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Diversidad benténica en la Batde Palma

Resumen

La calidad déos fondosmarinosno tan solo depende dscaracteristicas fisiequimicadel agua o
sedimentos sino que ésta también obedece a la biodiversidad bioldgica que albergasé&itpre
proyecto trata de evaluar la eficiencia y precision de técnicas genéticasdsasae! ADN para el
monitoreo ambiental y la caracterizacion de las comunidades de especieambeitdnicas.

Estudios previos han demostrado que los anélidos poligustm unos excelentes indicadores de la
biodiversidad global y de calidad ambiental de las comunidades bentdnicas. Paoloetste

proyecto se va a concentrar en estos organismos, como repi@se de la comunidad. Ademas, son
un éptimo indicador de la presencia de especies invasoras en las@ogaarias con varias especies
consideradas como introducidas o invasoras en las aguas espafiolas.

Los resultados genéticos obtenidos mediante las nuevas tecnologiaswnsiacion masiva de ADN
se van a comparar con aquellos conseguidos con las herramientas tradicionalestifieadion de
especies mediante analisis morfol6gicos. Para poder comparar el impacto deolasizacion sobre

la biodiversidad, se va estudiar asede diferente impacto humano (p.€fortixol y Reserva Marina
de la Bahia de Palma). Entre estos factores incluimos el trafico de mercancias y pasajeads de
transporte involuntario de especies bentdnicas (ya sea en el agua dedastria superficie de los
cascos de las embarcaciones) y la existencia de especies indedeéadeterminadas condiciones
ambientales. Los datos genéticos obtenidos (secuenciddi¢ que son coédigos de barras
identificadores de todas las especies encontradas) se depositaran en liddeagpcomo GenBanrk
gue seran de gran utilidad en futurpsoyectos de monitoreo ambiental tanto del Puerto de Palma
como de otras zonas litorales.
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Introduccion

El mantenimiento de la biodiversidad es esencial para la conservacion de loseetaside nuestro
planeta. El conocimiento de la composicion declamunidades, la abundancia y distribucion de
especies es fundamental para los esfuerzos de conservacion de la biodivdesgistjon y la
formulacién de politicas, y es de vital importancia en un mundo cambé&attado por el cambio
climatico, la pédida de habitats y las especies invasoras que amenazanratsseguridad (Unidn
Europea, 2011). La proteccion de la diversidad pues, mantendré la capaeittadaduraleza para
entregar los bienes y servicios que necesitamos, mientras que su péatidaun alto coste (Mills et
al. 1993). Sin embargo, en la actualidad todavia desconocemos la mayoriagfetbdeeque
conforman las comunidades que nos rodean y esta falta decbmiento es mas acuciado en el
medio marino, para el que se calcula quéosse conoce el 1% de los organismos que habitan en él
(Blaxter, 2003). Sin el conocimiento previo de la biodidad en zonas con bajo o nulo impacto
humano es imposible determinar el estado de salud de un area o ecoaigtestablecer los
protocolos degestion o restauracion.

Los programas de monitoreo ambiental producen datos y evidencia para ejorefactivo de los

hébitats y comunidades bentdnicas marinas y permiten extraer conclusiohesls causay la

direccion del cambio natural y antropogéai Las medidas de gestion generalmente se basan en los
resultados de estas conclusiones, por lo tanto, es fundamental quedgsamas de monitoreo

ambiental estén bien disefiados y sean estadisticamente solidos, para eites en las

comunidades bentdicas o la exclusién innecesaria de determinadas actividades en areas colindantes
(NobleJames et al. 2017)

Uno de los estadios méas delicados en el proceso de nrepitde ambientes bentdnicos marinos es
la identificacién de los organismos que los conmgog en lo que se basan las conclusiones de los
analisis. Este proceso de identificacion requiere de expertos taxénoneosomzcan la fauna local,
de bibliografia actualizada y en muchos casos de laboratorio dotados de equifaGpéno
adecuado que panita el estudio de estructuras morfolégicas de tamafio microscépgadeEmas
una labor costosa en tiempo ya que en la mayoria de los casos cada ejempdaredreexaminado
al detalle.

Listado de especies

Capitella capitata

Comunidad bentdnica Separacién de annelidos Identificacion de especies

Fig. 1. Simplificacion del proceso de separacion de muestrasfichcion de ejemplares con datos morfolégicos.
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Los taxdbnomos han trabajado durante méas de 250 afios en la identificaciorciedaeaion de
especies parada a conocer la biodiversidad de la Tierra. Los métodos empglasaldglimitar las
espedes se han basado en la comparacion de datos morfoldgicos y fisioldgidasilima década,
el desarrollo de técnicas biomoleculares, especialmente en lo referente aukreéacion de ADN se
han ido incorporando a la taxonomia clasica, con el objelévacelerar la identificacion y
proporcionar una precision para la delimitacién de las especies (Wiens & P2AR&ytHebert et al.
2003, Sites & Marshall 2003, Sogin et al. 2006, Pons et al. 2006, Bb@#ila2013, Aylagas et al.
2014, Hirai et al.@14).

Sediment DNA extraction

Benthos PCR amplification

—_t

[ High-throughput I=]
sequencing

Data analysis

OUTPUT

Benthic L Species

Comunidad benténica eVl R Identificacion de las

especies en las muestras
Secuenciacion de ADN deéidos

Fig.2. Simplificacion del proceso de identificacion de ejengdaron métodos moleculares.

Los gusanos marinos o anélidos, es un grupo diverso (con alrededo06 &Species descritas) y
abundante (siendo uno de los mas numerosos en las comuesdaghtonicas) de invertebrados que
habitan en los sustratos marinos. Representan un grupo de organismodandeia para esta
investigacion, ya que actian como representantes de dguoto comunidades bentonicas marinas
y uno de los mejoreimdicadores de perturbacion ambiental (Pocklington & Wells 1992; Hggshin
1998; Spark#1cConkey 2001; Olsgard 2003, Dean 2008). Ademas, es uno de los deup
invertebrados marinos que ha experimentado un rango deaegin de distribucion como
consecuacia de las actividades humanas recientes, por ejemplo, transporte pastaseos de
barcos o el agua de lastre, utilizando canales artificiales, 0 asociacion coressi@emaricultura,

con mas 300 especies consideradas como invasoras (Carlton 1985t @a28E3, Cinar 2013).

Este proyecto, que se enmarca dentro del Convenio ya existente entre Adt®rattuaria de
Baleares y el IMEDEA, aprovecha el enorme potencial de nuevas metoddmgé&ienciacion de
ADN (gran precision de resultados, alipidez en la obtencion de los mismos y bajo coste) en
combinacion con la métodos de taxonomia clasica (identificacion deiesgetravés de caracteres
morfolégicas) para la realizacion de inventarios de especies en comunidadeasr@mcretas,
andligs de los indices de diversidad para conocer su estado de@tion, y comprobar de forma
fehaciente si existen especies invasoras y su grado de invasividad.

Se empleara la diversidad y abundancia de gusanos marinos o poliquetos comentpres ddas
comunidades benténicas marinas e indicadores de perturbacion ambientalsAirse estudia la
posible existencia de especies invasoras.
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Las preguntas principales que este proygmosigue responder son

1 ¢Es la metodologia basada en el analisis del ADN de los organismos precisa y raergdhle p
caracterizacion y monitoreo de las comunidades marinas?

2 ¢ Cuales son las diferencias en biodiversidad entre las comunidades bentéoiaeslit
marinos pristinos y ambientes antropizados?

3 ¢ Existen especiesviasoras en la Bahia de Palma, son estas detectables, estan establecidas en
las zonas portuarias o han llegado a colonizar ambientes naturales?



Area de estudio
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En la propuesta del proyecto se propuso muestrear difegiebmunidades benténicas en un
gradiente de perturbacion ambiental (por trafico maritimo, contaminacion deaagsedimento
derivada del mismo o por descarga de rieras). Se eligieron como objetivorel 8eidalma,
consideradauno de los mas importantes de todo el Mediterrdneo en relacion al traficruteeros,

el Portixol y de la Reserva Marina de la de la Bahia de Palma (cerca de Cala Blava). fBlbabmp
area de estudio hacia el suroeste, para incluir la isla de la Porrassa, con unos fondosegife los
encontrados en la Reserva Marina de la Bahia de Palma.

Dentro de cada zona se han elegido distintos puntos de muestnedeciinalidad de que estén
representadas las distintas condiciones ambientales y habitats presentel mismo, debido al
distinto uso que tienen las nmgas. Asi, por ejemplo dentro del Puerto de Pagmhan tomado
muestras en lasuatro zonas bien diferenciadaesmo sorios muelles comerciales, muelles de
Poniente, las darsenas deportivas y el dique del Oeste.

Fig. 3. Localizaim de las zonas

de muestro en la Bahia de Palma

Fig. 4. Localizacion de las seis estaciones de muestrea

(circulos rojos) dentro del Puerto de Palma.
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Metodologia

Setomaronmuestras semcuantitativas en las cuatro localidades indicadas (Puerto de Palma,
Portixol, Reserva Marina de Bahia de Palf@ala Blava e Isla de la Porrassa) eR34le julio y el 29
de noviembre de 2017, representando las estaciones de verano e ioyiespectivamente.

Las muestras incluyen:

X Raspados de 30 x 30 cm en superficies duras (naturales y artificiales) a entrg 0,5
de profundidad. En las zonas portuarias se han elegido superficies diversas aluyen
paredes de hormigon, pontones flotantes de metal, deferdmproteccion en la zona de
amarre de ferris. En las zonas naturales se raspado superficies de roca o de méda mue
de Posidonia oceanica
Muestras de 3 litros de sedimento con una draga.

x Baldosas de 30 x 30 cm y ladrillos de arcilla, unidos de tres en tres en una lin@h vertic
(baldosa, baldos y ladrillo) y colocados enti® ¥5 m de profundidad en muros y
pontones del Puerto de Palma y el Portixol. Las estructuras artificiatesasmron en
julio y se dejaron suergidos por un periodo de 6 meses.

VERANO INVIERNO
Pto Palma Portixol Cala Blava | Sa Porrassa] Pto Palma Portixol
Raspados 6 4 3 3 6 4
Dragas 6 4 3 3 6 4
Baldosas - - - - 5 3

Tabla 1. Muestras tomadas en cada localidad (Puerto de Palma, Portiaddl&@al y Sa Porrassa) y estacion (verano e
invierno).
Las muestras se tomaron con la embarcacion del IMEDEA (Rodman 1120)6Smn la ayuda de
buzos profesionales para el trabajo dentro de los puertos, como indicarzativa.

Se solicitaron lopermisos necesarios para muestrear en las zonas portuarias (Autoridachiayrt
OCAE Baleares) y en la Reserva Marina de la Bahia de Palma (Direccié General de Pédad i Medi
Conselleria de Medi Ambient, Agricultura i Pesca).
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Fig. 6. A. Fotografias del muestro de verano (25 y 26 de julig E81acion de muestreo PA6 (muelle de Poniente sur,
Puerto de Palma). B. Buceadores en estacion PAL (escalera de la eiPalrd). C. Buceadores haciendo los raspados
del muelle en Brtixol y colocando las baldosas. D. Lanzamiento de la draga en Cala BEstaciBrde muestro PO1
(Portixol).
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Fig. 7. Fotografias del muestro de invierno (25 y 26 de julio)201Buceadores recogiendo las baldosas en el Puert
de Palma. Bloma de las muestras de Hiouling en el barco. C. Detalle de los organismos sobre las supediEios
ladrillos. D. Baldosas cubiertas en distinto grado por organism@gtélle de los tubos de serpulidos (Annelida), y

esponjas sobre la superfiaile una baldosa.
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Tratamiento de las muestras

En la embarcacion, las muestras se guardaron en bolsas de plastico debidatiiprgtadas se
mantuvieron refrigeradas en neveras portatiles para mantener la fauna con vida hastecesguo
en el laboratorio (IMEDEA). Una vez alli, los gusanos marinos se separan del lestuéstra en
funcion del tipo de muestra. Las muestras de raspados se separaron diretednagmla lupa,
guardando todos los ejemplares en un mismo bote. Los asgars que habitan en sedimentos se
separan por decantacion del sedimento y tamizado, y luego bajo la lupa.l pras&samiento de las
muestras, estas se conservan en alcohol 100% en la nevéragQy

Fig. 8. A. Muestras en el laboratorio, antes de ser procesadbfudstras procesadas en alcohol. C. Lupas para la
separacion e identificacion dgemplares D. Tubos del serpulideicopomatus enigmaticyprocedentes de una muestra
de raspado del muelle del Portixol.

