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Resumen

La acuicultura es un sector que ha crecido considerablemente en las ultimas décadas y las
especies del género Seriola se han hecho cada vez mas presentes en el mercado gracias a su
facil adaptacién y calidad en la carne. Por otro lado, se ha demostrado que la microbiota
intestinal tiene un papel esencial en el crecimiento, desarrollo y salud de los peces, ya que
desempefiia diversas funciones en la absorcion de nutrientes e inmunidad frente a patégenos. El
presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la composicion de la microbiota intestinal en
peces del género Seriola, asi como, caracterizar las diferencias y similitudes que existen entre
estos. Para ello, se seleccionaron tres trabajos realizados en peces del género Seriola, donde la
plataforma de secuenciacion llumina fuera utilizada y se haya amplificado la regién
hipervariable V3 del gen 16S ARN ribosomal. Se analizaron las secuencias de dos estudios
realizados en Seriola lalandi (México y Australia), y uno en Seriola rivoliana (México). Cada
estudio formd un grupo diferente y se les identific6 como M1, A1l y M2, respectivamente. Se
extrajeron las secuencias originales de cada estudio para los andlisis bioinformdaticos y
estadisticos. Se observd que existe una gran abundancia de bacterias a nivel de orden y familia
en cada de uno de los estudios. El grupo de Australia (A1) presenté una abundancia relativa
elevada de bacterias pertenecientes a la familia Vibrionaceae, mientras que los grupos de
México (M1 y M2) mostraron una mayor abundancia relativa de otras familias como
Sphingomonadaceae y Enterobacteriaceae. El indice Shannon demostré que M2 es diferente
estadisticamente de Al en cuanto a diversidad, mientras que en M1 y Al no existe dicha
diferencia. El indice Chao sefialé que no hay diferencias estadisticas significativas con respecto a
la riqueza de cada grupo. Por otro lado, el andlisis de la diversidad beta indicé que los tres
grupos son diferentes entre si. Los andlisis descriptivos no mostraron una microbiota comun
entre los 3 grupos a nivel de unidad taxondmica operativa (OTU) ni a nivel de familia. Sin
embargo, se identificé a la familia Deviosiaceae como el core entre los grupos de México. Dichos
resultados mostraron que, a pesar de que M1 y Al son de la misma especie, existe mayor
similitud en cuanto a la composicién microbiana entre M1 y M2, los cuales tuvieron condiciones
de cultivo similares. A partir de este trabajo se pudo concluir que los factores externos influyen
en mayor medida que la genética de los peces a la hora de conformar la microbiota intestinal.
No obstante, se recomienda realizar investigaciones mds extensas para describir de mejor
manera el comportamiento de la estructura microbiana de peces del género Seriola con la
finalidad de utilizar dicho conocimiento en la busqueda de un mejor rendimiento productivo de
estos.
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Summary

Aquaculture is a sector that has grown considerably in recent decades and species of the genus
Seriola have become increasingly present in the market due to their easy adaptation and good
meat quality. On the other hand, it has been demonstrated that the intestinal microbiota has a
fundamental role in the growth, development and health of fish, as it performs diverse
functions in the absorption of nutrients and immunity against pathogens. The aim of the
present work was to study the composition of the intestinal microbiota in fish belonging to the
genus Seriola, as well as to characterize the differences and similarities that exist between
them. For this purpose, three studies carried out exclusively in fish of the genus Seriola were
selected, where the lllumina sequencing platform was used and the V3 hypervariable region of
the 16S rRNA gene was amplified. The sequences of two studies carried out in Seriola lalandi
(Mexico and Australia), and one in Seriola rivoliana (Mexico) were analyzed. Each study formed
a different group and were identified as M1, A1 and M2, respectively. Raw sequences were
extracted from each study for bioinformatics and statistical analyses. It was observed that there
is a high abundance of bacteria at the order and family level in each of the studies. The
Australian group (A1) had a high abundance of Vibrionaceae bacteria, while the Mexican groups
(M1 and M2) had a higher presence of other families such as Sphingomonadaceae and
Enterobacteriaceae. The Shannon index showed that M2 is statistically different from Al in
terms of diversity, while in M1 and Al there is no such difference. The Chao index noted that
there are no significant statistical differences regarding the richness of each group. On the other
hand, the beta diversity analysis indicated that the three groups are different from each other.
Descriptive analyses showed no common microbiota among the groups at the OTU and family
level. However, the Deviosiaceae family was presented as the core among the Mexican groups.
These results showed that, despite the fact that M1 and Al are of the same species, there is
greater similarity in terms of microbial composition between M1 and M2, which had similar
culture conditions. From this work it was possible to conclude that external factors have a
greater influence than the genetics of the organisms in shaping the intestinal microbiota.
However, further research is recommended to better describe the microbial structure of Seriola
fish species in order to use this knowledge in the search for a better productive performance of
these.

Keywords: Seriola, intestinal microbiota, core microbiota, Mexico, Australia
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1. INTRODUCCION

La acuicultura es un sector que ha crecido considerablemente en las ultimas décadas y se
considera como una de las soluciones para satisfacer la demanda creciente de alimentos a nivel
mundial, ya que provee al mercado de proteina de calidad y presenta los menores impactos y
riesgos al ambiente (Espinos, 2020; FAO, 2020). Entre los métodos de cultivo, los semi-
intensivos e intensivos han alcanzado gran auge debido a sus avances tecnolégicos ya que
permite un mejor control de la produccion (Rotman, 2013). En América latina, la acuicultura
aumento la produccion de peces de 15 millones de toneladas registrados en 1990, hasta mas de
los 80 millones de toneladas para 2018, igualando casi en su totalidad a lo obtenido en las
capturas (FAO, 2020). Debido a esto, se considera de interés comercial la generaciéon de
conocimiento y el desarrollo de tecnologias innovadoras que propicien el crecimiento de este
sector, y a su vez los menores costos de produccion (ONU 2019; FAO, 2020). En las ultimas
décadas, las especies del género Seriola se han hecho cada vez mas presentes en el mercado
gracias a su facil adaptacién y calidad en la carne (Kissinger et al., 2016; FAO, 2018). Por otro
lado, se ha demostrado que |la microbiota del tracto intestinal de los organismos tiene un papel
sumamente importante en el crecimiento, desarrollo y salud de los peces (Larios-Soriano et al.,
2018). Esta desempefia labores que intervienen principalmente en la absorcién de nutrientes e
inmunidad frente a patégenos (Cahill, 1990; Sommer y Backhed, 2013). En la actualidad, se
considera de suma relevancia el estudio y comprensidn de las interacciones entre hospedador y
microorganismos debido a que éstos pueden explicar en gran parte el estado de salud de un
individuo (Givens, 2007; Salas-Leiva et al., 2017). En este sentido, la generacion de
conocimiento acerca de las funciones que la microbiota intestinal tiene sobre el organismo, asi
como los beneficios y afectaciones que puede conllevar su conformacién, ayudan a mejorar las
practicas de produccién y cultivo de una especie de interés. La dieta es uno de los factores con

mayor influencia sobre la composicion de la microbiota intestinal (Larios-Soriano et al., 2018).

No obstante, en organismos poiquilotermos como los peces, la microbiota también esta
estrechamente relacionada con las condiciones ambientales, por lo que dichas variables deben
ser profundamente estudiadas (Dehler et al., 2016; Salas-Leiva et al., 2017). Por ello, el objetivo
del presente trabajo es estudiar la composicién de la microbiota intestinal en peces del género

Seriola, asi como también, caracterizar las diferencias y similitudes que existen entre estos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Presencia del género Seriola en la acuicultura mundial

La acuicultura es el arte de producir organismos acuaticos que tiene como principal objetivo el
de aportar a la demanda mundial de alimentos. A diferencia de la pesca extractiva, la mayor
ventaja de esta prdctica, es que se realiza mediante técnicas que permiten un mayor control de
las variables que puedan afectar en la produccién y venta, por lo que dan lugar a la mejora
continua del rendimiento de estos cultivos (Espinos, 2020). La produccién mundial de peces
alcanzd los 179 millones de toneladas en el 2018, de los cuales 156 millones se destinaron a
consumo humano, lo que representa un suministro anual de 20.5 kg per capita. Dentro de esto,
la acuicultura abarcé alrededor del 45 % de la produccién total y el 52 % del que fue destinado
para alimentacién humana, con un valor total de venta de 260 mil millones de délares, es decir,
mas del 60 % de las ganancias obtenidas por la producciéon de organismos acuaticos (FAO,
2020). Los peces de aleta obtenidos por acuicultura con mayor presencia en el mercado global,
son algunos tipos de carpas, como la herbivora, plateada y comun, la tilapia del Nilo, salmdn
atlantico, trucha arcoiris, pez gato, entre otros (FAO, 2018; FAO 2020). Sin embargo, la lista no
ha variado en la ultima década, por lo que es necesario diversificar la variedad de especies

ofertadas.

