados (Ruppert et al., 2019).

Por la necesidad de obtener una mayor cantidad de lecturas por experimento, en los
estudios de metabarcoding se utilizan primordialmente las tecnologias de NGS (Salis et al.,
2024). Las principales plataformas de NGS como Illumina, SOLiD, Ion Torrent y PacBio
varian en aspectos como la tasa de error, el tipo de amplificacion, la quimica empleada para
la secuenciacion (sintesis o ligacion) y la longitud maxima promedio de las secuencias que
producen (Hodkinson & Grice, 2015). En los estudios més recientes hay una predileccion
por las plataformas de Illumina y PacBio, por la gran cantidad de informacion génica dispo-
nible en bases de datos y la gran longitud que producen, respectivamente (Hodkinson &

Grice, 2015; Salis et al., 2024).

2.2.3. Aplicaciones del metabarcoding

Asi como existe variedad dentro de las plataformas de secuenciacion, también hay
distintas fuentes de donde obtener el material genético que va a ser estudiado. Muchas de las
investigaciones se han dirigido al andlisis de suelos, que son una gran fuente de diversidad
microbiana, aunque las aguas marinas también han sido objeto de varios estudios de meta-
barcoding (Valentini et al., 2016). Las muestras utilizadas también pueden provenir de orga-
nismos como plantas o animales, partes de ellos o hasta de excretas, en el caso de animales
(Bodewes et al., 2014; Ingala et al., 2018; Kartzinel et al., 2015).

Para la identificacion de los taxones presentes en muestras ambientales se usan codi-
gos de barras genéticos que dependen del tipo de organismo objetivo (Salis et al., 2024). Los
metabarcodes tipicos utilizados para asignar taxonomia corresponden a la subunidad pequena
16S del ARN ribosomal para organismos procariotas, mientras que para los eucariotas co-
rresponde usar el 18S. Ambas son zonas que presentan cierta variabilidad dependiendo de la
especie, pero estan flanqueadas por regiones conservadas para cada grupo de organismos

(Navgire et al., 2022).
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Mediante el uso de regiones conservadas como la COI (subunidad 1 de la Citocromo
oxidasa C mitocondrial) y la region trnL-P6 del cloroplasto se han realizado estudios sobre
la dieta de herbivoros con ADN aislado de muestras fecales (Kartzinel et al., 2015). Las
aplicaciones del metabarcoding se extienden a estudios del efecto de nanoparticulas sobre
microorganismos ambientales (Metch et al., 2018) e incluso analisis de distribucion de habi-

tat para reconocer grupos como anfibios y peces de forma no invasiva (Valentini et al., 2016).

2.3. Comunidades microbianas en mamiferos
2.3.1. Interaccion del microbioma con su hospedero

Las comunidades microbianas tienen un importante rol en la nutricion, desarrollo y
salud del organismo hospedero al cual estan asociados (McFall-Ngai et al., 2013). Se consi-
dera que el hospedero y su microbioma han co-evolucionado bajo los cambios ocurridos en
el ambiente desde hace millones de afios, llegando al punto en el que hay un microbioma
central que siempre esta con el hospedero, lo asiste en su fisiologia y disminuye su propen-
sion a enfermarse (Singh & Kothari, 2017).

El microbioma de los animales es moldeado desde las primeras etapas de su desarro-
llo con la formacidn de barreras fisicas o quimicas para la exclusion de ciertos microorganis-
mos, a la vez que muchos animales tienen transmision de bacterias por parte de sus padres o
las adquieren por transmision horizontal. Estas bacterias participan en procesos como madu-
racion post-embrionaria, activacion del sistema inmune y en el desarrollo normal del cerebro
en los mamiferos mediante sefializacion a nivel celular y sistémica principalmente (McFall-
Ngai et al., 2013). El microbioma asociado al tracto digestivo de algunos mamiferos es in-
dispensable, ya que permite la digestion y extraccion de energia a partir de compuestos que

normalmente no pueden ser utilizados directamente por estos animales (Suzuki, 2017).

2.3.2. Microbioma del tracto digestivo de mamiferos

El microbioma gastrointestinal en mamiferos incluye microorganismos eucariotas y
arqueas, pero estd dominado por bacterias, haciendo que el nimero de filos presentes sean
mayores que en cualquier otra cavidad o tejido del animal y que la cantidad de células bac-
terianas supere a las propias células somaticas de su hospedero (Combrink et al., 2023). La

convergencia en el microbioma de mamiferos alejados a nivel filogenético, pero con dietas
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similares apoyan el papel que cumplen estos microorganismos para la especializacion ante
ciertos tipos de alimentacion (Suzuki, 2017). La dieta también tiene relacion con la diversi-
dad microbiana presente en el tracto gastrointestinal de un mismo grupo de animales, como
los murciélagos, en donde se ha demostrado que especies frugivoras y hematofagas tienen
baja diversidad mientras que en las insectivoras esta aumenta (Ingala et al., 2018).

Una gran cantidad de estudios enfocados en la microbiota gastrointestinal estan ba-
sados en el analisis de muestras fecales por ser un método no invasivo y eficiente para asignar
taxonomia a los mamiferos (Combrink et al., 2023). En estudios llevados a cabo en mirme-
cofagos como armadillos y hormigueros se apoya el hecho de que la microbiota gastrointes-
tinal esta en gran parte delimitada por la dieta y filogenia del animal (Delsuc et al., 2014).
Mamiferos acuaticos como las ballenas que tienen una dieta basada en crustaceos, pero com-
parten un ancestro comun con los herbivoros terrestres, han sido blanco de estudios compa-
rativos con otros mamiferos, en donde se demuestra que tanto factores evolutivos como ali-
menticios moldean la microbiota de los animales (Sanders et al., 2015).

La comunidad microbiana de los organismos no participa solo en aspectos fisiologi-
cos y metabolicos a nivel de individuos, sino que es un componente clave en la salud y co-
municacion en poblaciones de animales. La fragmentacion de hébitat estad relacionada con
pérdida de diversidad microbiana en distintas poblaciones, la cual a su vez incide sobre la
respuesta que estas pueden tener en términos de supervivencia, resistencia a enfermedades y
estrés ambiental (Bahrndorff et al., 2016). De igual forma, el microbioma gastrointestinal
puede alterar el comportamiento de los animales mediante cambios provocados sobre el sis-

tema nervioso central (Suzuki, 2017).

2.4. Herramientas bioinformaticas para analisis de metabarcoding
2.4.1. Bases de datos biologicas

A partir de estudios de metabarcoding se pueden generar millones de lecturas corres-
pondientes a los metabarcodes secuenciados en los organismos de interés, las cuales requie-
ren ser comparadas con bases de datos. En términos generales una base de datos bioldgica se
define como un repositorio en donde se almacenan, organizan y comparten datos bioldgicos,
integrando gran cantidad de datos -6micos (Zou et al., 2015). Las bases de datos se clasifican

en primarias y secundarias, con la diferencia de que las primarias contienen solo los datos
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con algun grado de explicacion, pero no estan curados, como si ocurre con las bases secun-
darias, que derivan de las primeras y no son redundantes (Choudhuri, 2014).