Identificacion de especies y seleccion de ejemplares para secu@mnciac

Para identificar los ejemplares de anélidh@sta especie es necesaéastudiar algunos detalles
morfolégicos microscopicos y por lo tanto se precisa el empleo de lopergscopio. En algunos
casos hay que diseccionar algunas estructuras de los ejemplares para modiicatl hasta género
0 especie. Hay que trabajar con claves dicotdmicas y literatura dondeseglzhn las especies
ibéricas. No hay muchos trabajos de anélidos poliquetos en las baleares, asiscuemos guiado
por trabajos de regién como son os volumenes de Fauna Ibérica (Sa Martin 2003, Viéitez et
al. 2004, Parapar et al. 2012, Parapar et al. 2015) o de citas y descripcionesenens del
Mediterraneo occidental o Atlantico Noreste (&ll11). Para la revision deqinos grupos
taxonémicos se ha contado con la colaboracién del Dr. Daniel Martin, Iadgstigjentifico del CSIC
adscrito al Departamento de Ecologia Marina del Centro de Estudios Avanzdtiasiele (CEAB).
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Al menos un ejemplar de cada una de las egeicientificadas se separd para ser secuenciado.

La secuenciacion del ADN es un conjunto de métodos y té&dpicquimicas cuya finalidad es la
determinacion del orden de los nucleoétidos (A, C, G y €) ADN de un organismo. La secuencia de
ADN constituye la informacion genética heredable e informan de la identidadjaeés de
parentesco y funciones especificas o programas de desarrollo dedssvdes. En este proyecto
concreto se quiersecuencias la informacion contenida en un gen mitocondrial Citocromo @xidas
(COlI), ampliamente empleado para la identificacion de especies y comtaowrocido como gen

de cédigo de barras (Herbert 2003). En el presente trabajo lo que se pestsmgiaerar una libreria

o diccionario de morfoespecies con sus correspondientes secuerc@®Uy la publicacion de dicho
diccionario en bases de datos publicas.

Los “primers” (una cadena de &cido nucleico o de una mtzéelacionada que sirve como purde
partida para la replicacion dAIDN) empleados para secuenciar el fragmento de cddigo de barras de
COl son diversos y la mayor parte de los investigadores suelen emplear privegsaless, como los
disefiados por Folmer et al. (1994) para invertebrados marinos. Estos priemariégm secuenciar un
fragmento de unos 650 pares de bases. En cualquier casaJdiays grupos taxondmicos que,
probablemente debido a la variacion de la secuencia de ADN en la region dedgcebpdmer

resultan en un la adquisicion de un-60% de resultados satisfactorios tras la amplificacion y
secuenciacion.

Un reciente estudio (Elbrecht & Leese,mansa) concluygue existen otros primers mas efectivos
para secuenciar la region COI en anélidos, por ejempid YWArR5el inconveniente que presentan
es que el fragmento secuenciado es de 310 pares de bases. Se ha aptatiogo de este set de
primers, priorizando la adquisicién de un nimero elevado de secuencias para tarléreria de
COl para las especies presentes en la Bahia de Palma, confiando que la variabilitizal gené
encontrada en este fragmento sea suficiente para poder discernir entre iespepoblaciones.

Se ha completado la libreria de “barcodesn aquellos casos dondes primers Ard5 y ArR ha
funcionado—con otros set de primers comaquellos disenados por Folmer et al. (1994), Geller et al.
(2013) y Sun et a2018.

Primers Secuencia Referencia

ArF5 5'GCICCIGAYATRKCITTYEICG Gibson et al. 2014
ArR5 5'GTRATIGCICCIGCIARIAGIGG Gibson et al. 2014
LCO1490 5-GGTCAACAAATCATAAAGATABTGG- Folmer et al. 1994
HC02198 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAARNTCA- Folmer et al. 1994
jgHCO2198 5-TAIACYTCIGGRTGICCRAARMAAYCA- Geller et al. 2013
jgLC0O1490 5-TITCIACIAAYCAYAARGAYABTGG Gelleret al. 2013
HyCOF190: 5-TCNRTNTTKACDGTKACATGCTA Sun et al. 2018
HyCOR886 5-ACCCYATYATHCCRATAGARGACAT Sun et al. 2018

Tabla2. Primers (junto con secuencia nucleotidica y autores y ano de su publicaciéepdonmpEn este estudio.

10
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Hg. 9. Parte del equipamiento del laboratorio de Sistematica MoleceldMEDEA. A. Centrifugas. B. Termoreciclador o
maguina de PCR

Para la obtencion de las secuencias, se han contrdtsdeervicios del Parc de Reserca Biomedica de
Barcelona.

>Nephtys hombergii
AAGGGATAAAAGCAGAAGAATAGCAGTGATCTTANCGGCCCATAGAABALS
TTCTAATCGTAGTCCTTTTCATCGTATATTTATAACCGTAGTAATGAAATTTAGTGCCCC
TAAAATTGAAGAGGCTCCAGCTAAGTGAAGAGAAARKBGAGREACTCTTGCTEC
GGCATGAGCAATGTTTCTAGATAGGGGAGGGTAAACGGTTCARCIGGTTITC
TTCTACAGCTGCGGATATAACAAGAAGAATTAAAGAAGGGGGEABLBATAT
ATTATTTAAA

Fig. 7. Ejemplo de una de las secuencias de ADN (310 paresdebeenecientes a un fragmento del gen citocromo
oxidasa + COl)

La calidad de las secuencias recibid@son comprobada y se descartargosibles fallos o
contaminaciones. Una vez depdralos datos, estos son susceptibles de andlisis y derotragion
de la identificacion preliminar. Tras un primer andlisis comparativo con las secuencidsiyadas
en la base de datos publica GenBank, comprobamos la identificacion de alguaasgecies
identificadas a través de la morfologia. Asi mismo, se evidencia la falta de detosgas de las
especias y la relevancia del presente proyecto para completarla.

Secuenciacion masiva de Ultima generacion

La elevada demanda de secuenciacién de bajo costo ha dado lugar a las distimibgtas de
secuenciacion de alto rendimiento que son capaces de paralelizar muchasiopes de
secuenciacion, produciendo miles o millones a la vez, reduciesdmktos gracias a ello. Son las
llamadas tami&n secuenciacion de nueva generaciomext-generation sequencing De este
modo, y para este proyecto en concreto, se pretenden seciarlos organismos de muestras
completas de una sola vez.

Una representacion de la diversidad de especies hallada en la muestra (ejendgldoelas las
morfoespecies encontradas) se deposité en un tubo parartaa “batido de gusanos marinos”. En
el caso de ejemplares grandes, se empled solo un pedazo de tejido, y aseeita ampliacion de
su ADN enmascare la presencia de especies/ejemplares de menor tamaddosdragmentos no
identificables en la muestra, o juveniles también se seleccionaron paratel¢h Se incluyeron
varios ejemplares/fragmentos de tejido-{®) de aquellas especies muy abundantes enuastra.

11
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Cuando ehumerode ejemplares presentes en la muestra no superaba el de 20 y la relacion de
morfoespecies encontrada no superaba el de 6 no se ha realizado el [&itian completado el
procesado de las muestras tomadas en verano, extrayesélel ADN del ‘batido’ de un total de 48
muestras.

Muestreo cuantitativo de Analisis morfologico de ejemplares
comunidades bentonicas e identificacion de especies

!

CTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCA
TTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGT
TGTCARAACTTTTAACAACGGATCTCTT

( A BCTTCGGCGECECCCGCAAGBETGCCCE
s TGCCGTGGCAGATCCCCAACGCCGGGECT
== T TTGGCTCCAGCATCGATGAAGAACGCAG
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAACGCGAT
ACTTCTGAGTGTTCTTAGCGAACTGTCA

EES( C TCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAAC
9 G CGGATCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAA
TCTCTTGGCTCCAGCATCGATGAAGAAC
IAAGARCGCAGCGARACGCGATATGTAAT

Empleo de toda la muestra para la Extraccion y amplificacion de ADN

extraccion y aplificacion
de ADN a traves de tecnicas de
nueva generacion
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Obtencion de gran numero de secuencias
de forma altamente eficiente

Generacion del catalogo de especies + ADN

Comunidades bentonicas en
puertos
y ambientes naturales

CARACTERIZACION DE LA COMUNIDAD

Fig. 10 Protocolo de actuacion para la elaboracion de catalogos dec&Espy su respectivo ADN y secuenciacion masiva de
miembros de la comunidad

Laextraccion de ADNe estos ‘batidos’ se ha realizadon el kit de aislamiento de ADN de tejidos de
la marca Qiagen. EI ADN gendmico purificado de cada una de las 48 localidades sebcerawutific
Nanodrop y 50 microlitros de una concentracién 50 ng/ul se enviaramplificar en un sistema de
microfluidica Fluigigm con los primer A¥BFBR y los productos de PCR se secuenciaron en ambas
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direcciones en un sistema de secuenciacion de nueva generacion ILAdMIalplataforma Miseq.
Durante el proceso de generacion de las librerias de cada localidad thefm® de PCR se marcaron
conuna secuencide 10 pb que es especifica para cada localidad. Las ledeitasecuenciacion se
separaron por localidades (con tratamientos bioinformaticag)in la secuencia especifica de 10 pb
afadidas Después las secueias de los primer Ar5F y Ar5R se eliminaron de cada lectura con el
programa TRIMOMMATIC asi como las bases de mala calidad. Finalmente, las b&idforward)

y 3-5’ (reversg se combinaron en una secuencia consenso. Las secuengsEnso se comderaron
pertenecer a un mismo haplotipo (clustge secuencias muy similares o Unicas) si su divergencia era
menor al 1,5% asegurandonos que no se introduce ningun haplotipo artifeg@acpor los errores
introducidos por la polimerasa durante la P@&#meras) Los clusters seealizaroncon el software
MICCAEI andlisis de los diferentes haplotipos se realizé en el programa de R ER¥LIGSarboles
filogenéticos de construyeron usando los programas IQTREE y BBRA&tificacion de especies
basala solamente con secuencias de ADN tantdOiMA barcodingcomo de metabarcoding se
implementaron con el programa de R SPLITS. Este programa usa el algoritmd3eheral Mixed
Coalescent Model) que delimita en un arbol ultramétrico (ramas de iguatudndebido a uso del
reloj molecular)a transiciérentre ramas con muchas mutaciones relacionadas con la especiaciéon
con las ramas con pocas mutaciones relacionadas con la coalescencia a nivemalblac

13
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Resultados

Identificacion de especies con métodos de taxonomia clasica (morfalog

Se han identificado 169 especies, la gran mayoria hominales, y otros ejesrtarsido
identificados hasta el nivel de género o familia debido a su estado (estagieniles, fragmentos sin
caracteres diagnosticos a nivel de especie...). El total de taxa halladdssaenbientes bentonicos de
la Bahia de Palma, incluyendo los amtcados en los fondos duros y sedimentos del puerto de
Palma, Portixol, La Reserva Marina de Palma y Sa &grtaisto en los muestreos de verano como
de invierno suman 203. El listado de las especies ordenadas alfabéticayrianttamilias a las que
comresponden se detallaal Anexo |El listado de las especies contabilizadas en cada una de las
muestras puede verse en el AneXde esta memoria.