El género Seriola son peces marinos pertenecientes a la familia Carangidae que habitan
principalmente aguas con clima subtropical y templado. Los ejemplares de este género pueden
alcanzar tallas superiores a 1.5 m como es el caso de la especie Seriola dumerili, e incluso mayor
a 2 metros como Seriola lalandi (Froese y Pauly, 2010). Estos peces son buenos candidatos para
ser explotados por el sector acuicola debido a su crecimiento rapido, facil adaptacién a
condiciones de granja y a la calidad de su carne que le da un alto valor en el mercado con una
gran aceptacion por parte del consumidor (Kissinger et al., 2016). Estos peces marinos han sido
cultivados en Japén desde la década de los afios 60, donde se inicié la produccidon de Seriola
quinqueradiata. Luego del éxito de éste, se continud con la domesticacién de otras especies
como S. lalandi, S. rivoliana y S. dumerili. En 2011, la produccion mundial de Seriola fue de mas
de 160 mil toneladas, siendo China y Japén los mayores productores. Para 2014, solamente

Japon alcanzé a producir alrededor de 150 mil toneladas de peces Seriola, lo que muestra el



crecimiento y posicionamiento de este cultivo en el mercado. Actualmente, especies como S.
lalandiy S. rivoliana son producidas en paises como Nueva Zelanda, Estados Unidos, Australia y
algunos paises de Latinoamérica, entre otros (Mesa-Rodriguez et al., 2016; Sicuro y Luzzana,

2016).

No obstante, la acuicultura se enfrenta continuamente a problemas que frenan y disminuyen su
progreso. Entre las principales problematicas estan las enfermedades congénitas e infecciosas
que pueden causar desde malformaciones hasta la muerte, las cuales provocan pérdidas
econdémicas hasta del 20 % (Alvial et al., 2012). Por ejemplo, en 2011, tras la epidemia causada
por el virus de la anemia infecciosa del salmén (ISAv) en Chile, hubo pérdidas econdmicas
alrededor de 2,000 millones de délares (Alvial et al., 2012). En el caso de los peces Seriola, se ha
reportado que enfermedades como la encefalomielitis, pseudotuberculosis y meningoencefalitis
han causado epidemias y mortalidades masivas, principalmente en S. dumerili (Sicuro y Luzzana,
2016). Parasitos como Benedenia seriolae, Zeuxapta seriolae, Neobenedia spp. entre otros, han
causado muchos de los decesos en los cultivos, donde se ven afectados en su mayoria a los
reproductores de S. lalandi y S. rivoliana (Williams et al., 2007; Roo et al., 2014). El principal
cuello de botella en la producciéon de las especies de Seriola es el impacto negativo que tienen
las enfermedades antes mencionadas, seguido del poco conocimiento que se tiene de sus
requerimientos nutricionales (Sicuro y Luzzana, 2016). Por lo anterior, es de suma importancia
implementar técnicas que permitan un mayor control y aprovechamiento de estos recursos, asi
como generar conocimiento acerca de la mejora en el manejo de estas especies que se estan

introduciendo gradualmente en el mercado global.

2.2 Microbiota intestinal

Se considera a la microbiota como el conjunto de microorganismos presentes en un espacio
determinado, como el tracto intestinal en los animales, que interactlan entre si y su ambiente
(Marchesi y Ravel, 2015). Dicha microbiota estd conformada por comunidades de bacterias,
virus, protozoarios, hongos, entre otros. Estos colonizan la mucosa intestinal del individuo,
también llamado hospedador, y estan en contacto directo con la capa externa de mucus que

recubre las células del tracto digestivo (Guarner y Malagelada, 2003; Marchesi y Ravel, 2015;
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Perdigon y Maldonado, 2015). Esta microbiota se clasifica en dos tipos: la residente y la
transitoria. La residente hace referencia a todas esas comunidades de microorganismos que
interactlan y se asocian de manera permanente con la mucosa intestinal. Mientras que los
microorganismos que se encuentran en el lumen intestinal, mas asociados al alimento, son los
transitorios, que a su vez suelen ser los mas susceptibles a las condiciones ambientales y

comunmente se pueden encontrar en las heces (Escobar-Briones et al, 2006; Rubio, 2016).

Los microorganismos que componen la microbiota intestinal estan involucrados en numerosas
funciones fisiolégicas del individuo, tales como la digestidn, absorcién de nutrientes,
homeostasis, inmunidad contra patdgenos, entre otros. Esto es gracias a los productos del
arsenal de genes que componen la microbiota, ya que proveen al hospedador de moléculas que
le permiten y facilitan estos procesos (Guarner y Malagelada, 2003; Sommer y Backhed, 2013).
Los principales papeles que desempefia la microbiota intestinal son de funcién metabdlica y
funcién de barrera o defensa (Sommer y Backhed, 2013). La metabdlica basicamente apoya en
la digestion de los alimentos y ayuda en la absorcidn de ciertos nutrientes que no pudieron ser
asimilados por el mismo organismo. En este sentido, los microorganismos presentes en la
mucosa intestinal, proveen al animal de enzimas especializadas para cierto tipo de compuestos
y ayudan a la sintesis de metabolitos que facilitan el transporte y absorcién de nutrientes. Por
otro lado, la funciéon de barrera o defensa sirve para proteger al organismo de agentes
patdégenos mediante la estimulaciéon en la produccion misma del mucus protector para las
células intestinales. De la misma manera, las bacterias y otros microorganismos presentes
compiten por nutrientes y espacio frente a los patdgenos. La microbiota también estimula el
sistema inmune al secretar sustancias que ayudan al desarrollo de las células blancas e inhiben
el crecimiento de otras bacterias (Sommer y Backhed, 2013; Wang et al., 2018; Lin et al., 2019).
Diversos estudios han sugerido que la microbiota intestinal no solamente interviene en
procesos de metabolismo y digestion, sino que también podria estar involucrada en funciones

neuroldgicas e incluso de modulacién génica (Ye et al., 2014; Gomez-Gil et al., 2017).

La formacidn de la microbiota en las primeras etapas de vida es sumamente importante para el

correcto desarrollo del individuo. La composicién microbiana se empieza a dar justo desde el



nacimiento. En animales terrestres, principalmente en mamiferos, la microbiota materna es la
fuente inicial de microorganismos que colonizardn al nuevo individuo (Lin et al., 2019;
Sepulveda y Moeller, 2020). En el caso de los animales acuaticos, la microbiota es determinada
por el contacto directo que tienen con el ambiente que los rodea, por lo que el establecimiento
de la microbiota residente depende mayormente por las condiciones ambientales en las que
estos se encuentran (Estrada-Godinez et al., 2015; Przeslawski et al., 2015; Wang et al., 2018). El
establecimiento de la microbiota intestinal inicial en un individuo es muy importante, no
obstante, esta composicién va cambiando a lo largo del tiempo debido a que es altamente
influenciada por el medio (Suarez, 2017). La composicién microbiana se ve modulada tanto por
factores internos como externos. Dentro de los factores internos se encuentra la genética, edad,
motilidad intestinal e incluso el género (Li et al., 2016). Los factores externos, por otro lado,
estan dados principalmente por la dieta, seguido de condiciones medioambientales, como la
temperatura y salinidad del agua, asi como medicamentos, estilo de vida e higiene (Hovda et al.,
2012; Wang et al., 2018). Debido a esto, se hace mencién a que cada individuo tiene su propio y

Unico perfil microbiano en la microbiota intestinal (Sommer y Backhed, 2013; Sudrez, 2017).

Estudios recientes indican que las variaciones de temperatura causan alteraciones en la
estructura microbiana del tracto intestinal, que a su vez provoca cambios en el desempefio
fisioldgico del organismo (Dehler et al., 2017; Sepulveda y Moeller, 2020). No obstante, la
respuesta de cada animal a los diferentes factores externos no es la misma. Por ejemplo, en
animales endotermos, la temperatura ambiental no juega un rol tan importante en la variacién
de la microbiota, como lo hace en animales ectotermos tales como los peces (Dehler et al.,
2017; Lin et al., 2019; Sepulveda y Moeller, 2020). En un estudio realizado por Neuman y
colaboradores en 2016, se observd que al aumentar la temperatura de 12° a 13° C en el cultivo
de salmdn atlantico (Sa/mo salar), hubo un aumento en las bacterias del género Vibrio, el cual
es conocido por incluir especies o cepas patdégenas u oportunistas. Un caso similar fue
observado en estudios con S. lalandi, donde el aumento de hasta 2°C en la temperatura alterd la
abundancia relativa de las Gammaproteobacterias (Soriano et al., 2018; Sepulveda y Moeller,

2020).



La palabra “core” hace referencia a nucleo o centro, por lo que el core microbiota estd definido
como aquellas comunidades bacterianas que se comparten entre un grupo de individuos o
habitat especifico (Risely, 2020). Una parte considerable de las bacterias que forman parte del
core microbiota estan asociadas con las caracteristicas propias de la especie o de un conjunto
de condiciones dadas (Kokou, et al., 2019). Desde el punto de vista ecolégico, estas especies son
conocidas como generalistas, las cuales pueden ayudar a explicar en gran medida su
funcionalidad en cierto ambiente como el gastrointestinal. El concepto de core microbiota
considera no solamente a los microorganismos que son altamente abundantes, sino también a
aquellas comunidades que se mantienen estables dentro de los individuos sin importar que

haya cambios en el estilo de vida (Lemanceau et al., 2017; Kokou, et al., 2019).