Existen tres bases de datos primarias principales, las cuales conforman el Internatio-
nal Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC), son redundantes entre ellas y
corresponden a: el GenBank (Benson et al., 2013), perteneciente al National Center for Bio-
technology Information (NCBI), el DNA DataBank of Japan (DDBJ) y el European Nucleo-
tide Archive (ENA) (Zou et al., 2015). Entre las bases de datos secundarias se encuentra
SILVA, que contiene datos de secuencias de ARNr de organismos procariotas y eucariotas
accesibles, actualizadas y filtradas por diversos parametros de calidad (Quast et al., 2013),
las cuales sirven de referencia cuando es necesario asignar taxonomia molecular en experi-

mentos de metabarcoding.

2.4.2. Programas bioinformaticos para analisis de microbiomas

Para el analisis de calidad de las lecturas de NGS se pueden utilizar programas como
FASTQC (Andrews, 2010), el cual permite filtrar aquellas que estan contaminadas con ADN
ajeno al de interés, no tienen la longitud deseada o presentan bases asignadas con Ns (no
definidas). Por medio de programas como UCHIME se pueden eliminar quimeras producidas
durante los pasos de amplificacion por PCR (Edgar et al., 2011). Posteriormente, con los
datos ya depurados, las secuencias normalmente son concatenadas en Unidades Taxondmicas
Operacionales (OTUs) o clasificadas directamente en Variantes de Secuencia de Amplicones
(ASVs), que son comparadas contra bases de datos secundarias como SILVA o Greengenes,
en dependencia de los microorganismos a identificar (Sanders et al., 2015).

Los sets de datos obtenidos pueden ser procesados mediante programas como QIIME
(Caporaso et al., 2010) o Mothur (Schloss et al., 2009), los cuales son muy personalizables
para las tareas que realizan durante la asignacion de taxonomia, aunque no son tan automa-
tizados como MG-RAST (Meyer et al., 2008). Tras la caracterizacién de los microbiomas es
importante identificar posibles asociaciones con factores de los metadatos colectados durante
el muestreo (Ruppert et al., 2019). Ademas, con base en los taxones identificados se pueden
realizar mapas de calor o Andlisis de Componentes Principales (PCA) mediante softwares

con lenguajes estadisticos como R (Hodkinson & Grice, 2015; Sanders et al., 2015). Todos
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los programas anteriormente citados corresponden a desarrollos colaborativos gratuitos, por

lo cual son de acceso libre.

3. Marco Metodologico

3.1. Objeto de estudio

El objeto de estudio de esta investigacion corresponde a 94 muestras fecales de nutria
colectadas durante 2019 y 2020 por el B.Sc. Adonay Jiménez Serrano para su tesis de grado.
Las muestras se recolectaron en la cuenca del rio Pefias Blancas, Costa Rica, especificamente
en los rios Burro (Bb), Burrito (Bto), Chachagua (ChA), Chachagiiita (Chta), Fortuna (For),
Pajuila (Paj), Pefias Blancas (Pb) y en las cercanias de la represa de Pefias Blancas (RPb)
(Cuadro 1S). Esta 4rea se encuentra entre los distritos de Los Angeles y Pefias Blancas en
San Ramoén, y La Tigra, La Fortuna, Florencia y Cutris en San Carlos, Alajuela (10°15'-
10°31' N, 84°28'-84°46' O). Aproximadamente el 95% de la parte alta de la cuenca esta cu-
bierta por bosques protegidos, incluyendo sectores del Bosque Lluvioso Eterno de los Nifios
y la Reserva Biologica Monteverde. Las regiones media e inferior presentan una mayor di-
versidad de usos del suelo, incluyendo agricultura, pastizales y asentamientos rurales (Figura
1) (Guizado-Batista et al., 2025).

Las muestras recolectadas fueron consideradas visualmente como frescas, debido a
que estaban cubiertas de moco, y fueron almacenadas en un congelador a -20°C para reducir
la degradacion del ADN ambiental. Una vez que fueron trasladadas al Instituto Regional de

Estudios en Sustancias Toxicas (IRET) se mantuvieron a -80°C hasta su andlisis.
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Figura 1. Mapa del sector de la cuenca del rio Pefias Blancas, en donde se colectaron las 94 muestras fecales
(2019-2020) de los rios Burro, Burrito, Chachagua, Chachagiiita, Fortuna, Pajuila y Pefias Blancas, los cuales
se ubican en los cantones de San Ramoén y San Carlos, Alajuela (10°15'-10°31" N, 84°28'-84°46' O). La parte
alta de la cuenca es mayoritariamente formada bosques protegidos, mientras las partes media e inferior tienen

mayor diversidad de usos del suelo.

La variable de ubicacion corresponde al rio del cual se colectd la muestra, mientras
que la variable de altura se definié de manera visual y se dividié en parte alta, media y baja
de la cuenca. Finalmente, el uso de suelo se determind con base en la observacion del sitio
de colecta e informacion proveida por los residentes y trabajadores locales. Las categorias

definidas fueron pasto, bosque, agricultura en pastizales y cultivos permanentes.

3.2. Area de estudio
El manejo y procesamiento de las muestras previo a la secuenciacion del ADN se

realizé en el Laboratorio de Estudios Ecotoxicoldgicos (ECOTOX) del IRET, el cual esta
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ubicado en el Campus Omar Dengo de la Universidad Nacional de Costa Rica, Heredia,

Costa Rica.

3.3. Diseiio de investigacion y descripcion de variables

Extraccion de ADN

El ADN genémico fue extraido utilizando el kit QIAamp DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante. La concentracion y pureza del ADN se
estimaron mediante espectrofotometria con un NanoDrop 2000 (Thermo) para garantizar la
ausencia de contaminacion con otras moléculas organicas (230 nm) o proteinas (280 nm).
Las muestras de ADN fueron almacenadas a -80°C hasta su posterior uso. Las muestras
fueron procesadas bajo el permiso CPI-SINAC-PNI-ACAHN-010-2020 otorgado por parte
de CONAGEBIO.