El resumen de los resultados se presenta a continuacion.

En las muestras tomadas en los ambientes portisaen verano (el dia 24 de julio de 2018) se
contabilizado un total de 2408 anélidos, 294 en las ocho muestras cagida$ortixol y 2114 en las
12 muestras cogidas en el Puerto de Palma (Tablas 3 y 4). En @lReridentificaron 36 especies
diferentes, mientras que en el Puerto de Palma, 85.

PORTIXOL VERANO
TOTAL
RASPADO total DRAGA total | PORTIXOI
POR POR POR POR POD | POD | POD | POD
01 02 03 04 01 02 03 04
# INDIVIDUOS 15 25 96 120 256 10 14 2 12 38 294
# ESPECIES 12 10 7 14 29 5 5 1 3 12 36

Tabla3. Numero de ejemplares y especies en las muestras de raspados y sedoolectadas el 24 de julio de 2017 en el
Portixol.

PTO PALMA
TOTAL
RASPADO total DRAGA total | PTO.PALMA
PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR PAD | PAD | PAD- | PAD | PAD | PAD
01 02 03 04 05 06 01 02 03 04 05 06
#
INDIVIDUOY 385 | 98 | 836 | 465 | 107 | 172 | 2063 | 2 17 9 11 9 3 51 2114
# ESPECIE] 15 15 22 24 12 23 67 2 12 5 8 6 1 27 85

Tabla4. Numero de ejemplares y especies en las muestras de raspados y stedaokectadas el 24 delja de 2017 en el
Puerto de Palma.

Los resultados, tras comparar exclusivamente la ausencia y presencia diegsledas muestras
colectadas en verano en el Portixol y el Puerto de Palma, indican que & Bedtalma contiene
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una mayor diversidad despecies y abundancia de ejemplares que el Portixokyuguporcentaje de
ellas(casi el 20%9on compartidagntre ambos puertos (Fig. 11)

Portixol (ver) Pto. Palma (ver)

20 65

(19.8%) (64.4%)

Fig.11. Diagrama de Venn (Oliveros 28®8715) mostrando el nUmerde especiepresentes en el las muestras derano
en elPortixol, Puerto de Plama y aquellas compartigiase ambos puertos.

Si se comparan los tipos de ambienpestuarios fondosduros y sedimentgsse observa que las
muestras tomadas ragmdomueles, paredes verticaleg otras estructurasortienen una mayor
diversidad de especiesapundancia (de mas de un orden de magnityag las muestras de
sedimento (Tabla 3 y)4Los raspados en el puerto de Palma podeenayor diversidad de especies
(12-23) e individuoq107-836) por muestra mientras que los sedimentos en el Portisegresentan
las muestrasnas pobres (con-b especies y-24individuos en cada muesfra

La mayor parte de las especies son exclusivas de cada puerto y habitatacexcapcion, las
muestras de raspados del Portixol poseen mas especies compartidas camteld® Palma que
exclusivas. Hay que resaltar que practicamente no hay especies comunesmeergesly sustratos
duros. La unica excepcion son dos especies compartidasleossambientes del Ptale Palma

Portixol (sed) Pto.Palma (rasp)

5 44
(4.9%) (42.7%)

Portixol (rasp) Pto.Palma (sed)

Fig 12. Especies exclusivas y compartidas de los ambientes de sustrates(dispados) y blandos (sedimentos) en el
Portixol y el Puerto de Palma.

Las muestras tomadas fuera de los ambientes portuarios (en la Reserva MalknBahiale Palma
Cala Blava y la isla de Sa Porrassa) arrogasidoientes resultados (Tablas 5y 6
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CALA BLAVA VERANO
RASPADO total DRAGA total | TOTAL CALA BLAVA
CBR-| CBR-| CBR- CBD-| CBD-| CBD-
01 02 03 01 02 03
# INDIVIDUOS 164 | 131 | 107 | 402 | 35 32 45 112 514
# ESPECIES 41 28 19 57 12 10 6 19 70

Tabla5. Numero de ejemplares y especies en las muestras de raspados y sediokectadas el 25 de julio de 2017 en el
Cala Blava.

SA PORRASSA VERANO
TOTAL SA
RASPADO total DRAGA total PORRASSA
SPR| SPR| SPR SPD | SPD | SPD
04 05 06 04 05 06 | SUMA
# INDIVIDUOS 201 | 144 | 124 | 469 | 41 54 41 136 605
# ESPECIES 40 31 11 | 52 14 27 15 41 79

Tabla6. Numero de ejemplares y especies en las muestras de raspados y sedoolestadas el 25 de julio de 2017 en Sa
Porrassa.

Las muestratomadas en ambientgwistinos son, en general, mas diveragsellasque los
ambientesportuarios. Asi las muestras de raspados en ambientes portuarios, como se hadndicad
con anterioridad presentan 123 especies en &uerto de Palma ¥-14 en el Pdixol mientras que

en las muestras de fondos rocosos y matd@dsidonigen ambientes naturales se encontraron-49
especies en Cala Blava y4 especies en Sa Porrassa. Un pasiarilar se ha hallado en las
muestrasde sedimento, con-12 especies elas muestras de dragas tomadas en el Puerto de Palma,
1-5 especies en el Portixok1® en Cala Blava y-P¥ Sa Porrass&stos resultados coinciden con lo
esperado, debido a que los ambientes naturales por regla general suelen albesagaayar

diversichd de fauna que los ambientes antropizados.

Sin embargo, comparando la diversidad de especies global, en cada localidad ¢pespsxio
natural), la diversidad mayor se encuentra en el Puerto de Palma (Pto Péinespecies, Portixol=
36, Cala Blava= 70, Sa Porrassa+#3)posibles explicaciones de estos resultados son: 1) que las
muestras tomadas no sean representativas de la diversidad global en cada looalijtad el

Puerto de Palma aune una gran diversidad de micro habitats con amplios dengasacteristicas
ambientales (hidrodinamismo, turbidez del agua, contenido de particul@icas, contaminacion)
gue se ve reflejada en la diversidad de especies asociadas a cada unosceEn@sitntes.

Del total de especies presentes en ambientedymrios, aproximadamente la mitad se encuentran
también en los ambientes tarales, lo que indica probablemente que las especies tengan
capacidad de adaptacion a las condiciones mas antropizadas, 0 que los asperitiarios
(especialmente los susttos duros) no presentes unas condiciones figigimicas muy diferentes a
las de fuera de los puertos.
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Puertos (vera) Pristinos (vera)

83
(45.6%)

Fig.13. Diagrama de Venn con especies exclusivas y compartidas aelientes portuarios y naturales de la Bahia de
Palma.

Cabe destacar que las muestras con una mayor abundancia de ejemplaresrsepda®s de
paredes y superficies artificiales dentro del puerto de Palma (con un prorde®@5 ejemplares por
muestra en comparacion don 61 ejemplares en los raspados del Portixol y erfingl® en las
estaciones fuera de las zonas portuarias). En cambio, las muestras de raspaatssdehabitats
naturales en la Isla de Sa Porrags2ala Blava son las muestras con una mayor diversidad de
especies, con un promedio de 20 especies por mugsti@ntras que en las areas portuarias la
media es entre 15 y 8 especies en Palma y el Portixol respectivamente §J.dlds muestras de
sedimentos, a pesar de ser mas voluminosas contienenaostlos casos un menor nimero de
especies y abundancia deslmismas, pero es en las zonas de la bahia no sometidas a impactos
ambientales, en especial en los sedimentos gruesos de la las isla de la Porradeska diiversidad y
abundancia denélidoses mayor (Tabla 3).

El andlisis de las muestras colectadas@iembre muestras una disminucién generaleed el
namerode ejemplares y diversidagspecto a las muestras colectadas en verano, representada en
menos de la mitad de especies.

Puertos (vera) Puertos (inv)

Fig. 14. Comparacion de las especies halladas en ambientes portuaviesea e invierno.

La diversidad especifigda abundancia de individuos en los ambientes duros, seiemanias
elevada que en los fondos blandos y el Puerto de Paémserva unos valores de diversidad y
abundancia maaltasque el Portixol en el pado invernal.
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PORTIXOL INVIERNO
RASPADO total DRAGA total
POR | POR | POR | POR POD | POD | POD | POD
11 12 13 14 11 12 13 14
# INDIVIDUOS 54 68 240 385 747 1 9 2 23 35
# ESPECIES 11 7 11 12 24 1 6 1 8 13
Tabla7. Numero de ejempires y especies en las muestras de raspados y sedimento colectadagembre de 2017 en el
Portixol
PALMA INVIERNO
RASPADO total DRAGA total
PAR | PAR | PAR | PAR | PAR | PAR PAD | PAD | PAD | PAD | PAD | PAD
11 12 13 14 15 16 11 12 13 14 15 16
#
INDIVDUQOS| 22 210 | 106 | 603 | 117 77 | 1135 1 1 6 0 4 7 19
#ESPECIE] 6 13 10 15 12 19 46 1 1 4 0 3 4 10

Tabla8. Numero de ejemplares y especies en las muestras de raspados y sediokectadas en noviembre de 2017 en el
Puerto de Palma.

Al igual gudas muestras cogidas en verano, la mayor parte de las especies son asalesoada
ambiente (fondos blandos y duros) y puerto (Portixol brRag, con una excepcion. Los raspados en
Palma y Portixol contienen un nimero elevado de especies comugeslg-y 16).

Pto.Palma (inv)

Portixol (inv)

35
(50.7%)

Fig. 15. Diagrama de Venn mostrando el nimero de especies peesamias muestras de inviereaclusivas dePortixol,

del Puerto dePalmay aquellas compartidas entre ambos puertos.
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Portixol (ras)

Portixol (sed)

(40.6%)
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Palma (ras)

28

Palma (sed)

Fig. 16NUumerode especies exclusivas y compartidas entre los distintos amiig@oateéuario, en las muestras de invierno.

Los resultados de diversidad y abundancia en las baldosas, colgadas desaesjalimoviembre
(cuatro meses) ofrecen informacién valiosa respecto a los patronedai@zacion de susatos
duros. Asi, se comprueba que en el puerto de Palma hay uoaization mas efectiva y abundante,
al menos en las baldosas que no estan colocadas justo en la desemtaodadorrente (PABAL2).

El Muelle de Poniente Sas lalocalidad con mayor dérsidad y abundancia de ejemplares (PABA

16).
PORTIXOL PALMA
BALDOSAS total BALDOSAS total
PORBA| PORBA| PORBA| PORBA PABA | PABA | PABA | PABA | PABA | PABA
11 12 13 14 11 12 13 14 15 16
#
INDIVIDUOY 37 0 0 7 44 93 0 82 134 159 239 707
# ESPECIES 8 0 0 2 11 0 13 9 9 14

Tabla 9. Nimero de ejemplares y especies en las baldosas cagmadzuatro meses (julivoviembre).

Cabe resaltar que en las baldosas aparecen especies que no se han emcentodichs muestras de
ambientes portuarios, lo que puededicar que por alguna razén desaparecen en etapas posteriores
de la sucesion, o una vez mas que el muestreo no es completamenéseepativo y exhaustivo.
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Pto.Palma (inv) Pto.Palma (bald)

Protixol (bald)

Portixol (inv)

Fig. 17. Nimero de especies exclusivas y compartidas entre losloaspa ambientes portuarig, las baldosas colocadas
durante cuatro meses.