Hoy en dia, comprender las interacciones entre el hospedador y su microbiota es de suma
relevancia. Diversos estudios sugieren que la microbiota intestinal puede ayudar a explicar en
gran parte el estado de salud de un individuo (Givens, 2007; Salas-Leiva et al., 2017). Por ello, el
estudio de la microbiota intestinal ha avanzado a pasos agigantados en los ultimos afos gracias
a la implementacion de tecnologias de secuenciacién de ultima generacion, los cuales se han
enfocado principalmente en la medicina y nutricién (Sepulveda y Moeller, 2020). El uso de
antibidticos en los sistemas de produccion alimentaria ha reducido sustancialmente Ia
prevalencia de muchas enfermedades. Sin embargo, pueden provocar una disbiosis de la
microbiota intestinal, es decir, que el establecimiento bacteriano de la microbiota no ocurra de
manera apropiada y haya un desequilibrio, lo que a su vez afecta en el correcto desarrollo del
individuo (Wang et al., 2018; Jia et al., 2021). Los experimentos realizados en animales han
demostrado que practicas simples como un cambio en las dietas o en las condiciones de cultivo,
generen variaciones en el perfil microbiano del tracto intestinal, lo que mejora la resistencia a
ciertas enfermedades parasitarias e incluso un mayor rendimiento de los sistemas (Yang et al.,

2017; Soriano et al., 2018).

2.3 Microbiota intestinal y su papel en los sistemas acuicolas
Los microorganismos se encuentran en absolutamente todos los ecosistemas: suelo, aire, agua,

animales, plantas, e incluso hasta en los lugares mas inhdspitos, ya que la mayoria puede



sobrevivir a condiciones extremas. En todos estos lugares, los microorganismos desempefian

funciones esenciales para mantener el equilibrio de la vida en la Tierra (Rodriguez-Pefia, 2017).

En conjunto, todos los microorganismos existentes integran la mayor parte de la biomasa en el
planeta, por lo que su presencia es fundamental en cada rincén del mundo (Madigan et al.,
2018). Estos fungen como productores de oxigeno, fijadores de gases y nutrientes,
descomponedores de materia organica, controladores bioldgicos. Asi como también tienen gran
utilidad en la medicina, la industria, produccién de alimentos y tratamiento de aguas residuales
y suelos contaminados, entre otros (Rodriguez-Pefia, 2017; Madigan et al., 2018). El agua
provee un excelente habitat para los microorganismos y su presencia en esta es de suma
importancia para la supervivencia de los seres vivos que en ella habitan. No obstante, el agua
marina, por su temperatura, salinidad y luz solar, generalmente contiene menos nutrientes que
el agua dulce, por lo que en estos ecosistemas existe menos cantidad de microorganismos y
estos poseen células mas pequefias (Joshi et al., 2016; Madigan et al., 2018). En la vida marina,
factores como el cambio climatico y la acidificacion del océano, son un punto clave en la

supervivencia de estos seres vivos (Przeslawski et al., 2015).

Como se ha mencionado previamente, en la microbiota transitoria, la composicion cambia
constantemente en respuesta a las condiciones ambientales. Los microorganismos que
componen la microbiota intestinal de los animales acudticos no existen como una entidad
absoluta, sino que hay una interaccion constante entre el medio externo y el del animal, de
manera que estos animales comparten basicamente el mismo ecosistema con las bacterias y

demds microorganismos presentes en su tracto digestivo (Cahill, 1990; Gomez-Gil et al., 2017).

Por ejemplo, en un estudio realizado por Wu y colaboradores en 2012 se reportd que la
microbiota gastrointestinal de la carpa china (Ctenopharyngodon idella) era similar a la
encontrada tanto en el agua como en los sedimentos. A pesar de que los estudios acerca de la
microbiota intestinal han ido en aumento en los ultimos afios, es mucho lo que aun se
desconoce, sobre todo en el drea acuicola (Llewelyn et al.,, 2014; Wang et al., 2018). Las

investigaciones en mamiferos apuntan que la dieta es el factor principal en la conformacion de



ésta (Lin et al., 2019). Sin embargo, la microbiota de los peces, ademds de estar influenciada por
la alimentacion, también esta estrechamente relacionada con las condiciones ambientales, tales

como temperatura, salinidad, luz solar, entre otros (Dehler et al., 2016; Salas-Leiva et al., 2017).

Estudios recientes indican que, en peces, tanto marinos como dulceacuicolas, se ha
determinado que Proteobacteria es el filo dominante, seguido de Firmicutes, Fusobacteria y
Bacteroidetes, y éstos comprenden hasta el 90 % de los grupos bacterianos presentes en el
tracto digestivo (Givens, 2007; Wang et al, 2018; Sepulveda y Moeller, 2020). En larvas de
peces, los factores que intervienen en la formaciéon de la microbiota autdctona son los
microorganismos en el huevo, los presentes en el agua y el alimento vivo que se le proporcione
en estas primeras etapas. Esta microbiota es la que le ayudard a la larva a completar su
metamorfosis y el desarrollo del tracto gastrointestinal (Ringo, 1999; Wang et al., 2018). En
2004, Rawls y colaboradores fueron los pioneros en comprobar los efectos de la microbiota
intestinal en peces. Estos investigadores elaboraron un modelo de crianza libre de gérmenes
con el pez cebra (Danio rerio), el cual seria el primer pez gnotobidtico. En dicho estudio, se
demostré que la microbiota intestinal es la encargada de regular alrededor de 200 genes
relacionados con el metabolismo y absorcion de nutrientes, y una parte de estos también eran
regulados por la microbiota de un modelo mamifero. Asi mismo, diversas investigaciones han
comprobado la gran influencia del agua y sus condiciones, tales como temperatura y salinidad,
en las variaciones que tiene la microbiota intestinal de peces. La temperatura juega un rol muy
importante en el establecimiento de los microorganismos (Sepulveda y Moeller, 2020). Un
estudio reciente reportd que en el caso de salmén atlantico (Salmo salar), la concentracién de
bacterias acidoldcticas variaba segun la estacién del ano (Zarkasi et al., 2014). Horlick y
colaboradores (2020), caracterizaron la microbiota en la mucosa del intestino de juveniles de S.
lalandi y su respuesta a diferentes dietas y temperaturas (22° Cy 26° C). Estos encontraron que
la abundancia relativa cambiaba en funcién de la temperatura, y sugieren que la combinacion
de dietas basadas en soya y el incremento de temperatura, facilita la invasién de patégenos. En
un estudio similar, realizado por Soriano y colaboradores en 2018, se reportd que a 20° C se
encontraba mayor abundancia y riqueza en la composicién microbiana, y a 26° C estas se veian
disminuidas. Esto demuestra que la estructura del perfil microbiano estd estrechamente

relacionada con la temperatura con que se maneja el agua (Zarkasi et al., 2014; Neuman et al.,



2016). Por otro lado, se desconoce con exactitud cual es el efecto de la salinidad en la
modulacion del microbioma intestinal. Sin embargo, se ha descrito que existen diferencias entre
los microorganismos de peces dulceacuicolas y marinos, lo que podria ser explicado por las
diferencias en la concentracion salina (Meng et al., 2018; Horlick et al., 2020; Fossmark et al.,
2021). Estudios realizados en tilapia del Nilo y salmén atlantico, mostraron que la composicidon
microbiana varia a diferentes concentraciones de salinidad, en donde a mayor concentracién, se
observé una menor abundancia total de bacterias (Zhang et al., 2016; Fossmark et al., 2021) De
esta manera, el manejo apropiado de los factores que influyen en el establecimiento microbiano

del intestino de los peces representa un punto clave en las practicas acuicolas.

2.4 La microbiota y su influencia en la nutricion acuicola

La investigacion en la nutricidn acuicola se ha enfocado en encontrar las mejores alternativas de
alimentos en los cultivos intensivos y semi-intensivos de organismos acuéticos. Esta evalta las
diferentes respuestas fisioldgicas y nutrimentales en las especies de interés comercial con la
finalidad de ofrecer mejores productos al mercado a menores costos de produccién (Gomez-Gil
et al.,, 2017; Santillan, 2020). Numerosas investigaciones se han encargado de estudiar y
comparar el comportamiento animal ante diferentes dietas para determinar las opciones que
mejoren el rendimiento de la especie. Por ejemplo, en 2020, Blaufuss y colaboradores
observaron un aumento significativo en las tallas de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)

cuando se les alimentaba con una dieta basada en plantas con 40 % de proteina de soya.