Amplificacion del ADN mitocondrial

Para confirmar que las muestras fecales provenian de nutrias, se realizd la
amplificacion de ADN mitocondrial (ADNmt) mediante PCR, utilizando los cebadores ProL
(5'-CACCACCAACACCCAAAGCT-3") y DLH (5'-CCTGAAGTAAGAACCAGATG-3")
(Valqui et al., 2010) en un grupo representativo de 28 muestras de ADN gendémico,
seleccionadas aleatoriamente. El protocolo de termociclado se bas6 en Guerrero et al. (2015)
y la amplificacion se llevo a cabo en un sistema de deteccion de PCR en tiempo real CFX96
Touch (Bio-Rad). Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa para confirmar la presencia del amplicon esperado, que correspondia a una region de
355 pb de la region de control del ADNmt. La secuenciacion de los productos de PCR se
realiz6 mediante secuenciacion Sanger bidireccional (Macrogen Inc., Corea), y las
secuencias obtenidas fueron analizadas con el software Geneious v9.1.8, donde se evalu6 su
calidad y se generaron secuencias consenso fusionando las lecturas forward y reverse
correspondientes. Posteriormente, las secuencias consenso fueron sometidas a un

alineamiento global basada en el algoritmo BLASTN para determinar el género.
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Metabarcoding del gen 16S ARNr

Se evalu6 la presencia de la region V4 del gen 16S ARNr en todas las muestras
mediante amplificacion por PCR, utilizando los cebadores 515Frcbcd7 (5'-
TCGAAGTATGGTAATTGTGTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") y 806R (5'-
AGTCAGCCAGCCGGACTACNVGGGTWTCTAAT-3"), modificados de Caporaso et al.
(2011), junto con el kit FastStart Essential DNA Green Master (Roche). Los productos de
PCR obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa para confirmar
la presencia de los amplicones deseados, los cuales tenian un tamafo aproximado de 300 pb.

Para determinar la abundancia relativa, diversidad y estructura de la comunidad
microbiana presente en las muestras fecales, las 75 muestras de ADN que mostraron una
amplificacion exitosa del fragmento objetivo mediante PCR fueron enviadas a Novogene
Corporation Inc. (California, EE. UU.) para la secuenciacion metagendmica del amplicon del
gen 16S ARNTr bacteriano con la tecnologia Illumina NovaSeq 6000 y extremos pareados de
250 pares de bases (2x250). Se utilizaron los  cebadores  515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) y 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (Caporaso
etal., 2011).

Control de calidad de las lecturas e inferencia de ASV

Para simplificar la gestion de los datos, se asigné un nimero de indice a cada una de
las 75 muestras secuenciadas (Cuadro 2S). Primero, los cebadores y adaptadores utilizados
durante la amplificacion y preparacion de la biblioteca fueron eliminados de las secuencias
crudas mediante Cutadapt (Martin, 2011), descartando aquellas secuencias que no contenian
cebadores o adaptadores.

El filtrado y procesamiento de datos se realizaron en R v4.3.1 (R Core Team, 2023).
Se incluyeron pasos de filtrado de calidad, eliminacion de réplicas, estimacion del modelo de
error, inferencia de la composicion de la muestra, fusion de lecturas pareadas y eliminacion
de quimeras mediante DADA?2 v1.28.0 (Callahan et al., 2016). Las variantes de secuencias
de amplicon (ASVs) inferidas por DADA2 fueron asignadas a taxones conocidos mediante
un clasificador naive Bayes previamente entrenado, utilizando los datos taxondmicos de la

subunidad ribosémica pequefia procariota (SSU) de Silva 138.1 (McLaren & Callahan,
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2021). Se eliminaron las ASVs clasificadas como mitocondrias, cloroplastos o eucariotas.
Ademés, se eliminaron las ASVs que no pertenecian a los reinos Bacteria o Archaea.

Las ASVs filtradas fueron sometidas a posicionamiento filogenético mediante
HMMER (Punta et al., 2011), EPA-ng (Barbera et al., 2019) y GAPPA (Czech et al., 2020)
en un arbol de referencia (Markowitz et al., 2012), como se implementa en el pipeline
PICRUSt2 v2.5.2 (Douglas et al., 2020). Adicionalmente, se eliminaron las ASVs que no
pudieron ser ubicadas en el arbol de referencia. Los archivos de datos crudos para las 75
muestras secuenciadas fueron accesados bajo el BioProject ID PRINA1244904 en el

National Center for Biotechnology (NCBI).

Abundancia relativa, diversidad y estructura de la comunidad

Se generaron mapas de calor de la abundancia relativa de filos, clases y géneros en
las muestras de heces de nutria y diagramas de Venn de la comunidad nucleo mediante
ampvis2 (Andersen et al., 2018). Ademas, para categorizar las ASVs como miembros de la
comunidad central, se utilizdé ampvis2 con parametros predeterminados (cut a=0.1, cut f=
80).

Para normalizar los datos de conteo entre las muestras, se realizd un método de
escalado con muestreo por submuestras ordenadas (SRS) (Heidrich et al., 2021) con 27,583
lecturas por muestra, basado en las curvas de SRS para las métricas de riqueza y diversidad.
La diversidad alfa se estim6 mediante ASVs observados, Chaol, diversidad filogenética
(PD), y los indices de Simpson y Shannon. Ademas, se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis
para determinar si existia una diferencia significativa entre los indices de diversidad entre los
grupos de muestras, dependiendo de la ubicacion, subdivisiones de la cuenca y uso del suelo.
También se aplicaron pruebas de Dunn ajustadas con el método de Benjamini-Hochberg
(BH) para comparar medias entre pares de grupos.

En el analisis de diversidad beta, se eliminaron las ASVs con menos de 5 lecturas en
al menos el 5% de las muestras. Para el analisis de escalado multidimensional, se utilizo la
distancia euclidiana de los datos de abundancia transformados por logaritmo centrado en la
razén (CLR) (distancia Aitchison) (Gloor et al., 2017) para el andlisis de componentes
principales (PCA). Ademas, los datos de conteo fueron transformados a proporciones, y se

calcularon las distancias UniFrac no ponderadas/ponderadas (Lozupone et al., 2011) para el
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analisis de coordenadas principales (PCoA). Se realiz6 un andlisis de varianza multivariada
permutacional (PERMANOVA) para evaluar diferencias significativas en la comunidad
microbiana general seglin la ubicacion, la division de la cuenca y el uso del suelo. Si se
encontraban diferencias para una variable, se utilizaba un MANOV A permutacional pareado
para evaluar las diferencias entre pares de grupos con valores p ajustados por BH. Cuando la

dispersion entre grupos no era igual, se implement6 un analisis de similitudes (ANOSIM).