Amplificacion del gen COI (cédigo de barras genético)

De las 28 especies (o taxa) identificados, se ha extraido el ADN de 158 (ma6 dgRiplares) y se
ha amplificado el ADN de 114 especies (165 ejemplares) para la generacidrasie te datos
especiexodigo de barras. Blimerode ejemplares a los que se ha extraido ADNyielerode
ejemplares para los que se ha conseguido amplificar el ADN (secuencia deriDatla) se
encuentra erel Anexo 3

Los resultados confirman que la secuenciacion del gen COIl es complicaddiéosamuy
probablemente por la variabilidad genética en la regién del cebador. El uso de cuasadpar
primers no ha conseguido los objetivos deseados, que era gemeadrase de datos completa, sino
solamente el 56% de las especies identificadas con dadofldgicos

De las especies secuenciadas, 68 ya tenian un fragmento homologo publicado®ank, pero 46
representan secuencias nuevas para GenBank, lo que supoaemento considerable de
“barcodes™ con posibles futuros fines de identificacion de especies y monitardneantal.

Este diccionario de especies identificadas con medios morfoldgicosoyregpondiente codigo de
barras genético aporta una gran valia ab@jo, ya que:

- Ayuda a comprobar las identificaciones realizadas por nosotros mismos, y tdass
otros colegas que han publicado secuencias con anteriogda@enBank.

- Permite la identificacién de secuneias con especies nominales en el preserftéwyros
trabajos.

- Contribuye a la generacion de coédigos de barras para todos los organismos vivos
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= in genbank
= new

m Barcodes = Morphoespecies

Fig. B. Se han conseguido identificar 203 morfotipos. De estos se han conseguidocamgdiiuencias de COI (barcodes)
de 114 especiefl 56% de las morfoespecieéB de los cuales coinciden con secuencias existentes en GenBank y 46 son
nuevas en esta base de datos publica.

Secuenciacion masiva de ultima generacidetabarcoding)

En las 48batidos’ de anélidosuyo ADN se hanalizalo con técnicas dsecuenciacion masivse han
encontrado un total d243secuencias diferentes (tras realizar la limpieza y filtrado de aquellas
secuencias disimilares en mas de un 1.54fas junto con las secuencias de las morfoespecies,
suman un totable 410.EI arbol filogenético resultante, enraizando el arbol con Owtaaise
presenta en la Fig. 19 y el Anexo 5.

Se realizaron analisis de delimitacién de especies en arbol con reloj moledaldado en BEAST
donde se estimaron un total de 1TfidadesTaxondémicas Operativddoleculares(MOTUsp
entidades equivalentes al concepto filogenético de especies, tramdplinetodoldgicas es
delimitacion de especig&sMYC)Algunas de estaasntidadeso especie$60)no habian sido
encontradaon métods morfoldgicos, probablemente porque eran fragmentos no identificables,
juveniles o incluso quiza especies cripticas y por tanto no identificablepke sista(Fig. 19, ver
ampliado enAnexo6).
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Total number of species: 175

Merphospecies + barcodes: 61
Mophospecies/barcodes+metabarcoding: 70
Species found only with metabarcoding: 44
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Algunas de las especies identificadaginalmentetras los estudiosnorfolégicos han sido
subdivididaglespués de aplicar métodos de delimitacion de espeatidado a la diversidad genética
encontrada entre los distintos haplotipos, por lo que las 203 morfodepédentificadas con
anterioridad han aumentado ahora a 2Exsto sugiere que podrian tratarse de complejos de
especiegripticas.

Debido a que los batidos se realizaron con fragmentos de ejem@alescionadoyg no con la
muestra completa, no se puede estimar la abundancia de biomasa o ejemgfal@snuestraino
solamente la diversidad especifica.

Comparacion de resultados

El resultado mas llamativo de este estudio procede de la compargeiteralde la diversidad de
especies a partir de las diferentes metodologias empleada2(lyig.

x El namero total de gmecies (aquellas identificadas con métodos morfolégicos y moleculares
dentro de la bahia de Palma es de 269.

X Las especies identificadas con métodos tradicionales, empleando Unitadatns morfoldgicos,
consiguieron reconocer 203 morfoespecies. Los datioamente moleculares, a partir de la
secuenciacién masiva de los “batidos” consigheltar 122 especies, un 40% menos.

X Hay un cierto solapamiento en las especies encontradas con ambosaa€2ddo)

x Los métodos morfoldgicos identifican un 30% de espegiesno han conseguido ser
secuenciadas, probablemente por discordancia de las secuencias y los@mumeados.

X Los métodos moleculares reconocen un 22% de especies gunrgido encontradas con los
métodos clasicos.

X Se revela que ambas metodolog({texonomia clasica y metabarcoding) son complementarias y
gue en combinacion permiten determinan mayor porcentaje de especies en las muesfues
de otra forma ncseriantenidas en cuenta.

x La metodologia empéala para la preparacion de los batidos de anélidos no refleja la proporcion
de individuos o biomasa de las muestras por lo tanto lesltados de metabarcoding no pueden
emplearse con fines cuantitativos.

am——
—

= Morfoespecies Morfoespecies + barcoding

= Species Metabarcoding (GMYC) = Morfologia + Metabarcoding (GMYC)
Fg. 21 Especies identificadas con distintos métodos: mas de las tres cymattes deejemplares se han identificado con

métodos morfolgicosalgo menos de la mitad con metabarcoding, y solamente un cuartasdespecies solapan entre los
dos métodos
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Si comparamos la diversidad de especies en cada una de las muestras ersoapiazhnd los dos
métodos yagrupando a las distintas especies por faasil se observa que hay una cierta
concordancia entre la riqgueza e especies y composicion de las comunidad@g (F3).

Morfologia Metabarcoding
4
FAMILY
AMPHINOMIDAE OEONIDAE
15 APHRODITIDAE OLIGOCHAETA

CAPITELLIDAE ONUPHIDAE

304 CHRYSOPETALIDAE OPHELLIDAE
CIRRATULIDAE ORBINIIDAE
COSSURIDAE OWENIIDAE
DORVILLEIDAE PARACNIDAE
EUNICIDAE PECTINARIIDAE
FAM_1 PHOLOIDIDAE
FAM_2 PHYLLODOCIDAE
FAM_3 PILARGIDAE
FAM_4 POLYNOQIDAE
FLABELLIGERIDAE SABELLARIIDAE
GLYCERIDAE SABELLIDAE
HESIONIDAE SERPULIDAE
LUMBRINERIDAE SIGALIONIDAE
MAGELONIDAE SIPUNCULIDA
MALDANIDAE SPIONIDAE
NEPHTYDAE SYLLIDAE
NEREIDIDAE TEREBELLIDAE

Sample Sample
Fig. 22. Riqueza especifica en las 48 muestras, empleando rétadisivamente morfolégicdizquierda)y métodos

moleculareqderecha) Las especies se han agrupado por familias, cada una con un cédigo de color determinado
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Fig. 3. Rigueza especifica en las 48 muestras, empleando métodosvexneste morfolodgicogizquierdaly métodos
molecularegderecha) Las especies se han agrupado por famiteda una con un codigo de color determinado.
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Un factor a tener en cuenta al comparar la efectividad de ambas metodolodjeedag para evaluar
el estado de consere#n y la diversidad de los ambientes portuarios de la bahia de Palma es la
economia.

El trabajo de colectar las muestras y separar los anélidos no se ha contabdedolgue es
igualmente necesaria para ambas metodologiaxdds@enza a contabilizaal tiempo invertido en
cada uno de los métodatesde que se comienzan a identificardateccionesle anélidoscon fines

de identificacion o los procesos de extraccion de extirpacion de tpfda la extraccion de ADN. Asi,

Para la identificacion de lasdividuos hasta el nivel de especie se han dedicado urab@@s de
una taxénomo cualificado y con méas de 15 afios de experiencia, por lo quelse qak la
remuneracion es de 21,3 euros por hora. El total de la identificacion detrasees de 6.398uros.

Se ha calculado que se ha invertido unas 41 horas en preparar las muestrassjlgidaosanos, en
extraer el ADN y en realizar el filtrado de muestras, andlisis de cadidadieniendo en cuenta que
ha sido un cientifico titulas con mde 20 m afiosle experiencia en estos trabajos, se ha calculado
gue la hora de trabajo tiene que ser remunerada a 21, 3 euros, por lo quaeldeosste trabajo es
de 873. La secuenciacion de ADN se ha externalizado, pagando a Fluidigm 5@)foeeitw, lo que
suma un total de 5.873 euros.

De esto se concluye que quiza, puestos a elegir entre ambas metodsldgie métodos moleculares
son ligeramente mas econdmicos que los morfolégicos. Estiadamos por hecho que se tiene la
infraestructura minima para poder llevar a cabo las tareas necesarias, medios humaeosly g
namero de muestras es el considerado afld.se ha tenido en cuenta el coste de generacién de la
libreria o diccionario de especibarcodes.
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Objetivo 2- Diferencias en biodiversidad entre las comunidades bentonicas
litorales marinos pristinos y ambientes antropizados

Se espera que los ambientes naturales sean mas diversasigato a numero de especies) que los
ambientes degradados, debido a que, por lo general, presdatacaracteristasideales para que
los organismos se desarrollen ademésuda mayor complejidad de microambiestgrelaciones
bioldgicas. Los ambientes degradados, sufren en cambipétida de diversidad, aunque pueden
proliferar las especies oportunistas y apame®&n grandes abundancias.

En la Bahia de Palma, los ambientes considerados como pristinos o naturales potesge p

reservas marinas, estan afectados por una presion turistica erLakaguas mas o menos tratadas
procedentes de los eisarios y torentes proximos y la actividad turistica costera, afectan a la calidad
de las aguag a las comunidades biologicas de la zona. P@anko, es interesante evaluar su estado
actual, a través de la composicion de sus comunidades hzais

Las zonas portuis de Palma (el Puerto de Palmay el Portixol, se consideran un puertedifnm

y pequefio tamafo, respectivamente) pero donde se produxeneden producir alteraciones en el
medio, como consecuencias directas o indirectas de lagdaties que en alk se lleva a cabo. Entre
estas alteraciones se incluyen las producidas en el agua (derrames y descgrgaslde,

liberacion de contaminantes, cambios en la composicién quimica y circutididgua), la alteracion
de los fondosdonstruccion de estreturas artificialesoperaciones de dragado y eliminacion de
materiales etc.), dteraciones en el medio terrestyeotros impactos adicionales descargas
sistemas de tratamiento de agua residual de efluentes industriales, efluenteédticos, o aguased
escorrentia o la ntroducciony establecimiento de especies exéticas.

Morfologia Metabarcoding

Natural Puerto Natural Puerto

250+
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Fig. 24. Diversidad especifica en las muestras tomadas en aedbisaiiirales y portuarios, en los meses de julio y
noviembre de 2017 y analizados con métodos morfolégicos (iztp)igrmoleculares (derecha).
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Los primeros resultadasbsolutos y comparativos, tras la identificacion de espemesnétodos
morfologicosy cuantificacion de su abundancia en cada una de las muestras tomadas en Cala Blava,
Sa Porrass#&uerto de Palma gl Portixol se han presentado con anterioridad.

En resumen, de las 182 especies identificadas en el muestreo realizadeesmel, \el 65% fueron
halladas en ambientes naturales, 54% en ambientes portuarios, siendo ude3%6tal las
compartidas en atmos ambientes.

Los resultados comparanda composiciorespecifica de las comunidades dentro y fueedab
puertos, por estacionesgn funcidén de lagdos metodologias empleadas (morfologia y métodos
moleculareske presentan a continuacion.

En este casno hay una correlacion entre la diversidad encontrada con métodos morfodogico
moleculares. La diversidad no solo es mayor en el primer caso, siratlgoes es mayor en las
muestras colectadas en invierno, segun los datos recabeatosnetabarcoding, mientras que los
métodos de taxonomia clasica a apuntan a que son los anasientturales lo que poseen una
diversidad mayor, proporcionalmente (Fig. 24).

