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I. RESUMEN GENERAL
La microbiota “dominada por bacterias” cumple funciones importantes en peces

como es la estimulacion del sistema inmune y la sintesis de metabolitos relacionados
con crecimiento. En general, la microbiota asociada a organismos es influenciada por
factores cambiantes como son el habitat y la etapa de desarrollo del hospedero, y en
particular, la microbiota intestinal de peces en cultivo controlado puede ser alterada
por la aplicacion de suplementos prebioticos y probidticos a la dieta. Estos
suplementos también intervienen en la mejora del crecimiento y supervivencia,
gracias a que activan el sistema inmune. En este estudio se caracteriza por primera
vez la microbiota intestinal del pez blanco Chirostoma estor en estado adulto
proveniente de ambientes silvestre (Lago de Péatzcuaro) y ambiente controlado
(cultivo), determinando asi la linea base de la microbiota bacteriana, lo que
posteriormente permite estudiar su dinamica en experimentos nutricionales o
ambientales. También se presenta en este trabajo, un experimento nutricional
llevado a cabo durante 12 semanas en donde se aplicaron prebiéticos (inulina de
Agave tequilana, pared celular de Saccharomyces cerevisiae) y simbioticos (del
inglés synbiotics, significando pre- y probiéticos simultaneamente): Lactobacillus
acidophilus + inulina y L. acidophilus + pared celular, a la dieta de juveniles de C.
estor para determinar sus efectos en la microbiota intestinal y en el crecimiento.
Estos estudios microbiémicos se realizaron por metagenémica de amplicones,
extrayendo ADN de digesta e intestino anterior y posterior de peces adultos
silvestres y cultivados (N=74), e intestino de peces juveniles alimentados con
prebidticos y sinbidticos (N=42), para enseguida realizar secuenciacion por lllumina
Miniseq de la region V3 del gen ARNr 16S vy realizar analisis bioinformatico de los
amplicones generados. De los peces experimentales se tomaron datos biométricos
para determinar efectos en crecimiento. En los resultados de analisis de la microbiota
intestinal entre ambientes, por medio de andlisis de alfa diversidad y de abundancia
diferencial por LEfSe, se observa que existe una reduccion considerable de géneros
bacterianos en el intestino de peces cultivados comparados con peces silvestres
provenientes del Lago, sugiriendo una pérdida de la diversidad bacteriana cuando los
peces se cambian de un habitat dinamico, con alta variacion de alimento silvestre a
un ambiente controlado, donde el alimento es reducido a una dieta balanceada. En
cuanto a la microbiota intestinal influenciada por prebidticos y probidticos, se observa
un incremento significativo en la abundancia de las bacterias acido lacticas
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus 'y  Weissella  cuando se
agregan simbidticos y el prebiético inulina al compararlos con el tratamiento control.
A pesar de estos cambios, se mantiene una microbiota constante, a la que llamamos
core 0 nucleo (calculada por la presencia de géneros bacterianos en al menos el
80% de las muestras analizadas para los analisis por separado de peces de
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ambientes silvestre y controlado, y de peces alimentados por tratamientos prebioticos
y simbidticos). En los peces analizados por ambiente la core microbiota esta
conformada por los géneros: Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Mycoplasma,
Pseudomonas, Spiroplasma, Staphylococcus, Vibrio y Weissella. Por otro lado, la
core microbiota encontrado en peces alimentados con prebidticos y sinbidticos esta
compuesto por los géneros: Bacillus, Citrobacter, Cutibacterium, Lactobacillus,
Pseudomonas, Spiroplasma, Stenotrophomonas, Streptococcus y
Thermogemmatispora. Aunado a este andlisis de core microbiota, destaca que los
géneros Bacillus, Pseudomonas y Spiroplasma estan presentes tanto en peces de
ambientes como en los alimentados con prebidticos y simbioticos, bacterias que
pueden tener una funcion relevante en el desarrollo de C. estor. El analisis del efecto
sobre el crecimiento durante el experimento, muestra que los simbi6ticos mejoraron
significativamente la longitud y el peso corporal final, la ganancia de peso, la tasa de
ganancia de peso, la tasa de crecimiento especifica y el factor de condicién cuando
se comparé con los tratamientos control y prebioticos. Ademas, el tratamiento con el
prebidtico pared celular incrementd significativamente estos valores analizados
respecto al control y al prebidtico inulina, aunque fue significativamente menor que
los tratamientos simbidticos. El andlisis de relacion de bacterias encontradas con los
valores calculados de crecimiento, indica que el género Lactobacillus esta asociado a
este mayor crecimiento. Los resultados de este trabajo demuestran que la microbiota
puede variar por cambios de habitat, siendo mas diversa en el medio silvestre y
reducida en cultivo, y por influencia de prebidticos y probidticos. Ademas, prevalecen
géneros definidos como core microbiota a pesar de estos cambios. Estos géneros
presentes tanto en peces del medio silvestre como en peces en cultivo, podria
apuntalarse para estudios de aislamiento o enriquecimiento y aplicacién de estos
como probidticos en dietas para peces de cultivo, pudiendo tener un efecto positivo
en el crecimiento de C. estor y peces similares. Aunado a esto, y basado en los
resultados encontrados en cuanto a crecimiento, es posible realizar futuros
experimentos en donde se adicione pared celular como prebidtico con distintas dosis
y tiempos de aplicacion, para determinar sus efectos sobre el crecimiento y
modulacion de la microbiota intestinal principalmente, como una alternativa de bajo
costo para el manejo, aplicacion y produccion, en términos de elaboracion de
grandes cantidades de alimentos, a comparacion de la suplementacion con
probidticos y simbidtico.