A pesar de los diferentes factores externos e internos que intervienen en la formacién del
microbioma del intestino, la ingesta ha sido reconocida como el factor principal que determina
la diversidad y estructura de la comunidad microbiana en el tracto digestivo de los peces
(Osuna, 2016; Gomez-Gil et al, 2017). Distintos estudios han reportado que la composicién de la
dieta y el origen de los ingredientes con los que se elaboran los alimentos balanceados, influyen
en la microbiota de peces como la trucha y el pargo (Desai et al., 2012; Perdigén y Maldonado,
2015; Osuna, 2016). Desai y colaboradores, demostraron en el 2012 que en trucha arcoiris, las
dietas con alto contenido vegetal tienden a aumentar la relacién entre los filos Firmicutes y

Proteobacteria, comparado contra una dieta que tiene como base la harina de pescado. Por
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otro lado, en los peces carnivoros como el pargo flamenco (Lutjanus guttatus), se ha
evidenciado que cuando éstos cambian su alimentacidon desde una dieta con proteinas de
origen animal a una con proteinas de origen vegetal, se observa una disminucidon en la

proporcién de Proteobacterias y un aumento en Fusobacterias (Osuna, 2016).

La importancia de conocer los efectos que tienen las variaciones de las dietas en la microbiota
intestinal, radica precisamente en que los microorganismos que la colonizan tienen un impacto
significativo sobre el desarrollo y salud del animal. La alimentacién es tan importante en estos
aspectos que se ha demostrado que cuando los peces se encuentran en estado de inanicidn,
aumenta la cantidad de bacterias pertenecientes al filo Bacteroidetes y junto con ella los genes y
bacterias que contienen genes que codifican para resistencia a antibiéticos (Xia et al., 2014). Sin
embargo, es poco lo que se conoce de la microbiota en peces bajo condiciones estandar de
cultivo. En un estudio realizado por Salas-Leiva y colaboradores en 2020, se caracterizé la
microbiota intestinal de juveniles de Seriola rivoliana bajo un esquema de dieta y cultivo
estandar. Estos autores encontraron que, bajo estas condiciones, Proteobacteria, Firmicutes y
Bacteroidetes fueron los filos mds abundantes, de los cuales, los primeros 2 han sido asociados
directamente con la ingesta. Este tipo de investigaciones sirve para conocer el estado comun de
la estructura microbiana, y a su vez, poder realizar modificaciones en la misma con el fin de
encontrar alternativas que mejoren el rendimiento de los cultivos. Por ejemplo, numerosos
autores han demostrado que la adicidén de ciertos probiéticos en la dieta, al mismo tiempo que
aumenta la riqueza de los microorganismos en la microbiota intestinal, también incrementa la
actividad enzimatica digestiva, la respuesta inmune e incluso la tasa de crecimiento en peces
(Hasan et al., 2018; Wang et al., 2048; Jang et al., 2020). Un ejemplo de esto ultimo, es la
publicacién de Gongalves y Gallardo-Escarate en 2016, donde se observé que al agregar pre y
probidticos en la dieta de trucha arcoiris, se elevaba la abundancia de microorganismos
pertenecientes a los filos Firmicutes y Fusobacteria, dentro de los cuales se encuentran grupos
de bacterias que pueden resultar favorables para el pez. Desde otro punto de vista, Dam y
colaboradores (2020) observaron que en S. lalandi, |a riqueza y diversidad bacteriana disminuia
cuando la dieta incluia ingredientes tales como harina de sangre y harina de gluten de maiz. En

ese mismo sentido, se ha reportado que en S. lalandi, la riqueza y diversidad de bacterias
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aumenta cuando se le suministran dietas con alto contenido de lipidos, sobre todo cuando esta
especie se encuentra a temperaturas por debajo de las condiciones éptimas de cultivo. A su vez,
estos resultados también se ven relacionados con un aumento en la capacidad metabdlica del
pez (Larios-Soriano et al., 2018). Por esto, la generacién de conocimiento acerca de las
funciones que la microbiota intestinal tiene sobre el organismo y los efectos que conlleva su
conformacion, ayudardan a mejorar las practicas de produccion y cultivo de una especie de

interés.

2.5 Métodos para analizar la microbiota

Debido a que la mayoria de los microorganismos existentes en la naturaleza no se pueden
cultivar por medio de las técnicas tradicionales de la microbiologia, en los ultimos afios se han
desarrollado métodos moleculares que permiten analizar el ADN de éstos a partir de muestras
ambientales. La identificacidon de todos los microorganismos presentes en una comunidad dada
a través de su genoma es a lo que se le conoce como metagendmica (Bonilla-Rosso et al., 2008;
Sudrez, 2017). A pesar de que aun resulta imposible conocer y analizar a todos y cada uno de los
microorganismos presentes, esta técnica ha permitido expandir el conocimiento que se tiene
acerca del papel que juegan en su ambiente conocidos y, a su vez, entender su funcién en el

mundo (Bonilla-Rosso et al., 2008; Ni et al., 2013).

Existen diferentes métodos para caracterizar la microbiota de un ambiente especifico. Para
evaluar el censo microbiano se han explorado técnicas como el uso de marcadores moleculares
o la amplificacion de genes especificos como el del 16S ARNr o 18S ARNr (Marchesi y Ravel,
2015). Actualmente, una de las que ha tenido mayor relevancia en las investigaciones mas
recientes es la secuenciacion masiva o secuenciacion de proxima generacion (NGS por sus siglas
en inglés), ya que genera una gran cantidad de informacién a la par de que reduce los costos y
tiempos de analisis (Hernandez et al., 2020). Esta técnica consiste en la extraccién de ADN de la
comunidad microbiana de la muestra que se desea caracterizar, para luego amplificar y
secuenciar regiones conservadas del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN ribosomal.
Dicho gen ha sido considerado como la diana universal para la identificacién de bacterias debido

a que, por sus caracteristicas, permite distinguir desde familias y en algunos casos hasta
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especies. A la fecha se conocen diferentes herramientas y plataformas de secuenciacién, pero
dentro de las mas populares estan Roche e llumina (Ames et al., 2017; Suarez, 2017; Hernandez

et al., 2020).

Para la identificacion de las bacterias pertenecientes a la microbiota que se pretende examinar,
se utilizan una serie de analisis bioinformdaticos. Esto se realiza con el uso de softwares y
paquetes que funcionan con lenguajes de programacion, como QIIME o Mothur (Knight et al.,
2018; Hernandez et al., 2020). En ciertas técnicas, estos programas proceden a limpiar, alinear y
ensamblar las secuencias obtenidas de la secuenciacion masiva, para finalmente obtener
clusters llamados OTUs (Operational Taxonomic Units) que agrupan aquellas secuencias con
cierto porcentaje de similitud. Estos OTUs contienen la informacidon taxondmica asignada a
dichas agrupaciones, y que, a partir de la comparacidn con bases de datos, permiten la
clasificacién e identificacién a nivel de filo, familia, género e incluso hasta especie de las
bacterias encontradas (Marchesi y Ravel, 2015; Suarez, 2017; Knight et al., 2018). Por ultimo,
para poder determinar y medir la biodiversidad en el microbioma, se utilizan indicadores de
diversidad alfa y beta. Para la diversidad alfa, se evalua la diversidad, abundancia y riqueza de
cada una de las muestras, y dentro de los indices mds utilizados estdan Simpson, Shannon vy
Chaol. Para analizar la diversidad beta, que evalua la disimilitud entre muestras, la técnica mas

habitual es el analisis de coordenadas principales (PCoA), (Sudrez, 2017; Herndndez et al., 2020).

Esto ayuda a esclarecer el estado de la microbiota para poder determinar los beneficios y las
funciones que tienen la microbiota intestinal o cualquier otro tipo de microbiota en un

ambiente especifico.
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3. JUSTIFICACION

Hoy en dia, la medicina, la nutricién e incluso la produccién de alimentos, estan enfocadas en el
estudio del efecto y composicion de la microbiota en organismos y el medio ambiente. Se ha
demostrado que la microbiota intestinal tiene un papel fundamental en el desarrollo,
crecimiento y salud de los animales, ya que realiza labores que intervienen principalmente en la
digestibilidad y absorcion de nutrientes, asi como la inmunidad frente a patégenos. Por otro
lado, la acuicultura es un sector que ha crecido notablemente en las Ultimas décadas y se
considera como una de las soluciones para satisfacer la demanda creciente de alimentos a nivel
mundial. De la misma manera, la microbiota presente en el tracto intestinal de los peces juega
un papel de suma importancia en el establecimiento de cultivos exitosos. Actualmente, la
informacién que se tiene acerca de la microbiota en peces marinos es muy limitada y dispersa.
La elaboracién de informes sobre el estado del arte en esta materia abre una oportunidad y
permite conocer la importancia y las implicaciones que tiene el estudio de la microbiota
gastrointestinal en los peces y su produccion. Dichos estudios deben estar enfocados en la
mejora del rendimiento de los cultivos acuicolas, ya que se considera que esta podria

representar una solucidon a muchos de los problemas que enfrenta este sector.
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4. HIPOTESIS
En peces del género Seriola criados bajo condiciones de cultivo estdndar sera posible identificar

una microbiota comun que esté dado por las caracteristicas propias del género.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Identificar la microbiota comun de peces del género Seriola cultivados bajo condiciones de

cultivo estandar

5.2 Objetivos particulares
1. Definir el estado del arte en los estudios de la microbiota gastrointestinal de peces marinos

para identificar los factores que influyen en su composicidn y estructura.