Con el fin de comparar los ambientes sometidos a distinto grado de perturbaciaBahia de

Palma seha calculado un indicador bi6tico que mide el estado ecoldgico de los fomalasos
submareale¢AMBI,Borja et aR000) Este indicador se basa éncomposicion especifica de las
comunidadesdentonicas marinag en la abundancia relativa de las esgs la cual responde a los
cambios en laecoldgicos, del | al V, que representan diferentes grados de tolerancia a la éteraci
del medio, desde mas sensibles a la alteracion a oportunishBl es aparentemente insensitdda
variabilidad estaciorigen ausencia de impactos externos) e independiente del tamafio de muestra

Fig. 25 Reultados del calculo del indice bidtico AMBI en las muestras colectadasifulra ambientes portuarios: en Cala
Blava(CB)y Sa Porrasq®P)La ultimaletra en el nombre de las muestras corresponde a el sustrato dareten
colectadas (bdraga y Raspado)
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Los resultados del indice biético AMBI revajae en general, las muestras colectadas en ambientes
naturales esté ligeramente alteradas, con la excepcion de SPR06 que no esté alterada. Eldndice d
diversidad de estas muestrasdice deShannon) varian desde2 hasta 4.43. Recalculaniis
indicescon un analisis multivariante y se llega a un resultado diferente, donde el datado
comunidades ‘naturales’ varian desde buenas (en losadispCBR2 y CBRO3 en Cala Blava, o los
sedimentos SPD4, 05 y 06 de Sa Porrassa) hasta pobres er0O3EDala Blava).

MUESTR/ AMBI DIVERSIDAD RIQUEZA M-AMBI STATUS
CBRO1 1.813 4.43 40 0.9214 High
CHR02 2.1169 3.56 27 0.71094 Good
CBRO3 2.636 2.717 19 0.54403 Good
CBDBO1 1.371 2.722 12 0.52864 Moderate
CBD02 1.734 2.91 10 0.50686 Moderate
CBDBO3 2.0455 1.219 6 0.32438 Poor
SPRO4 21727 41721 40 0.88639 High
SPR05 1.722 3.89 31 0.79367 High
SPRO6 1.125 2.1298 11 0.48401 Moderate
SPDR04 1.866 3.44 14 0.58194 Good
SPE05 2.588 4.0671 25 0.70952 Good
SPDR06 2.311 3.32 15 0.56374 Good

TablalO. Resultados de los célculos de la divaadidiqueza y los indices AMBI yAWIBI en las muestras colectadas en
Cala Blava y Sa Porrassa.

Las muestras tomadas en ambientes portuar&fiejan, aparentemente, un estado de conservacion
mejor al esperado. El indice AMBI en el Portixol indica quediaunidades de fondos duros (POR)
no estan alteradas o lo estan minimamente, mientras que los sedimestéa por lo general mas

alterados, especialmente la localidad 3 y 4.

Fig. B Resultados del calculo del indice bidtico AMBI en las muestras pagutel PortixolLa ultima letra en el nombre
de las muestras corresponde a el sustrato donde fueron colect@dasgga y Raspado)

29



Diversidad benténica en la Batde Palma

Fig. Z. Resultados del célculo del indice bidtico AMBI en las mudsimeadas en el Puerto de Palmzaa ultima leta en el
nombre de las muestras corresponde a el sustrato donde fueron colectaddsaffa y Raspado)

En las muestras colectaddsntro del Puerto de Ralmase pone de manifiesto que el estado de
conservacion de los sustratos duros es mejor que los sedaseque se encuentran en algunos
cados moderadamente o extremadamente alteradmsef. PAD02, PAB03, PAB06, PABL2, PAD
13, PABL4, PABELS y PAELG).

El célculo de MAMBI, permite afinar mas en el conocimiento del estado de conservacion de las
comunidades y clasificeomo bueno o moderada el estado de conservacion de las wiolades de
fondos duros del puerto de Palma. Los sustratos duros Borgikol se encuentran en un estado algo
mas deteriorado, con la mayoria de las muestras consideradas esmstado moderado. Las
muestras de sedimento tiemeun estado moderado, pobre o bajo.

MUESTR/ AMBI DIVERSIDA RIQUEZ/ M-AMBI  STATUS

PORO1 2.1429 3.46 12 0.55139 Good
PORO02 2.348 2.60 10 0.45724 Moderate
PORO3 2.84 0.89 7 0.27455  Poor
PORO4 3.25 3.10 14 0.49652 Moderate
POR11 2.1667 2.72 11 0.48433 Moderate
POR12 1.36 2.1351 7 0.43369 Moderate
POR13 1.56 2.28 10 0.4659 Moderate
POR14 1.0909 1.78 12 0.46861 Moderate
PODBO1 2.10 1.961 5 0.36862  Poor
PODB02 1.38 1.87 5 0.39262 Moderate
PODBO3 3 0 1 0.13974 Bad
PODO4 2.125 1.28 3 0.29547  Poor
POD11 1.50 0 1 0.20457  Poor
POD12 1.33 2.281 6 0.43626 Moderate
POD13 3.00 0 1 0.13974 Bad
POD14 3.78 2.27 8 0.34986  Poor
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PARO1 0.42049 1.73 15 0.52386 Moderate
PARO2 0.75773 2.80 15 0.59124 Good
PARO3 0.28652 1.39 22 0.57425 Good
PARO4 0.43722 1.85 24 0.62306  Good
PARO5 0.68571 1.80 12 0.48819 Moderate
PARO6 1.0901 3.326 23 0.69757 Good
PAR11 0.81818 2.27 6 0.45735 Moderate
PAR12 636651 1320749 13 0.48277 Moderate
PAR13 0.19697 1687788 10 0.47759 Moderate
PAR14 0.82338 2.22 15 0.54447 Good
PAR15 2.36 2.55 12 0.45228 Moderate
PAR16 0.82 3.1241 19 0.64236  Good
PADO1 3.00 1.00 2 0.22616  Poor
PADO2 3.00 3.45 12 0.51421 Moderate
PADO3 3.93 1.88 5 0.28301  Poor
PADO4 2.59 2.85 8 0.44511 Moderate
PADO5 1.83 2.281 6 0.41465 Moderate
PADO6 3.00 0.00 1 0.13974 Bad
PAD11 0 0 1 0.26941 Poor
PAD12 3 0 1 0.13974 Bad
PAD13 4.75 1.92 4 0.24076  Poor
PAD14 7 0 0 0.043226 Bad
PAD15 4,125 1.50 3 0.22577  Poor
PAD16 3.30 1.50 4 0.29764  Poor

Tablall. Resultados de los célculos de la diversidad, riqueza y los indices AMBWBIM:N las muestras colectadas en el
Portixol y el Puerto de Palma.

La representacion gréafiakel indice MAMBI para la totalidad de las muestras puede verse en la Fig.
28, representado los valores de la tabla 11. Las tres muestras que reflejéevadaegrado de
conservacion fueron tomadas en Sa Porrassa y Cala(Blagaul)Las muestras con un grado de
conservacion bueno son el resto de las muestras colestadaambientes naturales (menos una), y
en los raspados dedazonas mas abiertas y expuestas de los puertos, incluss emuelles donde
atracan los ferrigmuestras PARG y PARLG).

Las muestras que muestras una degradacion sustancial en la comunidadchisligiaquellas
tomadas en los sedimentos de los pwertcon algunas excepciones. Las alteraciamesgraves se
han medido cerca de la desembocadura de los torrentes y en las zonas mas ptegid
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Fig. 28. Calculo del indice MMBI para todas las muestras tomadas en este estudio.
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Las especiastroducidas son aquellas que habithrera de su rango de distribucién natiy que han
sido translocadamtencionadao no intenciondamente en relacidém actividags humanas y no por
causas de dispersion natural (Olenin et al. 2010). Las especies introdueédes) convertirse en
invasoras en la nueva localidad y ambiente y de esta maueidan desplazar especies nativas y
reducir la bodiversidad, modificando ataestructurade la comunidad, las propiedades fisicas del
hébitat, lasredes alimentarias ka funcion del ecosistem&n casos extremos, este procgaede

dar lugar a pérdidas financieras debido a la disminucion de la peksf@og irreversibles a los
buques, tuberias de agua, muellestsas infraestructuras portuarias y de canalizacion debido a la
obstruccion que pueden ocasionar en ellas algunos de estos organ(iStolosr et al. 200, Byers et
al. 2012.

Una de las principales causas de la pérdigléabiodiversidacen el mundo son lasspecies
invasoras/ suponen la primera amenazarnaaa biodiversidad en territorios insulares y la segunda en
territorios continentales

Enel Catélogo de Especies Espafiolas Invasoras hay solo un anélido Rieopomatus
enigmaticus especie de origen incierto pero introducido en diferertegares demundo. En Espafia
estacitado en las aguas del Atlantiggambiénen Catalufiay AndaluciaEn elCataleg d’especies
exotigues invasorede Balearesiparececomopotencialmenteinvasora.

A lo largo del presente proyecto se ha encontrado esta espécagomatus enigmaticyen tres de
los sitios de muestreo del Portixol y en uno del Puerto de Palma. Erncestas localidades la
presencia ha sido verificada en las muestomsadas en verano e invierno, en sustratos duros,
incluidas algunas de las bak#s que se colocaron durante cuatro meses. Esta especie aparece en
abundancias de hasta 83 ejemplares por muestra y en la muestra de baldosasidonaparecido,

el numero de individuos contabilizado es de 25.

Fig. ®. Ficopomatus enigaticus, una espcie citada como invasora en lcatalogossuropeos, espafigl de las islas
Baleares y presente en el Portixol y el Puerto de Palma.
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Ademas de estaspecies,hay otras especies emparentadas, de las familias de los serpulidos
(provistas de un tubo cedreodonde seprotegen) que aungue no estén dentro del Catalogo de
Especies Espafiolas Invasoras han cihsideradagomo invasoras en otros lugares europeos. Estas
son las especies pertenecientes al géndyaroidescomoH. dianthusH. diramphay H. elegans

Estas especies son comunes y abundantes en las muestraspdelos, especialmente en el Puerto
de Palma.

Existen otras especies no citadas en el Catalogos Espmigpeciesrivasoras que deberian de ser
estudiadasn detalle para comprobar ssgn presentes en nuestras costas y si realmente suponen
una amenaza para las comunidades nativas, ya que ya han sido sugeridas coma @dpedieidas

0 criptogénicas en aguas europeas 0 porque se sospecha qde pa¢arse de especies
translocadas. §e es el caso dBranchiomma luctuosuniolidora cornutgy Pseudopolydora
paucibranchiataespecies que parece haber sido halladas (hay que compeabdetalle dicha
identificacién) en este estudio dentro de los ambientes portuarios dadwlel Portixol.
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Qonclusiones

Este proyecto representa el primer estudioRaleares y el levantespafnolque evallida precision, y
efectividad de la diversidadopmposicidrde especies entre métodos de secuenciacion masiva
(metabarcoding) en comparacion con laritiécacion de especies de manera tradiciof@hpleando
datos morfolégicosgn comunidades bentonicas marinas.

El proyecto se planteé como un estudio piloto, de un afiowtadon. Edisefio de muestreo no se
considera exhaustiv(se muestreo un Unico dide verano y de invierno, no se tomaron replicas y el
namero de muestras quiza no es representativo de la didadsde comunidades presentes en los
ambientes portuarios ni es sus inmediaciones). Pese a estas limitadmnessultados presentan un
interés excepcional desde distintos puntos de vista

- Metodologico Pone a prueba una metodologia reciente implementacign
metabarcoding, que apunta con gran potencial para el moadate comunidades
acuaticas.

- Aportacion de herramientas de libre accesBeincrementa considerablemente, el
namero de secuencias de COIl en bases de datos publicas (BeBedos los
ejemplareddentificados en el proyecto se depositan en el Museu Balear de Ciéncies
Naturals de Sdller, disponibles para investigadores presgnfgsiros.