Palabras clave: Microbiota, habitat, simbidticos, crecimiento, C. estor.
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II. SUMMARY
The microbiota “dominated by bacteria” performs important functions in fish such as

the stimulation of the immune system and the synthesis of metabolites related to
growth. In general, microbiota associated with organisms is influenced by changing
factors such as habitat and host developmental stage, and in particular, the gut
microbiota of fish in controlled culture conditions can be altered by the application of
prebiotic and probiotic supplements to the diet. These supplements are also involved
in improving growth and survival, because they activate the immune system. In this
study the intestinal microbiota of the pike silverside fish Chirostoma estor is
characterized for the first time in the adult fish from wild (Lake Patzcuaro) and
controlled culture environment, thus determining the baseline of the bacterial
microbiota, which then allows us to study its dynamics in nutritional or environmental
experiments. Also presented in this work, a nutritional experiment carried out during
12 weeks where prebiotics (inulin of Agave tequilana, cell wall of Saccharomyces
cerevisiae) and synbiotics were applied (synbiotics, meaning pre- and probiotics
simultaneously): Lactobacillus acidophilus + inulin and L. acidophilus + cell wall, to
the diet of juveniles of C. estor to determine its effects on the intestinal microbiota and
growth. These microbial studies were performed by amplicon metagenomics,
extracting DNA from digesta and anterior and posterior intestine from wild and
cultured adult (N=74), and gut from juvenile fish fed prebiotics and synbiotics (N=42),
to then perform Illlumina Miniseq sequencing of the 16S rRNA gene V3 region and
bioinformatic analysis of the amplicons generated. Biometric data were taken from the
experimental fish to determine growth effects. In the results of analysis of the
intestinal microbiota between environments, by means of analysis of alpha diversity
and differential abundance by LEfSe, there is a significant reduction in bacterial
genera in the fish gut from cultivated compared to gut wild fish from the lake. This
suggests a loss of bacterial diversity when fish are switched from a dynamic habitat
with high variation of wild food to a controlled environment where food is reduced to a
balanced diet. As for the intestinal microbiota influenced by prebiotics and probiotics,
a significant increase in the abundance of lactic acid bacteria Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus and Weissella is observed, when synbiotics and prebiotic
inulin are added and compared with control treatment. Despite these changes, a
constant microbiota is maintained, which we call core or nucleus (calculated by the
presence of bacterial genera in at least 80% of the samples analysed for separate
analyses of wild and controlled fish and fish fed by prebiotic and synbiotic
treatments). In the fish analyzed by environment the core microbiota is formed by the
genera:. Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Mycoplasma, Pseudomonas,
Spiroplasma, Staphylococcus, Vibrio and Weissella. On the other hand, the core
microbiota found in prebiotic and synbiotic fed fish is composed of the genera:
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Bacillus, Citrobacter, Cutibacterium, Lactobacillus, Pseudomonas, Spiroplasma,
Stenotrophomonas, Streptococcus and Thermogemmatispora. In addition to this
analysis of core microbiota, it is noteworthy that the genera Bacillus, Pseudomonas
and Spiroplasma are present in fish from environments and prebiotics and synbiotics
fed fish, bacteria that may have a relevant role in the development of C. estor.
Analysis of the effect on growth during the experiment, shows that synbiotics
treatments significantly improved the length and final body weight, weight gain, weight