2. Describir la composicién de la microbiota intestinal de peces del género Seriola a partir de

secuencias obtenidas de las bases de datos disponibles en los repositorios digitales abiertos.

3. Determinar e identificar las variaciones en la estructura de la microbiota intestinal, asi como
también la microbiota comun de peces Seriola spp. criados en diferentes centros de cultivo bajo

condiciones de estandar.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencidn de secuencias

Para el andlisis de la microbiota intestinal, se buscaron dentro de la literatura disponible,
estudios realizados en peces del género Seriola. Esta busqueda se elabord con la finalidad de
seleccionar las secuencias originales de los articulos publicados y realizar los andlisis con los
controles de dichas investigaciones. Para el criterio de seleccidn de los articulos, se tomaron en
cuenta tres factores: (i) Que fueran estudios realizados en peces del género Seriola y que
incluyeran secuencias control, es decir, peces criados bajo un esquema de cultivo estandar, (ii)
que la plataforma Ilumina fuera la utilizada para la secuenciacién, y (iii) que se haya amplificado
la regidn hipervariable V3 del gen 16S ARNr. A partir de esta busqueda, se elaboraron los
anadlisis correspondientes a las secuencias obtenidas. Finalmente, se seleccionaron tres
articulos, de los cuales dos fueron desarrollados en S. lalandi y uno en S. rivoliana. Dicha

seleccion permitio formar tres grupos de estudio.

6.2 Analisis bioinformaticos

Las secuencias Fastq recuperadas de los estudios revisados se procesaron con el software
Mothur (The University of Michigan; Ann Arbor, MI, USA) segun lo recomendado por Kozich et
al. (2013). Brevemente, mediante el pipeline MiSeq SOP (https://mothur.org/wiki/MiSeq_SOP),
se ejecutd Mothur (Shloss et al., 2009), donde se establecid una carpeta de trabajo y
posteriormente se combind el conjunto de lecturas mediante el comando make.contigs para
extraer las secuencias y los datos de puntuacién de calidad del Fastq. Se cred el complemento
inverso de la lectura para después unirlas en contigs. En este comando se eliminaron las bases
con una calidad phred inferior a Q25, después se eliminaron las bases ambiguas y toda lectura
mayor a 430 nucleédtidos. Posteriormente se agruparon las secuencias permitiendo hasta 2
nucledtidos de diferencias entre ellas. Las secuencias quiméricas se eliminaron usando el
algoritmo VSEARCH. Las lecturas restantes fueron alineadas con la base de datos SILVA v138 del
Grupo de Bioinformatica y Gendmica Microbiana del Instituto Max Planck de Microbiologia
Marina, Alemania (Yilmaz et al., 2014). Las secuencias se agruparon en OTUs (Unidades
Operacionales Taxondmicas) con un porcentaje de similitud del 97 % y se juntaron en filotipos

de acuerdo a su clasificacion taxondmica para obtener las especies bacterianas. Para los
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indicadores de diversidad alfa se utilizaron los indices Shannon y Chaol donde se tomaron en
cuenta los OTUs generados. Para calcular la diversidad beta se utilizé la medida de disimilitud de
Clayton y se generaron las gréficas de andlisis de coordenadas principales (PCoA) en el paquete

estadistico Excel.

6.3 Analisis estadisticos

Las graficas de composicidon y abundancia por filo, orden y familia fueron generadas en el
paquete estadistico Excel. A partir de los documentos generados en Mothur, se obtuvieron las
graficas de los indices Shannon y Chaol en el software R. Por otro lado, los OTUs detectados
fueron identificados mediante la secuencia de nucleétidos en el repositorio digital EZbiocloud

(www.ezbiocloud.net) por lo que cada OTU representd una especie bacteriana distinta.

Posteriormente, el heatmap con la distribucion y abundancia de cada OTU en las muestras se

obtuvo en el programa ClustVis (www.biit.cs.ut.ee/clustvis). Por ultimo, se generaron las figuras

de la microbiota core en la plataforma MicrobiomeAnalyst (www.microbiomeanalyst.ca/). En

este trabajo se consideré el core como aquellas taxas que presentaron una abundancia relativa

mayor al 0.01 % y una prevalencia en cada grupo superior a 75 %.

Con respecto a la composicion de la comunidad bacteriana y el analisis de la estructura, se
aplicaron pruebas de normalidad (prueba Shapiro) y homocedasticidad (prueba Levene) para
verificar el origen de los datos y el agrupamiento resultante de los indices de diversidad alfa.
Con aquellos que presentaron distribuciéon normal y homocedasticidad se realizé un analisis de
la varianza de 1 via (ANOVA) y la prueba de Tukey para verificar las diferencias entre grupos, y
para los datos que no tuvieron distribucion normal, se aplicé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis. Para esto, se tomd en cuenta un valor estimado de alfa de 0.05. Dichas pruebas
fueron ejecutadas en el software R. Finalmente, se realizdé la prueba de andlisis de varianza
molecular (AMOVA) para los datos de diversidad Beta. EI AMOVA se implementé con el
software Mothur para determinar si el agrupamiento dentro del PCoA fue estadisticamente

significativo con un valor de alfa de 0.05.


http://www.ezbiocloud.net/
http://www.biit.cs.ut.ee/clustvis
https://www.microbiomeanalyst.ca/
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7. RESULTADOS

El primer grupo de estudio se obtuvo del trabajo realizado en S. lalandi por Larios-Soriano et al.
(2021) en México publicado en la revista Aquaculture Research. El segundo grupo fue obtenido
del articulo publicado en la revista Fishes por Dam et al. en 2020, elaborado en S. lalandi y
desarrollado en Australia. Por ultimo, el grupo 3 se obtuvo del estudio elaborado por Salas-Leiva
et al. (2020), en S. rivoliana y ejecutado en México, publicado en la revista Molecular Biology
Reports. Se rescataron y analizaron 25 archivos de secuencias obtenidas de 25 muestras de
intestino en juveniles de peces Seriola. De dichas muestras, 4 son del grupo de S. lalandi de
México, 12 al grupo de S. lalandi de Australia y los 9 restantes corresponden al grupo de S.
rivoliana. La especificacion por grupo se muestra en la Tabla 1. Se obtuvo un total de 2,053,053
lecturas de todas las librerias de las muestras. Al aplicar filtros de calidad se eliminaron aquellas
lecturas con errores, quiméricas y que no cumplian con los estandares, correspondiente al 25 %
de ellas y finalmente se analizaron 1,542,216. Posteriormente, con un porcentaje de similitud
del 97 %, se asignaron 253 OTUs. En la mayoria de los casos, se pudieron identificar hasta nivel
de familia. Se identificaron alrededor de 7 filos presentes en los peces de los tres grupos. Las
bacterias del filo Proteobacteria fueron las dominantes en todas las muestras, seguido de las
Firmicutes y Bacteroidetes. Debido a que las Proteobacteria representaron mas del 90 % de los
filos en los peces de todos los grupos, se presenta una grafica de abundancia relativa donde se
muestran las clases pertenecientes a este filo. Como se puede observar en la Fig. 1,
Alphaproteobacteria y Gammaproteobacteria fueron las mas abundantes en general, mientras
que las Betaproteobacteria tuvieron menor representaciéon y las Deltaproteobacteria se
presentaron con un porcentaje menor al 1 % en los peces de los 3 grupos. Sin embargo, en el
grupo de S. lalandi de Australia (A1), las Betaproteobacteria fueron mas abundantes que las
Alphaproteobacteria, a diferencia de los grupos mexicanos de S. lalandi y S. rivoliana (M1 y M2,
respectivamente), donde es evidente la dominancia de esta ultima clase sobre las demas. Por
ultimo, el grupo M2 presentd una mayor diversidad a nivel de clases. Durante la caracterizacion,
se lograron identificar alrededor de 30 érdenes, de los que resaltan las Rhizobiales en los peces
de los grupos M1 y M2, mientras que las Vibrionales son las dominantes en el grupo Al. No
obstante, las bacterias pertenecientes al orden Sphingomonadales aparecen como uno de los

ordenes con mayor abundancia en los peces del grupo M1 (Figura 2).
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Tabla 1. Especificaciones por grupo de estudio (1, 2, 3). Se muestran las condiciones control de cultivo de cada grupo y el acrénimo

para su identificacién.