Abundancia diferencial

Se realizd un andlisis de abundancia diferencial con microbiomeMarker (Cao et al.,
2022), después de filtrar los sitios con menos de tres muestras (recogidas de los rios Burrito
y Chachagiiita). El andlisis de especies indicadoras se realizé mediante el paquete indicspe-
cies (De Caceres & Legendre, 2009) en R v4.3.1 (R Core Team, 2023) para las variables de
los sitios sobre las ASVs. Posteriormente, se llevo a cabo una estimacion escasa de las corre-
laciones entre microbiomas (SECOM) (Lin et al., 2022) para determinar las relaciones entre
pares de taxones. En lugar de usar unicamente el coeficiente de Pearson, como es habitual
para evaluar correlaciones lineales, el coeficiente de relaciones no lineales de SECOM cal-
cula la correlacion de distancias para medir la dependencia estadistica entre dos taxones, lo
que incluye otros tipos de relaciones no lineales (Lin et al., 2022). Finalmente, se realizo una
prueba de correlacion de expresion diferencial tipo ANOVA (ALDEx2 v1.32.0) (Fernandes
etal., 2013) para determinar la asociacion entre la abundancia relativa de los taxones (a nivel
de filo, clase y género) y la subdivision de la cuenca o el uso del suelo, tomando como refe-
rencia el valor de A (taxones exclusivos del sitio) y B (taxones que estdn en todas las muestras

del sitio).
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4. Resultados

Secuenciacion de ADNmt y gen 16S ARNr

Después de realizar el control de calidad manual y la fusion de las secuencias forward
y reverse, se retuvieron 28 secuencias consenso con una longitud promedio de 327 pb
(Cuadro 2S). Estas secuencias se buscaron en la base de datos non-redundant (nr) del NCBI
utilizando el algoritmo BLASTN y los resultados confirmaron su similitud con otras
secuencias del género Lontra.

Basado en los requisitos de calidad de ADN para la secuenciacion Illumina y los datos
obtenidos de la amplificacion de la region V4, se secuenciaron 75 muestras de ADN. Después
del procesamiento con Cutadapt y DADA2, se obtuvieron 5,590,892 lecturas (un promedio
de 74,547 lecturas por muestra) que se agruparon en 9,287 ASVs (un promedio de 1,454
ASVs por muestra).

Restimenes taxonémicos

Seglin los datos filtrados por abundancia y prevalencia, la comunidad microbiana de
las muestras fecales de nutrias estuvo compuesta por 25 filos, 51 clases y 462 géneros. La
mayoria de los ASVs fueron asignados a los filos Proteobacteria (779), Firmicutes (573),
Bacteroidota (155) y Actinobacteriota (151).

En cuanto a la abundancia relativa, los filos mas abundantes fueron Fusobacteriota,
Proteobacteria y Firmicutes, que representaron entre el 18% y el 43% de las lecturas (Figura
2A). Las clases Fusobacteriia, Gammaproteobacteria y Clostridia y los géneros
Cetobacterium, Romboutsia, Escherichia-Shigella, Acinetobacter 'y Paraclostridium fueron

los mas comunes (Figura 2B y C).
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Figura 2. Mapas de calor de la abundancia relativa de los 20 filos (A), clases (B) y géneros (C) mas

abundantes en las muestras fecales de nutrias de las diferentes subdivisiones de la cuenca.

Se realiz6 un andlisis de ALDEx2 (Fernandes et al., 2013) utilizando el valor p
corregido por Benjamini-Hochberg esperado de la prueba de Kruskal-Wallis. Cinco filos
estuvieron asociados con un sitio especifico. Los mejores indicadores fueron
Desulfobacterota para Chachagiiita (A= 0.5697, B= 1.0000, p= 0.028) y Bdellovibrionota
para Represa Penas Blancas (A= 0.8149, B= 1.0000, p= 0.018). A nivel de clase, nueve
taxones estuvieron asociados con un sitio. Los mejores indicadores para estos sitios fueron
Desulfovibrionia para Chachagiiita (A= 0.7462, B=1.0000, p=0.019) y Bdellovibrionia para
Represa Penas Blancas (A= 0.8149, B=1.0000, p=0.017). Finalmente, 33 géneros estuvieron
asociados con un sitio especifico. Los mejores indicadores fueron Thalassolituus para Burrito
(A=0.7416, B=1.0000, p= 0.028), Eubacterium nodatum para Chachagiiita (A= 0.9355, B=
1.0000, p= 0.019) y Rickettsiella para Represa Pefias Blancas (A= 0.8741, B= 1.0000, p=
0.047).

ALDEX2 revel6 un aumento significativo en el filo Acidobacteriota en las muestras
recolectadas en el sitio de la represa (glm p = 0.046) (Figura 3). Sin embargo, no se detectaron
diferencias significativas en la abundancia relativa de los taxones (filo, clase o género) entre

los tipos de uso del suelo o subdivisiones de la cuenca.
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Figura 3. Abundancia relativa del filo Acidobacteriota en los diferentes sitios de muestreo: RPb (Represa
Pefas Blancas, n=2), Pb (Pefias Blancas, n= 11), Paj (Pajuila, n=4), ChA (Chachagua, n=4), Chta
(Chachagiiita, n= 1), Bto (Burrito, n= 1), Bb (Burro, n=28), For (Fortuna, n=24). ALDEx2 revel6 un

aumento significativo en Acidobacteriota en el sitio de la represa.

A nivel de género, la prueba SECOM detectd 33 relaciones lineales dentro del
microbioma fecal de las nutrias (Figura 4), de las cuales se destacan las positivas de
Paraclostridum con Romboutsia (Pearson 0.88) y Escherichia-Shigella con Klebsiella
(Pearson 0.67). Ademas, hubo varias relaciones negativas que involucran a Cetobacterium,
como la que tuvo con Bacteroides (Pearson -0.36), Acinetobacter (Pearson -0.38),
Escherichia_Shigella (Pearson -0.61) y Pseudomonas (Pearson -0.66). También destacan las
relaciones entre Fusobacterium y Bacteroides (Pearson -0.53), y entre Romboutsia y
Bacteroides (Pearson -0.42). Dentro de las Clases, la relacion mas fuerte se dio entre
Coriobacteriia y Negativicutes (Pearson 0.91) (Figura 1S). Finalmente, a nivel de filo se
detectaron 15 relaciones lineales, donde se destaca la que se dio entre Verrucomicrobiota y

Actinobacteriota (Pearson 0.82) (Figura 2S).
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Figura 4. Relacion lineal entre géneros utilizando SECOM, estimada mediante la medida de correlacion de
distancias, filtrada por valor p. Se observan correlaciones negativas entre Cetobacterium y seis géneros

distintos, ademas de correlacion positiva entre Paraclostridium y Romboutsia.