gain rate, the specific growth rate and condition factor when compared with control
and prebiotics treatments. In addition, treatment with prebiotic cell wall significantly
increased these values analyzed with respect to control and prebiotic inulin
treatments, although it was significantly lower than synbiotics treatments. The
relationship analysis of bacteria found with the calculated growth values indicates that
the genus Lactobacillus is associated with this increased growth. The results of this
work show that the microbiota can vary by habitat changes, being more diverse in the
wild and reduced in culture, and by influence of prebiotics and probiotics. In addition,
genera defined as core microbiota remain despite these changes. These genera
present in both wild and cultured fish could be used for isolation or enrichment studies
and their application as probiotics in diets for culture fish, and may have a positive
effect on the growth of C. estor and similar fish species. In addition to this, and based
on the results found in terms of growth, it is possible to perform future experiments
where cell wall is added as prebiotic with different doses and application times, to
determine its effects on growth performance and intestinal microbiota modulation
primarily, as a low-cost alternative for management, application and production in
terms of processing large quantities of food, compared to supplementation with
probiotics and synbiotics.

Keywords: Microbiota, habitat, synbiotics, growth, C. estor.
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. ESTRUCTURA DE LA TESIS

El presente trabajo de tesis estd organizado en una primera seccion donde se
encuentra: introduccion, hipotesis, objetivos y estrategia metodoldgica generales.
Posteriormente, se presentan dos capitulos los cuales recopilan la informacion de
dos articulos cientificos JCR. Posteriormente, se presenta una seccion de
discusiones y conclusiones generales, para finalizar con cuatro apéndices.

El primer capitulo consiste en el analisis de la microbiota de muestras de digesta e
intestinos anterior y posterior de peces blancos en etapa adulta recolectados en el
Lago de Patzcuaro, en tanques con sistema controlado, denominado Cultivo
Intensivo y en un estanque de tierra (denomindo Cultivo Extensivo). Mientras que el
segundo capitulo versa sobre los efectos de la adicion de suplementos prebidticos y
simbitticos a la dieta de C. estor en cultivo, sobre la microbiota intestinal y el

crecimiento de peces blancos juveniles.

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS LANMDA
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IV. INTRODUCCION GENERAL

La acuicultura se define como el cultivo de organismos acuéticos (peces, moluscos,
crustaceos y algas) tanto en zonas costeras como del interior continental, que implica
intervenciones en el proceso de cria para aumentar la produccion (FAO 2018). Uno
de los objetivos més importantes de esta actividad es el aumento significativo de la
produccion y la optimizacion de la rentabilidad (Mohammadian et al. 2017). Siguiendo
este propésito la acuicultura es, probablemente, el sector de produccion de alimentos
de mas rapido crecimiento y actualmente representa cerca del 50% de la produccion
pesquera mundial (FAO 2018), ya que en 2016 la acuicultura represent6 el 47% del
total de la produccién pesquera que tuvo una produccion de 171 millones de
toneladas (MT) (FAO 2018). Del 47% de ésta produccion (80.37 MT), 54.1 MT fueron
del cultivo de peces, 17.1 MT de moluscos, 7.9 MT de crustaceos y 939 mil toneladas
de otros animales acuaticos (FAO 2018). Dentro de las especies usadas para
acuicultura, en 2016 se registraron en la produccién mundial un total de 598
especies, las cuales incluyeron 369 peces de aleta o finos (incluidos cinco hibridos),
109 moluscos, 64 crustaceos, 7 ranas y reptiles, 9 invertebrados acuaticos y 40 algas
(FAO 2018).