Especie GE No. Acceso Plataforma RA Ete\:l?:ade #Sec T Dieta Muestra Referencia
Seriola lalandi PRIJNA7332 AC Larios-Soriano
i il 4 24° | i
(México) M1 24 llumina V3 Juveniles C (Skretting) ntestino et al., 2021
Seriola lalandi PRINA6085 . V3y . AC (Ridley . Dam et al.,
° Intest
(Australia) Al 40 llumina va Juveniles 12 20° C AquaFeed) ntestino 5020
Seriola rivoliana MT857964: AC Salas-Leiva et
i i ° Intesti
(México) M2 MT858327 llumina V3 Juveniles 9 24° C (OTOHIME) ntestino al., 2020

GE = Grupo de Estudio

RA = Region amplificada del gen 16S ARNr

#Sec = Numero de secuencias
T =Temperatura
AC=Alimento comercial
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Respecto a las familias, se obtuvieron un total aproximado de 40 propiamente identificadas. En
la Fig. 3 se observan las 15 familias mdas abundantes dentro de las muestras analizadas. El grupo
M2 presentd una distribucion homogénea de las familias, siendo Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae y Pseudoalteromonadaceae las mas abundantes. En comparacién con los
grupos M1 y Al donde se presentan una dominancia evidente de las familias

Sphingomonadaceae y Vibrionaceae respectivamente.
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(I——
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w Alphaproteobacteria = Betaproteobacteria
u Deltaproteobacteria Gammaprotecbacteria

0%

Figura 1. Abundancia relativa a nivel de clase. La abundancia relativa de las clases del filo
Proteobacteria se muestra por grupo de estudio caracterizado de la microbiota intestinal de M1
(S. lalandi-México), M2 (S. rivoliana-México) y Al (S. lalandi-Australia).
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M2 Al

® Enterobacteriaceae Sphingomonadaceae

» Pseudoalteromonadaceae m Shewanellaceae

® Methylobacteriaceae ® Moraxellaceae
® Oxalobacteraceae » Burkholderiaceae
Rhodobacteraceae m Clostridiaceae

Figura 2. Abundancia relativa a nivel de orden. Se muestran los 15 érdenes mas abundantes en
los 3 grupos caracterizados de la microbiota intestinal de M1 (S. lalandi-México), M2 (S.
rivoliana-México) y Al (S. lalandi-Australia).
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Figura 3. Abundancia relativa a nivel de familia. Se muestra la abundancia relativa de las 15
familias con mayor presencia por grupo de estudio en la microbiota intestinal de M1 (S. lalandi-
México), M2 (S. rivoliana-México) y Al (S. lalandi-Australia).
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En el heatmap (Fig.4) se pueden visualizar los OTUs resultantes de los analisis bioinformaticos
que presentaron mayor abundancia en cada una de las muestras de los tres grupos estudiados,
donde el color rojo representa mayor frecuencia mientras que el color azul simboliza escaza o
nula presencia. Para la elaboracidon de este heatmap, los valores de las lecturas detectadas en
las muestras fueron transformadas a log10. Todos los OTUs mostrados en el mapa pertenecen
al filo Proteobacteria y la mayoria de ellos son de la clase Gammaproteobacteria, a excepcion de
cuatro de ellos que corresponden a las Alpha y Betaproteobacteria. Se identificaron un total de
nueve familias y 12 géneros diferentes. En este mapa se observa de manera clara la diferencia
entre grupos, sobre todo entre M1 y M2 contra Al, ya que los OTUs presentes en el grupo Al

no se comparten con los OTUs que se detectaron en los grupos M1y M2.
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Figura 4. Heatmap de la abundancia por especie bacteriana (OTU). Se visualiza la abundancia de
los 15 OTUs mds abundantes en las muestras caracterizadas.
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En relacion a los indicadores de diversidad alfa, estos se calcularon con los indices Shannon, el
cual se basa en la abundancia, por lo que mientras mayor riqueza y uniformidad en la
abundancia de las especies, mayor valor en el indice, y Chao, el cual mide la riqueza basado en
el numero de OTUs (especies bacterianas) encontradas con respecto al valor esperado. Dado
gue estos resultados presentaron distribucion normal, al aplicarse la prueba ANOVA, esta arrojé
un p-value de 0.016, lo cual indica que hay diferencia estadistica en al menos uno de los grupos.
Con la prueba de Tukey, se determind que entre solo el grupo M2 presentd un indice Shannon
mayor al del grupo Al (p-value=0.023), lo cual demuestra que fue mas rico y la abundancia de
sus OTUs se distribuyd de manera mas uniforme. También se observé que entre los grupos M1y
Al no existe diferencia significativa (p-value=0.945), al igual que entre los grupos M1y M2 (p-
value=0.062). En la Fig. 5 se observa el indice de Shannon para cada grupo. En dicha figura
muestra que el grupo M2 presentd la mayor abundancia y diversidad en sus muestras en
comparacion a los grupos M1 y Al. Esto indica que en dicho grupo existe una mayor diversidad

de especies y que cada una de ellas tiene una abundancia relativa notable.

Asi mismo, la Fig. 6 presenta de manera gréfica el indice Chao por grupo analizado. Ya que este
conjunto de datos no tuvo una distribucion normal, se realizé la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis, la cual arrojé que no existe diferencia estadistica entre ninguno de los tres
grupos analizados (p-value=0.461). Lo ultimo sefiala que, a pesar de que graficamente en el
grupo M2 parece que se encuentra la mayor parte de la riqueza de especies de bacterias
encontradas segun lo secuenciado, no se puede afirmar que realmente la tenga. Sin embargo, el

indice sigue siendo bajo para los grupos M1 y Al, al igual que en el indice anterior.



24

5 —_
& a4
= :
© e | i | -
o ! | > ] :
w : T .
8 3 *
'-g 1
s L] L ]
S 27 + M
< ‘ B
o ¢
m 1
o i
th 1 g i
p. 1
3] *
2 I
(]
D 1
[ I 1
) N v
Grupo

Figura 5. Indicador de diversidad alfa (Shannon). Se presenta en boxplot los indices de
diversidad y abundancia con Shannon para cada grupo de estudio.
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Figura 6. Indicador de diversidad alfa (Chaol). Se presenta en boxplot los indices de riqueza con
Chaol para cada grupo de estudio.
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En cuanto a la diversidad beta, el PCoA (Fig. 7) arrojo que el 57 % de la variacion observada es
explicada por dos ejes. La coordenada principal 1, la cual explica el 41.3 % de la variacion,
muestra de manera grafica la diferencia entre grupos. Debido a lo anterior, el AMOVA confirmé
que si hay diferencia estadistica significativa entre los tres grupos analizados con un p-value de
0.0001. Estos resultados nos indican que, a pesar de que en los grupos no haya diferencia
significativa en la diversidad alfa, la estructura de las comunidades bacterianas asociada a la

microbiota intestinal es diferente entre los peces de cada grupo analizado.
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Figura 7. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de la diversidad beta. Se muestra el PCoA
basado en la matriz de distancia de Clayton que separa las muestras en los 3 grupos de estudio.

Por ultimo, en la figura de la microbiota core (Fig. 8) se muestran las familias con mayor
abundancia relativa (>0.01 %) dentro de los tres grupos y su nivel de prevalencia cuando se
toman como conjunto para visualizar aquellas que se comparten. Como se puede observar, no
existe ninguna familia que presentara una prevalencia mayor a 75 % dentro de los grupos, por lo

gue no se encontrd una microbiota comun entre las muestras analizadas.
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Figura 8. Microbiota core a nivel de familia donde se incluyeron los tres grupos analizados (M1,
M2 y Al) como conjunto.

Por otro lado, la familia Devosiaceae tiene una presencia notable en los grupos M1 (>90 %) y
M2 (>90 %) (Fig. 9 y Fig. 10 respectivamente) con una prevalencia de hasta el 100 % y una
abundancia relativa mayor a 0.05 % en ambos casos, por lo que se puede afirmar que entre
estos dos si existe una microbiota comun. A diferencia de estos, en el grupo Al (Fig. 11) la
familia ya antes mencionada, no tiene presencia alguna dentro de las mas abundantes. En ese
sentido, las bacterias pertenecientes a la familia Vibrionaceae tienen una alta dominancia por
sobre las demas en este grupo, mientras que dicha familia que no se encuentra de manera

significativa en los grupos M1y M2
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Figura 9. Microbiota core a nivel familia del grupo M1.
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Figura 10. Microbiota core a nivel familia del grupo M2.
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Figura 11. Microbiota core a nivel familia del grupo A1l.
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8. DISCUSION

Debido a que la acuicultura es un sector que ha crecido considerablemente en los ultimos afios,
es importante encontrar alternativas que hagan de sus practicas, actividades mas resilientes,
amigables con el medio ambiente y rentables econémicamente (ONU, 2019; FAO, 2020). Se ha
demostrado que la microbiota intestinal influye en gran medida en el estado de salud del
organismo (Sommer y Backhed, 2013). Es por ello que los estudios enfocados a esta sirven como
una alternativa en la busqueda de la mejora de los cultivos, ya que, al manipular de manera
positiva a los microorganismos del tracto intestinal, esto resultaria en un ahorro en los gastos de
medicamentos para combatir enfermedades, suplementos alimenticios para ganar peso y talla,
y disminuiria las pérdidas econdmicas por decesos (Salas-Leiva et al., 2020). Sin embargo, el
estudio de la microbiota intestinal en peces es una disciplina relativamente nueva, por lo tanto,
es un area altamente inexplorada. La generacién de conocimiento de esta indole es sumamente
importante para el correcto entendimiento de dichos temas, y asi mismo, presentar soluciones
a problemas en el sector. Investigaciones como la de Rawls et al., en 2004, que crearon a uno de
los primeros peces gnotobidticos en pez cebra, y Roeselers et al. en 2011, que caracterizé la
microbiota core en la misma especie, ayudaron a sentar las bases para los estudios dirigidos a
peces. No obstante, en peces del género Seriola existe informacion limitada, y debido a que son
peces de importancia comercial, se considera de gran interés el generar y difundir estudios
descriptivos sobre la influencia, funcionamiento y utilidad que tiene la microbiota intestinal para

optimizar su manejo.