- FaunisticaSe han encontrado especies que representan nuevas citas para las aguas d
Baleares o el levante Espafiol.

- TaxondmicaSe revela que hay taxa que realmente representan un complejo de especies
y otras que requieren un estudio minucigsara resolver su verdadera identidad

- EcoldgicoSe comparan los ambientes portuarios con otros considerados como
naturales, fuera de los puertos, que incluyen la reserva marina de la Bahia de Palma. Se
investiga la presencia de especies introducidas csiones.

En cuanto a los objetivos concretos del proyecto:

1 ¢Es la metodologia basada en el andlisis del ADN de los organismcisgserentable para la
caracterizacién y monitoreo de las comunidades marinas?

x La identificacion con medios tradicionales, ea técnica efectiva y precisa para evaluar
la diversidad de anélidos bentonicos. Se han identificado de esta &ifiTéo de total
de las especiede este proyecto. Aquellas no identificadas pueden resporder
fragmentos, juveniles o especiedpticas.

X Losmétodos de secuenciacién masivengtabarcoding permitieron identificar el 46% del
total de especiesPara poder secuenciar el ADN que aquellas no identificadas con este
medio es necesario encontrar primers adecuagigsobablemente especificos de
distintos grupos taxonémicos.

X Se evidencia que la identificacion de la fauna de anélidos con medios tradisionale
(morfologia) requiere un conocimiento taxonémico especializado y unadg@icacion
(unas de 300 horas de trabajo para la identificacion de 62stnas).

X Se pone de manifiesto, asi mismo, que la secuenciacién masiva requieneogimgento
de las técnicas genéticas y de los andlisis bioinformaticas posteriores parariaidbt
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de resultados de buena calidafisi mismo demanda de la existenciauha libreria que
permita la asignacion de los codigos de barras genéticos con especies norhimales
dedicacion en tiempo de laboratorio (son tener en cuenta la generacionlitedda de
barcoding)ue de unagtOhoras pero el coste de la secuenciagjérterna) esostosa
por lo que las diferencias econémicas entre ambas metodologias no sonasdesiadto
algo més barato el metabarcoding.

X La secuenciacién del fragmento de ADN mitocondrial COI con métodor Saargeding)
resulta ser mas complicada @eanticipado en este grupo. Se han obtenido con éxito
‘barcodes’ para el 57% di@s especies. El 30% de estos son nuevas secuencias en
GenBanklo que supone un incremento considerable de especiestntmse de datos
publica.

2 ¢ Cuadles son las diferencias en biodiversidad entre las comunidades be@stitorales
marinos pristinos y ambientes antropizados?

X Teniendo en cuenta que es presente trabajo se trata de un estudio piloto con un
muestreo no exhaustivo, llama la atencién la diversidad de anélidos encasatesada
Bahia de Palmancluyendo los ambientes portuariedin total de269 especies.

X Los resultados obtenidos segun las diferentes metodologias no sorueotes a la hora
de determinar cuales son las comunidades mas ricas es espdéieslosmorfologicos
encuentran que los ambientes naturales soas diversosnientras que los métodos
molecularesndican que sofos sustratos duros en puertogen inviernolas muestras
con una mayor riqueza especificde interpretan os resultados morfoléggcoomo los
mas plausibles.

X Los sustratos duros portuarios, albergan una mayor diversidad de espetieagancia
de individuos que los sustratos blandos. La razén es quedasantos pueden estar
mas degradados y contaminados que el agua.

x Ademas, eld&@culo de los indices de diversidad (Shannon) y de estadordgervacion de
los distintos ambientes y localidades encuentran que algunos lugarestimagos
dentro de los puertos se encuentran en un estado de casbn bueno o moderado.
Este es el casge los sustratos duros localizados en zonas abiertas estgsu

3 ¢ Existen especies invasoras en la Bahia de Palma, son estas déés;tastan establecidas
en las zonas portuarias o han llegado a colonizar ambientes naturales?

X Entre las especies asociadas a puertos se encuentran algunas ya listadaspeosse
invasoras en el Catalogo Espafiol de Especies InvaBsraspecialmente abundante la
presencia dd-icopomatus enigmaticien el Portixol, con una abundancia aieos 250
individuos por metro cadrado. Especie no citada en Palma hasta la fecha.

X Se han detectado, ademastras especies introducidas coritydroides dianthubl.
diramphus, H. elegang, Branchiommaspp.

X Ninguna de las especies consideradas como especies ingashan encontradmndos
ambientes naturales de la Bahia de Palma.
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FAMILIA

ESPECIE

AUTOR Y ANO DE DESCRIPCION

AMPHINOMIDAE

APHRODITIDAE

CAPITELLIDAE

CHRYSOPETALIDAE

CIRRATULIDAE

COSSURIDAE

DORVILLEIDAE

EUNICIDAE

Euphrosine foliosa
Hipponoesp.

Laetmonice hystrix

Capitellasp.
Capitellidae gen. sp.
Heteromastus filiformis
"Leiochrides australis"
"Leiochrides fauveli"
Notomastus latericeus
Notomastus lineatus
Notomastussp.

Chrysopetalum debile
Paleanotus chrysolepis

Aphelochaeta marioni
Caulleriella parva
Cauleriellzsp.
Chaetozone vivipara
Chaetozone gibber
Chaetozonep.

Cirratulidae gen.sp.
Cirratulus cirratus
Cirriformia afer
Cirriformia tentaculata
Dodecaceria concharum
Dodecaceriap.

Cossurap.

Dorvilleasp.

Dorvilleidae gen. sp.
Ophryotrochasp.
Parougia albomaculata
Pettiboneia urciensis
Schistomeringos rudolphi

Eunicesp.
Eunicesp. 2

Eunice vittata
Eunicidae gen sp.
Leodice harassii
Lysidice unicornis?

Audouin & H Milne Edwards, 1833

(Savigny in Lamarck, 1818)

(Claparéde, 1864)
Augener, 1914

Sars, 1851
Claparede, 1869

(Grube, 1855)
Schmarda, 1861

(Saint-Joseph, 1894)
Gillandt, 1979

(Christie, 1984)
Woodham & Chambers, 1994

(O. F. Muller, 1776)
(Ehlers, 1908)
(Montagu, 1808)
Orsted, 1843

(Akesson & Rice, 1992)
Campoy & San Martin, 1980
(Delle Chiaje, 1828)

(Delle Chiaje, 1828)

(Audouin & Milne Edwards, 1833)
(Grube, 1840)



Paucibranchia bellii (Audouin & Milne Edwards, 1833)
FLABELLIGERIDAE

Pherusasp.
GLYCERIDAE
Glycera alba (O.F. Muller, 1776)
Glycera tridactyla Schmarda, 1861
Glyceridae gen. sp.
HESIONIDAE
Hesiospina aurantiaca (M. Sars, 1862)
Oxydromugf. pallidus Claparede, 1864
Psamathe fusca Johnston, 1836
LUMBRINERIDAE
Abyssoninoe hibernica (Mclntosh, 1903)
Lumbrineridae gen sp.
Lumbrineris coccinea (Renier, 1804)
Lumbrineris latreilli Audouin & Milne Edwards, 1834
Lumbrineris perkinsi Carrera-Parra, 2001

Lumbrinerissp.
MAGELONIDAE

Magelona equilamellae Harmelin, 1964
MALDANIDAE
Macroclymene santanderensis (Rioja, 1917)
Euclymene oerstedii (Claparede, 1863)
Maldanidaegen. sp. 1
NEREIDIDAE
Ceratonereis (Composetia) costae (Grube, 1840)
Neanthes acuminata (Ehlers, 1868)
"Neanthes agulhana” (Day, 1963)
Neanthes acuminata (Ehlers, 1868)
Neanthes nubila (Savigny, 1822)
Neanthes rubicunda (Ehlers, 1868)
Neanthes sp.
Nereididae gen. sp.
Nereis pelagica Linnaeus, 1758
Nereis perivisceralis Claparéde, 1868
Nereis pulsatoria (Savigny, 1822)
Nereis rava Ehlers, 1868
Nereissp. 1
Perinereis cultrifera (Grube, 1840)
Platynereis dumerilii (Audouin & Milne Edwards, 1833)
NEPHTYDAE
Nephtys hombergii Savigny in Lamarck, 1818
OEONIDAE
Drilonereis filum (Claparede, 1868)
ONUPHIDAE
Aponuphis bilineata (Baird, 1870)

Diopatrasp.?
OPHELLIDAE



ORBINIIDAE

OWENIIDAE

PARAONIDAE

PHYLLODOCIDAE

PHOLOIDIDAE

PILARGIDAE

PECTINARIIDAE

POLYNOIDAE

SABELLARIIDAE

SABELLIDAE

Polyophtalmus pictus
Armandia cirrhosa

Naineris laevigata
Naineris quadraticeps
Phylo foetida
Protoaricia oerstedii
Scoloplos typicus

Owenia fusiformis
Paraonidae gen. sp.

Aricidea (Acmira) assimilis
Aricidea (Acmira) simonae

Cirrophorus furcatus/nichebianchi

Paradoneis armata

Eulalia clavigera
Eumida punctifera
Eumida sanguinea
Nereiphylla pusilla
Nereiphylla rubiginosa

Pterocirrus macroceros

Pholoe inornata

Sigambra parva/tentaculata

Petta pusilla

Harmothoe spinifera
Lepidonotus clava
Malmgrenia andreapolis
Malmgrenia ljungmani
Malmgreniasp.
Malmgreniellasp.

Sabellaria spinulosa

Acromegalommasp.
Amphicorinasp.
Amphiglena mediterranea
Branchiommaspp.

Chone filicaudata
Dialychone collaris
Myxicola infundibilulum
Parasabella saxicola

(Dujardin, 1839)
Filippi, 1861

(Grube, 1855)
Day, 1965
(Claparede, 1868)
(Claparede, 1864)
(Eisig, 1914)

Delle Chiaje, 1844

Tebble, 1959
Laubier & Ramos, 1974

Glémarec,

(Audouin & Milne Edwards, 1833)
(Grube, 1860)

(Orsted, 1843)

(Claparede, 1870)

(Saint-Joseph, 1888)

(Grube, 1860)

Johnston, 1839

Malmgren, 1866

(Ehlers, 1864)
(Montagu, 1808)
Mclintosh, 1874
(Malmgren, 1867)

(Leuckart, 1849)

(Leydig, 1851)

Southern, 1914
(Langerhans, 1881)
(Montagu, 1808)
(Grube,1861)



SERPULIDAE

SIGALIONIDAE

SPIONIDAE

SYLLIDAE

Ficopomatus enigmaticus
Hydroides dianthus
Hydroides dirampha
Hydroides elegans
Hydroides nigra

Protula cf. tubularia
Protulasp.

Sepulidae gen sp.
Serpulecf. concharum
Serpulasp.
Spirobranchusf. tetraceros
Spirobranchus triqueter
Spirorbinae gen. sp.

Pelogenia arenosa
Sigalion squamosus
Sigalionidae gen. sp.

Aonides oxycephala
Boccardia polybranchia
Dipolydora armata
Dipolydora coeca
Dipolydora giardi
Polydorasp.

Prionospicf. multibranchiata
Prionospio fallax

Prionospio steenstrupi

Pseudopolydoraf.
paucibranchiata

Scolelepis (Scolelepis) squamata
Spio decorata
Spionidae gen sp.

Brania pusilla

Erinaceusyllis belizensis
Eusyllis blomstrandi
Exogone dispar

Exogone naidina

Exogone (Exogone) rostrata
Exogonesp.

Exogone verugera
Haplosyllis granulosa
Myrianida pinnigera
Myrianida quindecimdentata
Myrianidasp.