Diversidad Alfa

Después de normalizar los datos mediante SRS, las medidas de diversidad de
Shannon revelaron diferencias significativas entre los diferentes tipos de uso de la tierra,
como lo indicé el resultado de la prueba de Kruskal-Wallis (32(3) = 13.2, p = 0.004), y se
detectd una diferencia significativa similar para los ASVs observados, la diversidad
filogenética (PD) y el indice de Simpson. El posterior andlisis post hoc de Dunn revelo

diferencias significativas generales entre los dos pares de tratamientos: pasto-agricultura en
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pastizales (p = 0.01) y agricultura en pastizales-cultivos permanentes (p = 0.04) (Figura 5).
Los bosques emergieron como el tipo de uso de la tierra con los valores mas altos de
diversidad, pero este resultado no fue significativo debido a que solo dos muestras se
asociaron con este tipo de uso de la tierra. Por otro lado, la agricultura en pastizales presentd
el segundo valor mas alto de Shannon, lo cual fue estadisticamente significativo en
comparacion con el pasto y los cultivos permanentes (Figura 5). Ademds, también se
evidenciaron diferencias significativas entre los usos de la tierra pasto-agricultura en
pastizales (p = 0.0052) y agricultura en pastizales-cultivos permanentes (p = 0.03) para las

muestras de la subdivision media de la cuenca (Figura 6).
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Figura 5. Diferencias en los indices de diversidad alfa entre los tipos de uso de la tierra en la cuenca del rio
Penas Blancas, Costa Rica, basadas en la diversidad de Shannon. Las muestras se distribuyeron en las

categorias de bosque (n= 2), pasto (n= 50), agricultura en pastizales (n= 14) y cultivos permanentes (n=9).
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Figura 6. Diferencias en la diversidad de Shannon entre las muestras de la subdivision media de la cuenca.
Las muestras se distribuyeron en las categorias de bosque (n = 0), pasto (n = 40), agricultura en pastizales (n =

12) y cultivos permanentes (n =9).

Se observaron diferencias notables en la diversidad de Shannon en funcion del uso de

la tierra y la subdivision de la cuenca. Ademas, se detectaron diferencias significativas en la
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diversidad filogenética (PD) y los ASVs observados entre las subdivisiones de la cuenca,
siendo la subdivision alta la que presentd una mayor diversidad filogenética (p = 0.03) en

comparacion con la subdivision media (Figura 7).
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Figura 7. Diversidad filogenética entre las tres subdivisiones de la cuenca del rio Pefias Blancas. Se observan

diferencias significativas entre la parte alta y media (p = 0.03). PD = Diversidad filogenética.

Nuestra investigacion tuvo como objetivo evaluar las subdivisiones de la cuenca y el
uso del suelo como predictores de la diversidad microbiana intestinal. Se observaron
diferencias significativas en la diversidad alfa entre pares de usos de la tierra y entre las
diferentes subdivisiones de la cuenca, como lo demostraron los andlisis de Kruskal-Wallis y
los andlisis post hoc (Figuras 5, 6 y 7). Cabe destacar que todos los pares de usos de la tierra
que mostraron diferencias significativas en este estudio incluyeron alguna forma de

agricultura, ya sea cultivos permanentes o agricultura de pasto. Ademas, el indice de Shannon
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indicd consistentemente que los cultivos permanentes eran el uso del suelo con menor
diversidad microbiana (Figura 5).

Identificamos una comunidad central de 20 ASVs, que juntas representaban el 62.4%
de las lecturas totales; de estas, solo 12 ASVs fueron compartidas entre las 3 subdivisiones
de la cuenca, representando el 58.1% de las lecturas totales. Estas ASVs centrales se
distribuyen en 8 géneros: Cetobacterium, Citrobacter, Clostridium, Escherichia-Shigella,
Klebsiella, Paraclostridium, Plesiomonas 'y Romboutsia. Por el contrario, las 8,976 ASVs no

centrales representaron el 37.6% de las lecturas totales (Figura 8).

Baja Media

1
(0.4%)

No centrales:
Alta 8976 (37.6%)

Figura 8. Diagrama de Venn de las ASVs centrales compartidas por diferentes subdivisiones de cuenca. Las
ASVs centrales representan el 0.1% de la abundancia total y estan presentes en al menos el 80% de las

muestras de un grupo determinado.

Diversidad Beta
Se detectaron diferencias significativas en la composicion de la comunidad

microbiana entre los sitios mediante ANOSIM (r = 0.178, p = 0.002). De manera similar, una
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PERMANOVA detect6 diferencias significativas en la composicion de la comunidad entre
los tipos de uso de la tierra (r2 = 0.10, p = 0.015) y una interaccion significativa entre el uso
de la tierra y la subdivision de la cuenca (r2 = 0.16, p = 0.013). Una PERMANOVA por pares
destaco diferencias significativas en la composicion de la comunidad microbiana entre la
agricultura en pastizales y el pasto (p = 0.03).

Mientras que la distancia UniFrac se enfoca en la informacion filogenética (Chen et
al., 2021), no logré mostrar una tendencia clara en la distribucion de la varianza con respecto

a la subdivision de la cuenca (Figura 9).
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Figura 9. PCoA con distancias UniFrac ponderadas para el uso del suelo y el sitio de muestreo.

5. Discusion

Nuestra investigacion tuvo como objetivo evaluar las subdivisiones de la cuenca y el
uso del suelo como predictores de la diversidad microbiana intestinal de L. longicaudis.
Estudios previos informaron que los excrementos de los individuos de esta especie son
facilmente distinguibles de los de otros animales en las letrinas donde generalmente se

depositan. En este estudio, hemos demostrado que la secuenciacion de ADNmt puede
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complementar la identificacion visual para determinar con precision el origen de las muestras
(de Pinho et al., 2018).

Firmicutes y Bacteroidota se han reportado como componentes principales del
microbioma intestinal de mamiferos (de Jonge et al., 2022), lo cual concuerda con los
resultados de este estudio. Cetobacterium también es abundante en carnivoros y muchas
especies de peces, lo que indica la importancia de la dieta en el microbioma del tracto
intestinal. Ademas, la abundancia del género Bacteroides fue muy baja en comparacion con
la de Cetobacterium (Figura 4), lo que indica una correlacion negativa entre estos géneros,
como se sugiri6 anteriormente (Ramirez et al., 2018).

Aunque Proteobacteria se considera un filo menos abundante en mamiferos, fue
predominante en nuestras muestras. Esta situacion se ha asociado con disbiosis y desbalances
en el microbioma de otros animales (Shin et al, 2015). Una alta relacién
Firmicutes/Bacteroidetes (relacion F/B) se asocia con enfermedades como la osteoartritis en
humanos (Chisari et al., 2021) y trastornos metabdlicos en otros mamiferos (Li et al., 2022),
pero un desequilibrio entre estos dos filos también puede ser causado por la edad (Spychala
et al., 2018) y cambios estacionales en la dieta (Bensch et al., 2023). La edad, la dieta y el
estado de salud no fueron incluidos en los metadatos recolectados durante el muestreo, por
lo que no se puede vincular claramente la predominancia de Firmicutes sobre Bacteroidota
con estos factores. Sin embargo, estos componentes podrian ser incluidos en futuros estudios,
posiblemente mediante el uso de cdmaras trampa u otros métodos indirectos.

Tanto Verrucomicrobiota como Actinobacteriota estan relacionadas con la respuesta
inmune. Verrucomicrobiota participa en la induccion de una respuesta regulatoria en el
microbioma intestinal y tiene miembros con el potencial de degradar mucina, por lo que
también tienen funciones metabdlicas (Gryaznova et al.,, 2022). Por su parte,
Actinobacteriota promueve la respuesta inmune mediante la estimulacion y produccion de
inmunoglobulinas y linfocitos (Binda et al., 2018). Debido a la correlacion positiva observada
entre estos filos (Figura 2S), podriamos inferir que participan en la homeostasis y la respuesta
inmune cuando se encuentran juntos en el tracto intestinal de la nutria.