El presente trabajo da la pauta para poder conocer el comportamiento de las comunidades
microbianas entre individuos del mismo género, sometidas a condiciones de cultivo estandar en
distintos puntos geograficos. De esta manera, se puede discernir que la composicion de la
microbiota intestinal no se comporta de manera unilateral, es decir, es altamente influenciada
por numerosos factores tanto internos como externos, y que ésta a su vez, tiene gran influencia
en el hospedador. El objetivo de este estudio fue comparar la composicion y estructura de la
microbiota intestinal de peces del género Seriola provenientes de diferentes investigaciones

para identificar las similitudes y diferencias entre especies y region geografica de individuos
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criados bajo condiciones de cultivo estdndar. Hasta el momento de la elaboracidon de este

trabajo, no se tiene conocimiento de que exista un trabajo igual en peces Seriola spp.

Con respecto a la composicion bacteriana, tal y como se presentd anteriormente, las
Proteobacteria fueron las mas abundantes en todas las muestras. Esto coincide con estudios
recientes donde indican que este filo es el que tiene mayor presencia en los peces, sobre todo
en aquellos de agua marina, donde representan mas del 70 % en las muestras (Wilkes et al.,
2019; Parshukov et al., 2019; Salas-Leiva et al., 2020; Larios-Solano et al., 2021; Wang et al.,
2021). Dentro de las clases pertenecientes a las Proteobacteria, las Alphaproteobacteria
tuvieron dominancia en los grupos M1y M2, siendo estas las muestras de México, mientras que
en el grupo Al, el cual pertenece a un estudio australiano, las Gammaproteobacteria fueron las
dominantes. Dichos resultados coinciden en su totalidad con que los érdenes dominantes en los
grupos M1 y M2 son las Sphingomonadale y Rhizobiale, pertenecientes a la clase
Alphaproteobacteria, mientras que en el grupo Al, el orden de las Vibrionale es miembro de la
clase de las Gammaproteobacteria. Desde el nivel clase se puede observar la separacion que
hay entre grupos, donde M1 y M2 tienden a ser mas similares entre si, a pesar de ser dos
especies diferentes. Tal y como se aprecia en las graficas de abundancia de clase y orden, las
bacterias dominantes en M1 y M2 tienden a estar en muy baja proporcién en Al, mientras que
aquellas que se encuentran en mayor concentracion en el grupo australiano, tienen una
presencia notablemente baja en los grupos mexicanos. En relacién a las familias y de manera
general, se observa que el grupo M2 tiene una mayor diversidad de estas en comparacion con
M1 y Al, donde estos fueron dominados por una sola. Las Vibrionaceae son una familia que
también se puede encontrar en peces marinos, sobre todo cuando estos fueron alimentados
con Artemia en su etapa larvaria (Wilkes et al., 2018; Dam et al., 2020; Horlick et al., 2020). No
obstante, esta familia se encuentra en una concentracion mayor al 80 % en el grupo Al,
mientras que en los otros dos grupos no alcanza el 10 %. A pesar de que el grupo australiano y
el grupo M1 son la misma especie, los estudios fueron elaborados a temperatura y regién
geografica diferente. El origen y calidad del agua, asi como la temperatura de esta, juegan un rol
fundamental en la conformacion de la microbiota intestinal. Con estos resultados se podria

discernir que uno de los factores que favorece al crecimiento y establecimiento de las bacterias
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de la familia Vibrionaceae es la temperatura, en este caso, aquella que oscile entre los 20° C.
Este comportamiento también se observo en el estudio australiano realizado por Horlick et al.,
en 2020, donde la temperatura de cultivo para S. lalandi fue de 22° C y las comunidades
bacterianas también fueron dominadas por esta misma familia en una proporcién mayor al 80
%. La dieta también es un factor clave en el establecimiento de la microbiota intestinal. No
obstante, debido a que la dieta en los tres estudios fue de alimentos con base en harina de
pescado, es dificil asumir que esta variacidn en la composicién microbiana entre grupos, sea en
su mayoria explicada por este factor. Por otro lado, en un estudio elaborado por Wilkes et al.,
(2018) se indica que, en larvas de S. lalandi, las familias pertenecientes al filo Proteobacterias,
como las Enterobacteriaceae, se incrementan después de la transiciéon de alimento vivo a
alimento elaborado, mientras que otras, como la Vibrionaceae, se ven reducidas en proporcion
a las demas. Esto coincide con los resultados obtenidos ya que en los tres grupos hay presencia
de las Enterobacteriaceae. Sin embargo, en el grupo Al no se ve la disminucidon de las
Vibrionaceae a comparacion de los demas. El comportamiento del estudio australiano, al ser tan
distinto a los estudios de México, abre la puerta para realizar mas investigaciones acerca de
como los parametros externos pueden tener una mayor influencia sobre la composicidon

microbiana del tracto intestinal en peces, que las caracteristicas propias de una especie.

En un analisis mas profundo de la composicién microbiana en los grupos, el heatmap (Fig. 4)
muestra aquellas especies que fueron mas abundantes por muestra. En esta grafica se observa
de forma muy clara la separacién que existe entre Al contra M1y M2. De las cinco especies mas
abundantes en el grupo de Australia, cuatro pertenecen a la familia Vibrionaceae, y tres de ellas
al género Vibrio. Mientras que en los grupos M1y M2, se comparten de manera representativa
las bacterias Pelagibacterium luteolum y Sphingomonas panacis, pertenecientes a las familias
Devosiaceae y Sphingomonadaceae, respectivamente. En los 3 grupos, las bacterias con mayor
concentracion en sus muestras coinciden con las familias mds abundantes presentadas en la
figura 3. Sin embargo, Pelagibacterium luteolum, la cual fue la especie que se presentd con
mayor frecuencia en las muestras de M1y M2, no pertenece a ninguna de las familias de dicha
figura. Esto da lugar al supuesto de que, a pesar de que esta bacteria tiene una presencia

bastante notable, es probable que sea la Unica especie de esa familia que se encontré en la
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caracterizacidn, no obstante, esta se puede considerar como una especie core entre estos dos
grupos. Por otro lado, se ha reportado que Pseudomonas es un género de bacterias que se
puede encontrar comunmente en la microbiota intestinal de peces al igual que Vibrio, los cuales
fueron los géneros con mayor frecuencia dentro de las muestras (Parshukov et al., 2019, Horlick
et al., 2020). Algo que por lo regular llama la atencidn son aquellas bacterias como la Vibrio
parahaemolyticus, la cual presenta diversas cepas que pueden resultar patégenas para el
hospedador. Esta especie se observa en una concentracidon notable en el grupo Al, y se ha
reportado que dicha bacteria puede ser la causa de enfermedades gastrointestinales en
humanos (Zhang y Orth, 2013; FAO, 2021). Dado que este pez estd destinado para consumo
humano, es importante controlar la presencia de este grupo bacteriano. Segun sea el nivel de
virulencia de dicha bacteria, algunas cepas también son causantes de enfermedades en la
acuicultura, sobre todo en el cultivo de camardn. Por su parte, se ha encontrado que en peces
puede causar anemia, hemorragias, lesiones cutaneas, entre otras (Austin, 2010). Es por ello
gue se considera importante realizar este tipo de andlisis, no solo para estudiar la relevancia y
funciones de la microbiota intestinal, sino para evaluar el estado de salud de los individuos de
interés. En contraste a esto, las Pseudomonas se han utilizado en diversos estudios como
probidticos en peces para incrementar a respuesta inmune de los organismos ante diversos
patégenos (Korkea-Aho et al., 2011; Giri et al., 2014). Lo anterior podria significar que los
individuos que contengan mayor cantidad de Pseudomonas suelen estar mas sanos que aquellos

gue tengan mas Vibrio.