Odontosyllis ctenostoma
Odontosyllis fulgurans

(Fauvel, 1923)
(Verrill, 1873)
Méorch, 1863
(Haswell, 1883)
Zibrowius, 1971
(Montagu, 1803)

Langerhans, 1880

(Schmarda, 1861)
(Linnaeus, 1758)

(Delle Chiaje, 1830)
Delle Chiaje, 1830

(Sars, 1862)
(Haswell, 1885)
(Langerhans, 1880)
(Orsted, 1843)
(Mesnil, 1893)

Soderstrom, 1920
Malmgren, 1867

(Okuda, 1937)

(O.F. Muller, 1806)
Bobretzky, 1870

(Dujardin, 1851)
(Russell, 1989)
Malmgren, 1867
(Webster, 1879)
Orsted, 1845
Naville, 1933

(Claparede, 1868)

(Lattig, San Martin & Martin, 2007)
(Montagu, 1808)

(Langerhans, 1884)

Milne Edwards, 1845

Claparéede, 1868

(Audouin & Milne Edwards, 1833)



TEREBELLIDAE

SIPUNCULIDAE

Paraehlersia ferrugina
Parapionosyllis brevicirra
Parapionosyllis minuta
Piosyllis longocirrata
Pseudosyllis brevipennis
Salvatoria alvaradoi
Salvatoria neapolitana
Sphaerosyllisp.
Sphaerosyllis hystrix
Sphaerosyllis pirifera
Sphaerosyllis pumila
Sphaerosyllis taylori
Syllidae gen. sp.

Syllis armillaris
Sylliscf. genundensis
Syllis vittata

Syllis ferrani

Syllis garciai

Syllis gerlachi

Syllis gracilis

Syllis hyalina

Syllis jorgei

Syllis krohnii

Syllis parapari

Syllis prolifera

Syllis rosea

Syllissp.

Syllissp. 2

Syllis torquata

Syllis variegata
Xenosyllis scabra

Amphitrite sp.
Eupolymnia nebulosa
Loimia medusa
Lysilla nivea
Lysillasp.

Nicolea venustula
Pista cristata
Polycirrus medusa
Polycirrus pallidus
Polycirrussp.
Terebella lapidaria
Terebellidae gen. sp.
Thelepus cincinnatus

Phascolosoma perlucens

(Langerhans, 1881)
Day, 1954
(Pierantoni, 1903)

Grube, 1863
(San Martin, 1984)
(Goodrich, 1930)

Claparede, 1863
Claparede, 1868
Westheide, 1974
Perkins, 1981

(O.F. Muller, 1776)
Lamarck, 1818

Grube, 1840

Al6s & San Martin, 1987
(Campoy, 1982)
(Hartmann-Schréder, 1960)

Grube, 1863

San Martin & Lopez, 2000
Ehlers, 1864

San Martin & Lépez, 2000
Krohn, 1852

(Langerhans, 1879)
Lamarck, 1818

Lamarck, 1818

Marion & Bobretzky, 1875
Grube, 1860

(Ehlers, 1864)

(Montagu, 1819)
(Savigny, 1822)
Langerhans, 1884

(Montagu, 1819)
(Mdller, 1776)
Grube, 1850
(Claparede, 1864)
Grube, 1850
Linnaeus, 1767

(Fabricius, 1780)

Baird, 1868
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AMPHINOMIDAE
Euphrosyne foliosa
Hipponoe sp.

APHRODITIDAE
Laetmonice hystrix

CAPITELLIDAE
Capitella sp.
Capitellidae gen. sp.
Heteromastus filiformis
"Leiochrides australis”
"Leiochrides fauveli"
Notomastus laetericius 1
Notomastus lineatus
Notomastus sp.
CHRYSOPETALIDAE
Chrysopetalum debile
Paleonotus chrysolepis
CIRRATULIDAE
Aphelochaeta marioni
Cauleriella parva
Cauleriella sp. 1
Chaetozone cf. vivipara
Chaetozone gibber
Chaetozone sp.
Chaetozone/Cauleriella
Cirratulidae gen.sp. 2
Cirratulus cirratus? 1 2
Cirriformia cf. afer
Cirriformia cf. tentaculata
Dodecaceria concharum 1
Dodecaceria sp.
COSSURIDAE
Cossura sp.
DORVILLEIDAE
Dorvillea sp.
Dorvilleidae
Ophryotrocha sp.
Parougia albomaculata
Pettiboneia urciensis
Schistomeringos rudolfi
EUNICIDAE
Eunice cf. vittata
Eunice sp.
Eunice sp. 2
Eunice vittata
Eunicidae gen sp.
Leodice harassii
Lysidice unicornis?
Paucibranchia bellii
FLABELLIGERIDAE
Pherusa sp.
GLYCERIDAE
Glycera alba
Glycera trydactila
Glyceridae gen. sp.
HESIONIDAE
Hesiospina aurantiaca
Oxydromus cf. pallidus
Psamathe fusca
LUMBRINERIDAE
Abyssoninoe hibernica
Lumbrineridae gen sp.
Lumbrineris coccinea
Lumbrineris latreilli
Lumbrineris perkinsi de FLorida 1
Lumbrineris sp.
MAGELONIDAE
Magelona equilamellae
MALDANIDAE
Euclymene cf. santanderensis 2s agulhanz
Euclymene oerstedii
Maldanidae gen. sp. 1
NEREIDIDAE
Ceratonereis costae
Neanthes acuminata
"Neanthes agulhana"
Neanthes caudata
Neanthes nubila
Neanthes rubicunda
Neanthes sp.
Nereididae gen. sp.
Nereis pelagica
Nereis perivisceralis
Nereis pulsatoria
Nereis rava
Nereis sp. 1
Perinereis cultrifera
Platynereis dumerilli

14

14

12

16

11

1

10

[N

31

[N)

47

22
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13

i

55

27

39

18

15

40 23




NEPHTYDAE

Nephtys hombergii
OEONIDAE

Drilonereis fillum
ONUPHIDAE

Aponuphis bilineata

?Diopatra sp.
OPHELLIDAE

Polyophthalmos pictus 1

Armandia cirrhosa
ORBINIIDAE

Nainereis laviegata

Naineris quadraticeps

Orbiniidae gen sp.

Phyllo foetida

Protoaricia oerstedii

Scoloplos typicus
OWENIIDAE

Owenia fusiformis
PARAONIDAE

Paraonidae sp. ?

Aricidea assimilis

Aricidea simonae

Cirrophorus furcatus/nichebianchi

Paradoneis armata
PHYLLODOCIDAE

Eulalia clavigera

Eumida puntifera

Eumida sanguinea

Nereiphylla pusilla

Nereiphylla rubiginosa

Phyllodoce sp.

Pterocirrus macroceros
PHOLOIDIDAE

Pholoe inornata
PILARGIDAE

Sigambra parva/tentaculata
PECTINARIIDAE

Petta pusilla
POLYNOIDAE

Harmothoe spinifera

Lepidonotus clava

Malmgrenia adrepolis

Malmgrenia ljungmani

Malmgrenia sp

Malmgreniella sp.
SABELLARIIDAE

Sabellaria spinulosa
SABELLIDAE

Acromegalomma sp.

Amphicorina sp.

Amphiglena mediterranea

Branchiomma spp. 1

Chone cf. filicuada?

Dialychone cf. collaris

Myxicola infundibiliformis

Parasabella saxicola
SERPULIDAE

Ficopomatus enigmaticus

Hydroides dianthus 1

Hydroides dirampha

Hydroides elegans

Hydroides nigra

Protula cf. tubularia

Protula sp.

Sepulidae gen sp. 1

Serpula cf. concharum

Serpula sp.

Spirobranchus cf. tetraceros

Spirobranchus triqueter

Spirorbinae sp.,
SIGALIONIDAE

Pelogenia arenosa

Sigalion squamosum

Sigalionidae gen. sp.
SPIONIDAE

Aonides oxycephala

Boccardia cf. polybranchia

Dipolydora armata

Dipolydora cf. coeca

Dipolydora giardi

Polydora sp.

Prionospio cf. multibranchiata

Prionospio fallax

Prionospio steenstrupi

Pseudopolydora cf. paucibranchiata

Scolelepis cf. squamata

Spio decoratus

Spionidae gen. sp.

Spionidae gen. Sp.

2 11
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2
3 1
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SYLLIDAE
Brania pusilla
Erinaceusyllis belizensis
Eusyllis blomstrandi ?
Exogone dispar 3
Exogone naidina
Exogone rostrata
Exogone sp.
Exogone verugera
Haplosyllis granulosa
Myrianida fasciata
Myrianida quindecimdentata
Myrianyda sp.
Odontosyllis ctenostoma
Odontosyllus fulgurans
Paraehlersia ferruginea
Parapionosyllis brevicirra
Parapionosyllis minuta
Piosyllis longocirrata
Pseudosyllis brevipennis
Salvatoria alvaradoi
Salvatoria neapolitana
Sphaerosyllis austriaca/pirifera. 1
Sphaerosyllis hystrix
Sphaerosyllis pirifera
Sphaerosyllis pusilla
Sphaerosyllis taylori
Syllidae gen. sp.
Syllis armillaris
Syllis cf. genundensis/hyalina
Syllis cf. vittata
Syllis ferrani
Syllis garciai 1
Syllis gerlachi
Syllis gracilis
Syllis hyalina
Syllis jorgei
Syllis krohni
Syllis parapari
Syllis prolifera
Syllis rosea
Syllis sp. 1
Syllis torquata
Syllis variegata
Xenosyllis scabra
TEREBELLIDAE
Amphitrite sp.
Eupolymnia nebulosa
Loimia medusa
Lysilla cf. nivea
Lysilla sp.
Nicolea cf. venustula
Pista cf. cristata
Polycirrus medusa
Polycirrus pallidus
Polycirrus sp.
Terebella lapidaria
Terebellidae
Thelepus cincinnatus
SIPUNCULIDAE
Phascolosoma cf. perlucens
Sipunculidae

[

16

N

13

24

1
1
1
5 3
1
20
3

[

18

15

12

N

24

19

-

20

[N

[

79

44

19

10

57

33

20

56




AMPHINOMIDAE

Hipponoesp.
APHRODITIDAE

CAPITELLIDAE
Capitellasp.
Capitellidae gen. sp.

"Leiochrides australis"
"Leiochrides fauveli"
Notomastus latericeus

Notomastussp.
CHRYSOPETALIDAE
Chrysopetalum debile
Chrysopetalum debile2
Paleanotus chrysolepis
CIRRATULIDAE
Aphelochaeta marioni
Caulleriella parva
Cauleriellesp.
Chaetozone vivipara
Chaetozone gibber

Cirratulidae gen.sp. 1

Cirratulidae gen.sp. 3

Cirratulus cirratus
Cirriformia afer

Cirriformia tentaculata
Dodecaceria concharum
Dodecaceriap. 1
Dodecaceria sp. 2
Dodecaceriap. 3
Dodecaceriap. 4
Dodecaceriap. 5
Dodecaceriap. 6
Dodecaceriap. 7
Timarete punctata
COSSURIDAE
Cossurap.
DORVILLEIDAE
Dorvilleasp.



Dorvilleidae gen. sp.
Dorvilleidae gen. sp.
Ophryotrochasp.
Parougia albomaculata

Schistomeringos rudolphi
EUNICIDAE

Eunice cf limosa
Eunice vittata

Eunicidae gen sp.

Palolasp.
FLABELLIGERIDAE

Pherusasp.
GLYCERIDAE

Glycera alba

Glycera sp. 1

Glycera sp. 2

Glyceridae gen. sp.
HESIONIDAE

Hesiospina aurantiaca

Oxydromugf. pallidus

Psamathe fusca
LUMBRINERIDAE

Lumbrineridae gen sp.
Lumbrineris coccinea
Lumbrineris latreilli

Lumbrineris sp.