Todos los pares de usos de la tierra que mostraron diferencias significativas respecto
a la diversidad Shannon en este estudio incluyeron alguna forma de agricultura, ya sea

cultivos permanentes o agricultura en pastizales. Esta observacion esta en linea con hallazgos
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previos (Heni et al., 2023), donde se demostr6 que la composicion del microbioma intestinal
no solo estd influenciada por la filogenia, sino también por factores ambientales como los
bosques fragmentados o los paisajes agricolas. Estas influencias antropogénicas se han
seflalado como posibles disruptores de la homeostasis del microbioma, lo que conduce a la
disbiosis y a una posterior disminucion en la diversidad alfa, como se observé en el uso de
tierras agricolas con cultivos permanentes (Bouilloud et al., 2024). Debido a la importancia
del microbioma intestinal (Heni et al., 2023), es posible que las ASVs compartidas entre las
subdivisiones de cuenca puedan tener funciones relacionadas con el mantenimiento de la
salud del huésped y la homeostasis. Por otro lado, el nimero relativamente alto de ASVs no
centrales indica una comunidad microbiana diversa, con muchas ASVs que difieren segiin
las condiciones, lo que podria estar influenciado por la diversidad de usos de la tierra en cada
subdivision de la cuenca.

Anteriormente, se han reportado diferencias en la composicion microbiana entre usos
de la tierra relacionados con la agricultura y los pastizales (Romdhane et al., 2022), lo que
sugiere que este factor puede afectar la diversidad beta del microbioma. Por otro lado, se ha
propuesto que factores ambientales pueden influir individualmente en la diversidad del
microbioma sin tener un efecto de interaccion entre ellos (URycki et al., 2020), pero en este
estudio se identificé que el uso de la tierra y las subdivisiones de la cuenca interactuan e
influyen en la diversidad del microbioma. Ademas, investigaciones sobre nutrias eurasiaticas
(Lutra lutra) han destacado la importancia de la edad del animal en la diversidad de la
composicion del microbioma (Okamoto et al., 2021), un factor que, lamentablemente, no se
captur6 en nuestros metadatos durante la recoleccion de muestras debido a las limitaciones
del muestreo.

En varios estudios sobre heces de mamiferos, existe un consenso sobre dos aspectos:
1) las muestras deben recolectarse lo antes posible después de la deposicion, y 2) las muestras
deben mantenerse congeladas o en soluciones que reduzcan la degradacion de los acidos
nucleicos (Ingala et al., 2018; Kumari et al., 2019). Sin embargo, no existe un protocolo o
guia estandar para recolectar tales muestras de fauna silvestre. En nuestro estudio, analizamos
la comunidad bacteriana de 75 de las 94 muestras recolectadas inicialmente, ya que no todas
las muestras presentaron la calidad y concentraciéon de ADN requeridas para secuenciar la

region V4 del gen 16S ARNTr. Esto podria deberse a la pérdida de integridad del material
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genético antes de la recoleccion, durante el procesamiento, o incluso porque los componentes
de una muestra compleja, como las heces, interfieren con los reactivos utilizados durante la
extraccion de ADN o la amplificacion por PCR.

Otros tipos de muestras podrian utilizarse para estudiar el microbioma asociado con
el tracto intestinal, como hisopos rectales y muestras frescas tomadas directamente de
diferentes secciones del tracto intestinal, pero estas practicas requieren cuidados y monitoreo
especiales para asegurar el bienestar de los animales (Ingala et al., 2018; Wang et al., 2017).
Ademas, la aplicacién de muestreo mas invasivo no seria factible en mamiferos grandes y de
vida libre, como las nutrias de rio, ya que podria afectar negativamente al numero de
individuos muestreados debido tanto al costo econdémico como al tiempo necesario para
manejar a los individuos. Ademas, el uso de heces puede ser efectivo para varios estudios de
metabarcoding en mamiferos (Delsuc et al., 2014; Kumari et al., 2019).

Por lo tanto, para maximizar las posibilidades de extraer ADN microbiano de las
muestras, recomendamos aplicar una metodologia en la que se siga visualmente al individuo
para recolectar la muestra poco después de que haya sido excretada, aprovechando la alta
tasa de deposicion de las nutrias (Rheingantz, Santiago-Plata, et al., 2017). Ademas,
sugerimos utilizar heces impregnadas con moco, ya que esto puede indicar que la muestra
sigue siendo fresca después de la deposicion (Roberts et al., 2016) y puede facilitar el
procesamiento durante la extraccion de ADN al mantenerla suave.

Con base en los resultados obtenidos resulta imperativo identificar los factores
potenciales que puedan impactar la composicion y funcionalidad del microbioma de las
nutrias. Las actividades humanas parecen influir en la salud de la fauna silvestre, ya que
pueden afectar la presencia de bacterias asociadas con la salud de las nutrias. Por lo tanto,
considerando la importancia de las nutrias en los ecosistemas de cuenca, son necesarios mas
datos para mejorar las regulaciones y los esfuerzos de mitigacion en la zona de estudio,
especialmente dado su papel como especies paraguas y como bioindicadores de la salud del

ecosistema.
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6. Conclusiones y Recomendaciones

Este estudio tuvo como objetivo establecer una linea base para el andlisis del
microbioma en Lontra longicaudis. Se utilizd un método no invasivo para recolectar las
muestras fecales, y con este enfoque obtuvimos el ADN necesario para amplificar y
secuenciar dos regiones del ADN: el ADNmt y la seccion V4 del gen 16S ARNr. Dado que
confirmamos que el ADNmt corresponde al género Lontra, recomendamos usar esta técnica
cuando las heces se recojan sin una observacion directa de la deposicion.

La diversidad alfa se diferenci6 significativamente segun el uso del suelo, mientras
que la diversidad filogenética vari6 segin la subdivision de la cuenca. Aqui, aunque
realizamos una normalizacion de los datos, el nimero de muestras podria ser un factor que
afecta la diversidad, por lo que es importante que futuras investigaciones apunten a un
nimero similar de muestras para cada subdivision de la cuenca y tipo de uso del suelo.
Ademas, destacamos la importancia de definir los grupos taxondémicos mediante técnicas
moleculares, ya que la correlacion y diferencia en abundancia entre grupos especificos puede
proporcionar una comprension mas profunda de la salud de la especie basada en su
microbioma.

Finalmente, en este estudio encontramos una comunidad central compartida entre las
tres subdivisiones de la cuenca del rio Pefias Blancas, que podria establecerse como el punto

de partida para complementar los estudios ecoldgicos de esta especie.
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10. Anexos

Cuadro 18. Datos de colecta de las muestras en la cuenca del Rio Pefias Blancas entre los afios 2019 y 2020.