Dentro de la diversidad de organismos que son usados para acuicultura, es evidente
que los peces son el recurso mas importante, ya que unos 3,200 millones de
personas en todo el mundo dependen del pescado para al menos el 20% de su
ingesta de proteinas animales y, ademas, aproximadamente 20 kg de pescado se
consume per capita por afio (FAO 2018). De este recurso, el registro publicado por la
FAO en el afio 2018, el continente que mayor produccioén tuvo, al igual que en todos
los afios de registro, fue Asia con 47.72 MT. El segundo y tercer lugar de produccion
fueron América y Africa con una produccion similar de 1.98 y 1.97 MT,
respectivamente. En Asia y Africa los registros indican que la produccion de peces ha
estado en incremento en la dltima década. Mientras que en América, en la ultima
década la produccion ha tenido altibajos, aunque la produccién se ha mantenido
estable. Dentro del continente Americano, Chile por si sélo, representa el 30% de la
produccion acuicola total (3.35 MT incluyendo peces, moluscos, crustaceos y otras

especies acuaticas), el resto de América Latina y el Caribe el 50%, mientras que
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América del Norte el restante 20%. En América, México se encuentra posicionado en
el 4° lugar de produccion acuicola (seguido de Chile, Brasil y Ecuador) con una
cantidad de 377,000 toneladas para el afio 2016 y un valor de 13,765 millones de
pesos (CONAPESCA 2017). La producciéon acuicola en México esta teniendo, al
igual que la mayoria de los paises en el mundo, una tendencia hacia el crecimiento.
La industria acuicola ha ido al alza en los ultimos 10 afios (FAO 2018). Tal
crecimiento esta directamente relacionado con el incremento poblacional, el cual se
prevé sea de 10,000 millones de personas para el afio 2050 (FAO 2018). Por lo
tanto, habrd un aumento considerable en el requerimiento de alimentos provenientes
de esta actividad. Para soportar la demanda actual y futura, se han implementado
condiciones de produccion intensiva, que han causado situaciones de alto estrés en
los organismos cultivados. A su vez, esto se relaciona con la reduccion en la calidad
del agua y la incidencia de enfermedades provocadas por infecciones virales,
bacterianas, fangicas y parasitarias, las cuales provocan mortalidades masivas y
pérdidas millonarias a nivel mundial (Murray y Peeler 2005, Mennerat et al. 2010,
Kurath y Winton 2011, Hussein et al. 2013, Van den Berg et al. 2013, Sundberg et al.
2016, Tavares-Dias y Martins 2017). Ademads, la aplicacion indiscriminada de
antibiéticos para tratar de mitigar enfermedades de origen bacteriano y/o utilizados
como promotores de crecimiento, son en muchas ocasiones generadores de
resistencia a antibioticos que resulta en un alto riesgo para la salud, tanto de los
organismos cultivados, como para los consumidores finales (Cabello 2006, FAO
2006, FAO 2018, Guangxin et al. 2022). Una alternativa viable de mejora en la
acuicultura, ha sido el uso de suplementos como prebioticos, probidticos y
simbidticos adicionados como parte de la dieta de los distintos organismos acuaticos
(crustaceos y peces).