Con las graficas de composicion y abundancia a diferentes niveles taxondmicos, fue posible
identificar la separacion que existe entre grupos, y cdmo el grupo de Australia tiende a ser
diferente de los grupos mexicanos, a pesar de que M1 y Al son de la misma especie. No
obstante, es importante analizar desde un punto de vista mds espacial y ecoldgico para poder
determinar si en realidad dicha divergencia encontrada es realmente significativa. En el caso del
indice Shannon (Fig. 5), el cual se enfoca mas en la riqueza y uniformidad de las especies, se
obtuvo que el grupo M2 solo fue diferente estadisticamente del grupo Al, lo que confirma que
el grupo mexicano de S. rivoliana es mas diverso que por lo menos uno de los grupos de S.

lalandi. Para esto se debe tomar en cuenta también el nimero de muestras que se analizaron.
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Se podria considerar ldgico que M2 fuera mas abundante y diverso que M1, ya que este ultimo
no alcanza a tener la mitad de muestras que tiene el grupo de S. rivoliana. Sin embargo, ocurrié
lo contrario, estadisticamente M1 fue el Unico grupo que no presento diferencias significativas
con ningun otro en este indicador, a pesar de ser el grupo menos numeroso. Esto no quiere
decir que sea un grupo abundante y diverso en especies, pero, aunque las pruebas estadisticas
arrojaran que entre M1y Al no habia diferencia, se podria indagar en que si es ligeramente mas
diverso debido a que se parece mds a M2, el cual si esta separado totalmente de Al. Es
interesante el comportamiento del grupo Al, que, al ser el mas numeroso, resultd ser el menos
abundante y diverso en sus muestras. Por otra parte, lo que divide al grupo australiano del
resto, puede ser explicado, como se menciond anteriormente, por las condiciones del cultivo, ya
gue los peces de este grupo fueron criados en un ambiente diferente de los otros grupos. Por
ejemplo, Larios-Soriano et al., (2021) demostraron que en Seriola lalandi, la composicidén
microbiana cambia segun los diferentes regimenes de cultivo y dieta, dando como resultado
diferencias en los indices de diversidad, a pesar de ser la misma especie. Ellos también
reportaron que esta especie tiene un mayor desempeio a temperaturas mas célidas. Otro caso
es donde se compard la microbiota intestinal del pez mero (Epinephelus fuscoguttatus) en vida
libre y en cultivo, y esto dio como resultado que, aunque es el mismo pez, la diversidad fue
mayor en aquellos de vida libre (Hennersdorf et al., 2016). En este sentido, el hecho de que no
haya diferencias significativas entre M1 y M2 a pesar de ser especies diferentes, también es
explicado por la idea anterior, es decir, las condiciones de cultivo son mas parecidas entre los
grupos mexicanos, lo que les confiere esa similitud. En un estudio realizado por Nikouli et al.,
(2021), no se observaron diferencias marcadas en la diversidad microbiana entre diferentes
especies de peces que fueron criados bajo condiciones y dietas similares. Ahora bien, aunque
estadisticamente no hay diferencias entre los grupos mexicanos, M2 es visualmente mas
abundante, incluso en el numero de familias encontradas en dicho grupo. Esto ultimo abre la
puerta al supuesto de que, aun cuando el ambiente es similar, en M2 se analizé un pez
diferente, y la genética de este también influye en la conformacion del perfil microbiano del
individuo (Smith et al., 2015; Tarnecki et al., 2017). En el mismo orden de ideas, a diferencia del
indice de Shannon, el indice de Chaol (Fig. 6), el cual se enfoca principalmente en medir la

riqueza, no presenté diferencias estadisticas entre ninguno de los grupos. Esto quiere decir que
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no hay diferencia entre el nimero de OTUs encontrados en cada grupo, por lo que
practicamente son igual de ricos en especies. Sin embargo, es complicado explicar por qué los 3
grupos son similares en riqueza, dado que algunas vienen de condiciones de cultivo y especies
distintas y tienen, ademads, diferentes nimeros de muestras. Eso ultimo indica que a pesar de
que el grupo M1 es el menos numeroso, esas cuatro muestras fueron lo suficientemente
representativas para la poblacién que se estudid. Debido a que es muy poca la informacién
disponible acerca de estas especies, sobre todo de S. rivoliana, se considera de interés la

generacién de conocimiento de esta indole.

La diversidad beta estd enfocada en comparar a las muestras con la finalidad de identificar
aquellas similitudes y disimilitudes. EI PCoA (Fig. 7) muestra la separacién que hay entre grupos,
donde se entiende de manera mas especifica la disimilitud que hay entre ellas. Gracias al
AMOVA se pudo confirmar que existe diferencia estadistica significativa entre grupos, lo que
indica que no hay caracteristicas dentro de la composicion microbiana que se compartan de
manera representativa para poder identificar caracteristicas sobresalientes entre los tres
estudios. Dichos resultados coinciden con los obtenidos en el estudio realizado por Ramirez y
Romero en 2017, donde, al comparar la microbiota intestinal de S. lalandi en vida libre y en
cultivo, no hubo traslape de estos grupos a pesar de ser la misma especie. En otro estudio
donde se compararon 5 especies diferentes en las mismas condiciones de cultivo y alimentarias,
el PCoA no encontré diferencias significativas en los cinco grupos (Nikouli et al., 2020). Por otro
lado, Soriano et al., en 2018 evaluaron las diferencias de la microbiota de S. lalandi bajo
diferentes temperaturas, y en la prueba para diversidad beta, el PCoA no separé de manera
significativa los grupos de 20°, 24° y 26° C. En el caso de este trabajo, las diferencias
encontradas en los grupos obtenidos pueden no sélo deberse a que la condicién de cultivo
estandar utilizada en cada uno de los estudios fuera de cierta forma diferente, sino que también
puede deberse a la linea genética que se manejé en ellos. Por lo tanto, tratar de explicar el
comportamiento de la microbiota intestinal en funcion de una variable, ya sea la dieta,

temperatura, salinidad o genética, es imposible, ya que esta tiene dependencia multifactorial.



35

Por ultimo, y debido a que uno de los objetivos del presente trabajo fue saber si se podia
identificar una microbiota core en los tres grupos analizados, la figura 8 muestra que no fue
posible distinguir aquella microbiota que pudieran tener en comuin. Como ya se ha demostrado
anteriormente, cada uno de los grupos tiene una composicién microbiana muy especifica que
no se comparte con ninguno de los demds. A pesar de que la figura del core microbiome se
realizé a nivel de familia, con el nUmero de muestras y estudios analizados, no se identificaron
tales que se compartieran. Posiblemente hace falta agregar mas estudios de Australia y mas
estudios de S. rivoliana para tener un trabajo con mas robustez y asi saber si en efecto existe
una microbiota que se comparta entre peces del género Seriola. El hecho de que entre especies
e incluso géneros se mantenga una microbiota central que prevalece a lo largo del tiempo y
ante distintas condiciones y regimenes alimenticios, es algo que ya se ha documentado. Un
ejemplo de esto es el trabajo realizado por Kokou et al., (2019) quieres pudieron identificar una
microbiota core en la lubina europea (Dicentrarchus labrax) la cual se conserva a través del
tiempo y ante diferentes dietas. Estos le atribuyen dichos resultados a que la microbiota que
tienen en comun estos peces, estda mas relacionada con las caracteristicas filogenéticas de la
especie que con los factores externos a los que estuvieron expuestos. Otro estudio elaborado
por Le y Wang en 2020 sustenta el supuesto de que la genética influye de manera considerable
al establecimiento de la microbiota, ya que estos caracterizaron un core en el pez mujol (Mugil
cephalus), el cual persistia independientemente de la edad del individuo y su estado migratorio.
Curiosamente, al comparar la microbiota central de cada uno de los grupos, la familia
Devosiaceae esta presente en gran medida en la mayoria de los peces de los grupos M1y M2, lo
gue en este caso representaria de cierta manera un core entre estos. Dicha familia es un grupo

taxondmico que esta presente en todas las muestras de cada uno de los estudios mencionados.

Este resultado va en contra de lo referido anteriormente, ya que se esperaria que entre M1y Al
estuviera la microbiota comin dado que son la misma especie. Sin embargo, los grupos
mexicanos aparentemente tuvieron métodos de cultivo mas similares que el de Australia, lo que
puede explicar esa cercania en su composicién bacteriana. En este caso, la genética no tuvo un
papel importante a la hora del establecimiento de la microbiota intestinal, sino que fueron

precisamente esos factores externos los que influyeron de sobremanera.
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9. CONCLUSIONES
Gracias a este trabajo se puede concluir lo siguiente:

e La microbiota intestinal en peces esta mayormente explicada por factores externos, tales
como las condiciones medioambientales (temperatura, salinidad, calidad del agua, luz
solar, etc), y la dieta. Aunque se ha demostrado que las caracteristicas genéticas de una
especie o género pueden explicar en gran proporcién dicho establecimiento microbiano,
en animales como los peces, es mas dificil identificar hasta qué grado la microbiota se ve
influida por esta variable.

e Pese a que los peces utilizados para los estudios que se analizaron en este trabajo fueron
criados bajo condiciones controladas de cultivo, se demostré que existe una gran
diversidad y riqueza microbiana en ellos. Sobre todo, el grupo M2 tuvo los valores mas
altos en los indices de diversidad alfa.

e No fue posible identificar una microbiota comun que prevaleciera en peces del género
Seriola y fuera independiente de las condiciones de cultivo y dieta. No obstante, se
reconoce que estos peces tienen un gran potencial de estudio para resolver todas

aquellas incdgnitas que envuelven al manejo de estas especies.

Se recomienda continuar con los estudios enfocados en la microbiota intestinal de peces del
género Seriola, ya que la informacidon que se tiene de estos es limitada. Asi mismo, también
seria interesante realizar trabajos como este, con mas réplicas y grupos de estudio, para poder
identificar los taxas que sean caracteristicos de estos peces, asi como las funciones metabdlicas

que realizan y asi, contribuyan a mejorar su manejo y rendimiento productivo.
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