Altura de la Fecha de Coordenadas del Sitio

Codigo Sitio Uso de Suelo
Cuenca Colecta de Colecta

Agricultura en 10°24'33.83"N

A0l Chachagua ) Media 2020-01-12
pastizales 84°34'8.21"0O
10°27'15.30"N

A02 Pajuila Pasto Media 2020-02-05
84°33'55.88"0
10°26'40.22"N

A03 Burro Pasto Media 2019-11-19
84°35'39.13"0
Cultivos perma- 10°22'16.55"N

A04 Penias Blancas Media 2019-10-11
nentes 84°34'45.46"0
10°28'1.11"N

AO05 Fortuna Pasto Media 2019-10-22
84°37'13.41"0
A06 Burro Pasto Media 2019-10-17 10°27'17.58"N
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Altura de la Fecha de Coordenadas del Sitio
Codigo Sitio Uso de Suelo
Cuenca Colecta de Colecta

84°37'28.66"0O
10°26'35.32"N

AQ07 Burro Pasto Media 2020-02-06
84°35'35.63"0
Represa Pefias 10°21'50.59"N

A08 Bosque Alta 2019-09-11
Blancas 84°37'48.53"0
Cultivos perma- 10°22'6.83"N

A09 Pefias Blancas Media 2019-09-11
nentes 84°35'21.95"0
Cultivos perma- 10°22'16.85"N

Al10 Penias Blancas Media 2019-09-11
nentes 84°34'59.82"0
Cultivos perma- 10°22'15.82"N

All Pefias Blancas Media 2019-09-11
nentes 84°34'38.19"0
10°2722.78"N

Al12 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'48.61"O
10°28'0.39"N

Al3 Fortuna Pasto Media 2019-10-22
84°37'12.55"0
10°26'35.54"N

Al4 Burro Pasto Media 2020-02-06
84°35'35.83"0
10°26'35.08"N

Al5 Burro Pasto Media 2020-02-06
84°35'35.36"0
Cultivos perma- 10°22'18.75"N

Al6 Penas Blancas Media 2020-02-10
nentes 84°34'48.32"0
Agricultura en 10°27'57.48"N

Al7 Fortuna ) Media 2019-09-25
pastizales 84°36'5.39"0
Cultivos perma- 10°25'56.69"N

Al8 Pefias Blancas Media 2019-10-09
nentes 84°33'19.37"0
10°25'56.74"N

Al19 Penas Blancas Pasto Media 2019-12-18
84°33'19.30"0O
Agricultura en 10°24'33.83"N

A20 Chachagua ) Media 2020-01-12
pastizales 84°34'8.21"0
10°25'51.18"N

A21 Chachaguita Pasto Media 2020-02-10
84°33'50.21"0
Agricultura en 10°28'12.79"N

A22 Fortuna Baja 2019-10-24
pastizales 84°3424.29"0
10°2824.75"N

A23 Fortuna Pasto Baja 2019-10-24

84°33'37.91"0
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Altura de la Fecha de Coordenadas del Sitio
Codigo Sitio Uso de Suelo
Cuenca Colecta de Colecta
10°26'35.01"N
A24 Burro Pasto Media 2020-01-18
84°36'18.46"0
Represa Pefias 10°20'46.58"N
A25 Bosque Alta 2019-09-11
Blancas 84°39'18.49"0
10°2722.91"N
A26 Pajuila Pasto Baja 2019-10-14
84°33'20.93"0
10°28'22.52"N
A27 Fortuna Pasto Baja 2019-11-14
84°33'20.26"0
10°26'36.16"N
A28 Burro Pasto Media 2019-11-19
84°35'36.01"0O
10°2820.08"N
A29 Fortuna Pasto Baja 2019-12-16
84°32'28.25"0
10°26'37.17"N
A30 Burro Pasto Media 2020-02-23
84°36'3.39"0
Agricultura en 10°27'57.60"N
A31 Fortuna ) Media 2019-09-25
pastizales 84°36'13.39"0
) 10°25'46.94"N
A32 Chachagua Pasto Media 2019-10-14
84°33'27.10"0
Cultivos perma- 10°22'16.56"N
A33 Pefias Blancas Media 2019-11-27
nentes 84°34'45.18"0
10°27'15.90"N
A34 Pajuila Pasto Media 2020-02-05
84°34'2.66"0O
Agricultura en 10°25'56.54"N
A35 Burrito . Media 2020-02-06
pastizales 84°35'53.31"0
Agricultura en 10°27'53.41"N
A36 Fortuna Media 2019-09-25
pastizales 84°35'58.12"0
10°27'9.07"N
A37 Fortuna Pasto Alta 2019-09-25
84°39'19.97"0
10°28"25.54"N
A38 Fortuna Pasto Baja 2019-12-16
84°32'37.08"0
Cultivos perma- 10°22'16.59"N
A39 Pefias Blancas Media 2019-12-17
nentes 84°34'45.42"0
10°27'21.12"N
A40 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'49.59"0
A41 Burro Pasto Media 2020-02-06 10°26'35.97"N
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Altura de la Fecha de Coordenadas del Sitio
Codigo Sitio Uso de Suelo
Cuenca Colecta de Colecta
84°35'35.97"0
Agricultura en 10°27'57.12"N
A42 Fortuna Media 2019-09-25
pastizales 84°36'9.73"0
Agricultura en 10°27'58.65"N
A43 Fortuna Media 2019-09-25
pastizales 84°36'18.51"0
10°28'1.97"N
Ad4 Fortuna Pasto Media 2019-10-22
84°37'14.94"0
Agricultura en 10°28'12.79"N
A45 Fortuna ) Baja 2019-10-24
pastizales 84°34'24.29"0
10°28'30.89"N
A46 Fortuna Pasto Baja 2019-10-24
84°34'2.60"0O
Cultivos perma- 10°22'14.63"N
A47 Pefias Blancas Media 2019-09-11
nentes 84°35'10.70"O
10°2722.27"N
A48 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'44.51"0
Agricultura en 10°2623.96"N
A49 Burro ) Media 2019-11-26
pastizales 84°34'40.86"0
10°26'32.08"N
AS0 Burro Pasto Baja 2019-11-26
84°33'6.32"0
10°26'34.19"N
A51 Burro Pasto Media 2020-01-18
84°36'18.33"0
10°27'15.90"N
AS52 Pajuila Pasto Media 2020-02-05
84°34'2.66"0
10°26'36.93"N
A53 Burro Pasto Media 2020-02-23
84°36'13.18"0
10°26'38.89"N
A54 Burro Pasto Media 2020-02-23
84°36'19.10"0
10°2721.12"N
AS55 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'49.59"0
10°2722.78"N
A56 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'48.61"0O
10°26'50.22"N
A57 Burro Pasto Media 2019-11-19
84°36'38.14"0
10°26'45.72"N
AS8 Burro Pasto Media 2020-02-23