MAGELONIDAE
Magelona equilamellae
MALDANIDAE

Macroclymenecf. santanderensis

Maldanidae gen. sp. 2
NEREIDIDAE

Ceratonereis (Composetia) costae

Hediste diversicolor



NEPHTYDAE

OEONIDAE

ONUPHIDAE

OPHELLIDAE

ORBINIIDAE

OWENIIDAE

PARAONIDAE

Neanthes agulhana/nubila
Neanthes rubicunda
Neanthes sp.
Nereididae gen. sp.
Nereididae gen. sp. 2
Nereis pelagica
Nereis perivisceralis
Nereis pulsatoria
Nereis rava

Nereissp. 1
Perinereis cultrifera
Platynereis dumerilii 1
Platynereis dumerilii 2

Platynereis dumerilii 4

Drilonereis filum

Polyophtalmus pictus
Armandia cirrhosa

Naineris laevigata

Naineris quadraticeps
Nainereis quadricuspida/ Protoaricia
oerstedi

Orbinidae gen sp.
Phylo foetida
Protoaricia oerstedii
Scoloplos typicus

Aricidea (Acmira) assimilis
Avricidea laubieri
Aricidea (Acmira) simonae

Cirrophorus nichebianchi

PHYLLODOCIDAE



Eumida snguinea 2
Nereiphylla pusilla
Nereiphylla rubiginosa

PHOLOIDIDAE
Pholoe inornata
PILARGIDAE

PECTINARIIDAE

Petta pusilla
POLYNOIDAE

Harmothoe spinifera

Malmgrenia andreapolis

Malmgreniasp.

Malmgreniellasp.

Polynoidae gen. sp.
SABELLARIIDAE

Sabellaria spinulosa
SABELLIDAE

Acromegalommasp.

Amphicorinasp.

Amphiglena mediterranea

Chone filicaudata
Dialychone collaris
Myxicola infundibilulum

SERPULIDAE
Ficopomatus enigmaticus
Hydroides dianthus
Hydroides dirampha
Hydroides elegans
Hydroides nigra
Protula cf. tubularia
Protulasp.
Sepulidae gen sp.
Serpulacf. concharum
Serpulasp.
Spirobranchusf. tetraceros
Spirobranchus triqueter
Spirorbinae gen. sp.
SIGALIONIDAE



SPIONIDAE

SYLLIDAE

Pelogenia arenosa
Sigalion squamosus
Sigalionidae

Boccardiacf. polybranchia
Dipolydora armata

Dipolydora coeca

Dipolydora giardi

Merenzella neglecta

Polydora sp.

Polydora brevipalpa

Polydora brevipalpa/cornuta
Prionospiccf. multibranchiata
Prionospio fallax

Prionospio steenstrupi
Pseudopolydora cf. paucibranchiata
Scolelepis (Scolelepis) squamata
Scolelepis sp.

Spio decorata

Spionidae gen. sp. 1

Spionidae gen. sp. 2

Spionidae gen. sp. 3

Spionidae gen. sp. 4

Spionidae gen sp. 5

Autolytus/Proceraea

Erinaceusyllis belizensis
Eusyllis blomstrandi
Exogone dispar

Exogone naidina

Exogone (Exogone) rostrata
Exogone sp.

Exogone verugera

Myrianida pachicera
Myrianida pinnigera
Myrianida quindecimdentata
Myrianidasp. 2

Odontosyllis ctenostoma
Odontosyllis fulgurans

Parapionosyllis brevicirra
Parapionosyllis minuta

Trypanosyllis sp.
Pseudosyllis brevipennis



Salvatoria alvaradoi
Salvatoria neapolitana
Sphaerosyllis
Sphaerosyllis hystrix

Sphaerosyllis pumila
Sphaerosyllis taylori
Syllidae gen. sp.

Syllis armillaris2
Sylliscf. genundensis
Syllis vittata

Syllis gerlachi
Syllis gracilis
Syllis gracilis2
Syllis hyalina

Syllis parapari
Syllis prolifera
Syllis rosea
Syllissp.
Syllissp. 2
Syllissp. 3

Syllis variegata

Syllidae gen. sp. 1

Syllidae gen sp. 2
TEREBELLID,

Amphitrite sp.

Eupolymnia nebulosa

Loimia medusa

Lysilla nivea

Nicolea venustula
Nicoleasp.

Nicolea sp. 2

Pista cristata
Polycirrus medusa
Polycirrus pallidus
Polycirrussp.

Terebella lapidaria
Terebellidae gen. sp. 1
Terebellidae gen. sp. 2



Terebellidae gen. sp. 3
Terebellidae gen. sp. 4
Terebellidae gen. sp. 5
Terebellidae gen. sp. 6
Terebellidae gen. sp. 7
Thelepus cincinnatus
SIPUNCULIDAE
Phascolosomaf. perlucens
Nephasoma sp.
OLIGOCHAETA

Limnodriloides sp. 1

Limnodriloides sp. 2

Heronidrilus heronae
UNIDENTIFIED ANNELIDA

Fam gensp. 1

Fam gen sp. 2

Fam gen sp. 3

En rojo, solo metabarcoding
En verde, morfologia+ metabarcoding



Species Extracciones Amplificaciones Genbank

Euphrosine foliosa 1 1 X
Hipponoesp. 1 0 -
Laetmonice hystrix 2 2 X
Capitellasp. 1 0 -
Capitellidae gen. sp. 0 0 -
Heteromastus filiformis 2 2 X
"Leiochrides australis" 1 0 -
"Leiochrides fauveli" 1 0 -
Notomastus latericeus 1 0 -
Notomastus lineatus 1 1 NEW
Notomastussp. 0 0 -
Chrysopetalum debile 1 1 X
Paleanotus chrysolepis 1 0 -
Aphelochaeta marioni 1 1 NEW
Caulleriella parva 0 0 -
Cauleriellasp. 1 1 X
Chaetozone vivipara 0 0 -
Chaetozone gibber 1 0 -
Chaetozonep. 1 1 NEW
Cirratulidae gen.sp. 2 2 NEW
Cirratulus cirratus 3 3 X
Cirriformia afer 0 0 -
Cirriformia tentaculata 1 0 -
Dodecaceria concharum 1 1 X
Dodecaceriap. 1 1 X
Cossurasp. 0 0 -
Dorvilleasp. 1 1 NEW
Dorvilleidae gen. sp. 1 1 NEW
Ophryotrochasp. 1 0 -
Parougia albomaculata 2 2 X
Pettiboneia urciensis 1 1 NEW
Schistomeringos rudolphi 0 0 -
Eunice vittata 2 2 NEW
Eunicesp. 2 2 NEW
Eunicesp. 2 1 1 NEW
Eunice vittata 1 0 -
Eunicidae gen sp. 0 0 -
Leodice harassii 1 1 X
Lysidice unicornis? 1 1 NEW
Paucibranchia bellii 1 1 NEW
Pherusasp. 1 0 -
Glycera alba 1 1 X
Glycera tridactyla 2 2 X
Glyceridae gen. sp. 0 0 -
Hesiospina aurantiaca 2 2 X
Oxydromusf. pallidus 0 0 -
Psamathe fusca 1 1 X



Abyssoninoe hibernica
Lumbrineridae gen sp.
Lumbrineris coccinea
Lumbrineris latreilli
Lumbrineris perkinsi
Lumbrinerissp.
Magelona equilamellae

Macroclymene santanderensis

Euclymene oerstedii
Maldanidae gen. sp. 1

Ceratonereis (Composetia) costae

Neanthes acuminata
"Neanthes agulhana"
Neanthes acuminata
Neanthes nubila
Neanthes rubicunda
Neanthes sp.
Nereididae gen. sp.
Nereis pelagica
Nereis perivisceralis
Nereis pulsatoria
Nereis rava
Nereissp. 1
Perinereis cultrifera
Platynereis dumerilii
Nephtys hombergii
Drilonereis filum
Aponuphis bilineata
Diopatrasp.?
Polyophtalmus pictus
Armandia cirrhosa
Naineris laevigata
Naineris quadraticeps
Phylo foetida
Protoaricia oerstedii
Scoloplos typicus
Owenia fusiformis
Paraonidae gen. sp.

Aricidea (Acmira) assimilis
Aricidea (Acmira) simonae
Cirrophorus furcatus/nichebianchi

Paradoneis armata
Eulalia clavigera
Eumida punctifera
Eumida sanguinea
Nereiphylla pusilla
Nereiphylla rubiginosa
Pterocirrus macroceros
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Pholoe inornata
Sigambra parvaltentaculata
Petta pusilla

Harmothoe spinifera
Lepidonotus clava
Malmgrenia andreapolis
Malmgrenia ljungmani
Malmgreniasp.
Malmgreniellasp.
Sabellaria spinulosa
Acromegalommasp.
Amphicorinasp.
Amphiglena mediterranea
Branchiommaspp.

Chone filicaudata
Dialychone collaris
Myxicola infundibilulum
Parasabella saxicola
Ficopomatus enigmaticus
Hydroides dianthus
Hydroides dirampha
Hydroides elegans
Hydroides nigra

Protula cf. tubularia
Protulasp.

Sepulidae gen sp.
Serpulacf. concharum
Serpulasp.
Spirobranchusf. tetraceros
Spirobranchus triqueter
Spirorbinae gen. sp.
Pelogenia arenosa
Sigalion squamosus
Sigalionidae

Aonides oxycephala
Boccardia polybranchia
Dipolydora armata
Dipolydora coeca
Dipolydora giardi
Polydora sp.

Prionospiccf. multibranchiata

Prionospio fallax
Prionospio steenstrupi

Pseudopolydora cf. paucibranchiata
Scolelepis (Scolelepis) squamata

Spio decorata
Spionidae
Brania pusilla
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Erinaceusyllis belizensis
Eusyllis blomstrandi
Exogone dispar
Exogone naidina

Exogone (Exogone) rostrata

Exogone sp.
Exogone verugera
Haplosyllis granulosa
Myrianida pinnigera

Myrianida quindecimdentata

Myrianidasp.
Odontosyllis ctenostoma
Odontosyllis fulgurans
Paraehlersia ferrugina
Parapionosyllis brevicirra
Parapionosyllis minuta
Piosyllis longocirrata
Pseudosyllis brevipennis
Salvatoria alvaradoi
Salvatoria neapolitana
Sphaerosyllis
Sphaerosyllis hystrix
Sphaerosyllis pirifera
Sphaerosyllis pumila
Sphaerosyllis taylori
Syllidae gen. sp.

Syllis armillaris
Sylliscf. genundensis
Syllis vittata

Syllis ferrani

Syllis garciai

Syllis gerlachi

Syllis gracilis

Syllis hyalina

Syllis jorgei

Syllis krohnii

Syllis parapari

Syllis prolifera

Syllis rosea

Syllissp.

Syllissp. 2

Syllis torquata

Syllis variegata
Xenosyllis scabra
Amphitrite sp.
Eupolymnia nebulosa
Loimia medusa

Lysilla nivea
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Lysillasp. 2 2 NEW
Nicolea venustula 2 2 NEW
Pista cristata 0 0 -
Polycirrus medusa 1 1 NEW
Polycirrus pallidus 0 0 -
Polycirrussp. 1 1 X
Terebella lapidaria 2 2 NEW
Terebellidae gen. sp. 0 0 -
Thelepus cincinnatus 1 0 -
Phascolosoma perlucens 3 3 X
209 165 In GB68 TOTAL
201 158 114 New 46 ESPECIES

Anexo 3. Tabla con las especies identificadas a través de datos morfolégicos (priomaray;atl

namero de ejemplares de dichas especies para el que se ha extraido ADN (segunda columna), el
namero de ejemplares para los que se han conseguido amplificar ADN de buena calidad (tercera
columna) y especies con el fragmento secuenciado nuevo en bases de datos publicos como Gen Bank
(cuarta columna).
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