84°35'49.96"0
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Altura de la Fecha de Coordenadas del Sitio
Codigo Sitio Uso de Suelo
Cuenca Colecta de Colecta
Agricultura en 10°27'59.09"N
A59 Fortuna ) Media 2019-09-25
pastizales 84°36'22.42"0
10°28'24.83"N
A60 Fortuna Pasto Baja 2019-11-14
84°33'55.59"0
Agricultura en 10°27'57.04"N
A61 Fortuna Media 2019-09-25
pastizales 84°36'3.37"0
10°2721.82"N
A62 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'49.28"0
10°2722.27"N
A63 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'44.51"0
10°26'40.27"N
A64 Burro Pasto Media 2020-01-18
84°36'23.28"0
Agricultura en 10°27'57.48"N
A65 Fortuna ) Media 2019-09-25
pastizales 84°36'5.39"0
10°27"7.24"N
A66 Fortuna Pasto Alta 2019-09-25
84°39'22.32"0
10°2722.27"N
A67 Burro Pasto Media 2019-10-17
84°37'44.51"0O
10°23'3.09"N
A68 Penas Blancas Pasto Media 2019-12-17
84°33'52.43"0
10°27'38.18"N
A69 Fortuna Pasto Media 2019-10-17
84°38'6.42"0
10°28'1.97"N
A70 Fortuna Pasto Media 2019-10-22
84°37'14.94"0
10°24'33.18"N
A71 Chachagua Pasto Media 2019-09-25
84°34'8.45"0
10°26'35.43"N
A72 Burro Pasto Media 2020-01-18
84°36'18.67"0
10°28'1.97"N
A73 Fortuna Pasto Media 2019-10-22
84°37'14.94"0
10°26'37.02"N
A74 Burro Pasto Media 2019-11-19
84°36'13.01"O
10°26'37.22"N
A75 Burro Pasto Media 2019-11-19

84°36'16.62"0
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Cuadro 28. indice y longitud de la secuencia consenso de las secuencias de la region de control del ADNmt

Nombre de la

obtenidas de las muestras.

Longitud de la secuencia consenso

Especie del hit mas

Numero de ac-

Codigo
muestra de la region control ADNmt (bp) alto cesion
A01 ChaSA NA NA NA
A02 Paj7 283 NA NA
A03 Burl2 354 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A04 PeB6 378 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A05 Forl2 326 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A06 Bur7 276 Lontra longicaudis KY271062.1
A07 Bur23 NA NA NA
A08 E-PBA3 344 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A09 PeB1 NA NA NA
Al10 PeB3 NA NA NA
All PeB4 343 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
Al12 Bur5B NA NA NA
Al3 Forll 352 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
Al4 Bur22 NA NA NA
AlS Bur24 NA NA NA
Al6 PeB12 NA NA NA
Al7 For5A NA Lontra longicaudis KY271062.1
Al8 PeB5 355 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A19 PeBl11 NA NA NA
A20 Cha5B NA NA NA
A21 Chtl 340 Lontra longicaudis  NC_079649.1
A22 Forl4A 325 Lontra longicaudis  NC_079649.1
A23 Forl6B NA NA NA
A24 Burl8 NA NA NA
A25 E-PBAI NA NA NA
A26 Paj2 338 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A27 Forl8 NA NA NA
A28 Burl3 NA NA NA
A29 For21 351 Lontra longicaudis  NC _079649.1
A30 Bur28 340 Lontra longicaudis  NC _079649.1
A31 For2 NA NA NA
A32 ChadA NA NA NA
A33 PeB7 324 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
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Nombre dela  Longitud de la secuencia consenso  Especie del hit mas Numero de ac-

Codigo
muestra de la region control ADNmt (bp) alto cesion
A34 Paj5A NA NA NA
A35 But2 342 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A36 For7 NA NA NA
A37 For9 NA NA NA
A38 Forl9 NA NA NA
A39 PeB10 NA NA NA
A40 Bur3B 294 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A41 Bur21 NA NA NA
A42 Forl 342 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A43 For3 191 Lontra longicaudis KY271058.1
A44 For13C 354 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A45 Forl4B NA NA NA
Ad6 Forl5 NA NA NA
A47 PeB2 NA NA NA
A48 Bur6B NA NA NA
A49 Burl5 NA NA NA
AS0 Burl6 NA NA NA
AS1 Burl9 NA NA NA
AS52 Paj5B NA NA NA
AS53 Bur27 398 Lontra longicaudis KY271058.1
A54 Bur25 NA NA NA
ASS Bur3A NA NA NA
AS56 BurSA 272 Lontra longicaudis KY271062.1
AS7 Bur8 NA NA NA
AS8 Bur29 NA NA NA
A59 For4 NA NA NA
A60 Forl7 NA NA NA
A61 For6 NA NA NA
A62 Bur4 NA NA NA
A63 Bur6A NA NA NA
A64 Burl?7 NA NA NA
A65 For5B 338 Lontra longicaudis ~ NC _079649.1
A66 For8 326 Lontra longicaudis  NC _079649.1
A67 Bur6C 287 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
A68 PeB8 328 Lontra longicaudis ~ NC_079649.1
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Nombre dela  Longitud de la secuencia consenso  Especie del hit mas Numero de ac-

Codigo
muestra de la region control ADNmt (bp) alto cesion
A69 Forl0 NA NA NA
A70 Forl13A NA NA NA
ATl Cha3 325 Lontra longicaudis ~ NC _079649.1
A72 Bur20 NA NA NA
A73 For13B NA NA NA
A74 Burl0 NA NA NA
A7S5 Bur9 320 Lontra longicaudis KY271058.1
NA = La region de ADNmt de la muestra no fue secuenciada.
Pearson (Filirado)
Vicinamibacteria
Verrucomicrobiae 0
Subgroup_5 0 0
Planctomycetes M1 0
Negativicutes 0 0 0
Methylomirabilia 0 6:@
Gammaproteobacteria 0 0 0. 0 : 0
Fusobacteriia . 0 0 0 0 0 0
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Figura 18. Relacion linear con SECOM a nivel de clase, estimada mediante la medida de correlacion de
distancias, filtrada por valor p. Se destaca la correlacion positiva entre Negativicutes y Coriobacteriia

(Pearson 0.91).
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Pearson (Filtrado)

Verrucomicrobiota
Proteobacteria 0
Planctomycetota 0
Myxococcota 0 0
Methylomirabilota 0 0 0
MBNT15 0 0 0 0
Fusobacteriota 0 0 0 0
Firmicutes 0 0 0 0 0
Desulfobacterota 0 0 0 0
Bacteroidota 0 0 0 0 0 0 0
Actinobacteriota 0 TH 0 0 0 0 0
Acidobacteriota 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 28. Relacion linear con SECOM a nivel de filo, estimada mediante la medida de correlacion de
distancias, filtrada por valor p. Se destaca la correlacion positiva entre Verrucomicrobiota y Actinobacteriota

(Pearson 0.78).
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