Los prebioticos han sido definidos como sustratos utilizados selectivamente por
microorganismos que estan en el hospedero y que confieren un beneficio a su salud
(Gibson et al. 2017). En la actividad acuicola, los prebioticos mas utilizados han sido
los B-glucanos (Vetvicka et al. 2013, Ghaedi et al. 2015, Cao et al. 2019), la inulina
(Mahious et al. 2006, Hoseinifar et al. 2015, Tiengtam et al. 2015, Oliveira et al.
2020), los mananooligosacaridos (MOS) (Torrecillas et al. 2007, Zhou et al. 2010,
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Hoseinifar et al. 2015, Hahor et al. 2019) y la pared celular proveniente de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Hoseinifar et al. 2011, Abu-Elala et al. 2013, Zhang et al.
2020). Se ha determinado que los distintos prebi6ticos pueden ser metabolizados por
bacterias acido lacticas como Bifidobacterium spp. y Lactobacillus spp., las cuales
pueden estar presentes en el tracto digestivo del hospedero, donde forman &cidos
grasos de cadena corta que pueden ser absorbidos por el mismo, y de esta forma
utilizarse como fuentes de energia (Guerreiro et al. 2017).

Los probidticos son microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
adecuadas (al menos 10°-10’ unidades formadoras de colonia por gramo de
alimento; UFC/g), proporcionan beneficios al hospedero (FAO y OMS 2006). Los
organismos comunmente usados como probidticos en acuicultura son bacterias
como Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Bacillus, Enterococcus,
Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Pseudomonas, Carnobacterium,
Roseobacter y hongos como Saccharomyces cerevisiae, S. pastorianus y Aspergillus
fungus (Robertson et al. 2000; Vinderola y Reinheimer 2003, Ringg et al. 2010,
Rivera-Espinoza y Gallardo-Navarro 2010, Castro et al. 2013, Standen et al. 2013,
Ayo Olalusi 2017, Dawood et al. 2019, Kong et al. 2020, Ghanei-Motlagh et al. 2021).
Ademas, como una alternativa de estos prebiéticos y probibticos, existe la
combinacion de al menos un microorganismo probiético y una sustancia prebibtica,
los llamados simbidticos (del inglés synbiotic), cuyos efectos son superiores que
cuando son ofrecidos de manera individual (Cerezuela et al. 2011, Hasan et al. 2018,
Lee et al. 2018, Rahimnejad et al. 2018).

Los distintos prebidticos, probidticos y sus combinaciones como simbidticos se han
aplicado con éxito en el cultivo de peces, con resultados positivos en el crecimiento,
la supervivencia, la estimulacion del sistema inmune, el incremento de la produccion
de enzimas digestivas y bactericidas, asi como modulacion de la morfologia intestinal
(Anexo 1). Ademas, se ha visto que estos suplementos tienen una modulacion
efectiva sobre la microbiota intestinal, con reduccion de bacterias patdgenas e
incremento de bacterias potencialmente benéficas como las acido lacticas (Anexo 1).

Por lo tanto, en estudios de alimentacion y nutricion es importante estudiar la
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microbiota para definir cudles microorganismos estan presentes y la relacion que
pueden tener con el organismo hospedero.

La microbiota se define como la comunidad colectiva de microorganismos
(principalmente bacterias, seguido de archaea, levaduras, protozoarios y virus) que
habita en un ecosistema o entorno especifico (piel, tracto gastrointestinal, agua,
suelo) (Nayak 2010, Tremaroli y Backhed 2012, Gibson et al. 2017). En peces, se ha
establecido que la microbiota intestinal cumple funciones importantes como
proteccion contra patdgenos, mejoramiento del sistema inmune, asi como la sintesis
de metabolitos que pueden estar disponibles para ser adquiridos como nutrientes por
el hospedero, para crecer y desarrollarse adecuadamente (Nayak 2010, Dehler et al.
2016, Guangxin et al. 2022).

La microbiota es influenciada por factores como el habitat, etapa de desarrollo del
hospedero, dieta y parametros ambientales (Miyake et al. 2015, Gajardo et al. 2016,
Ringg et al. 2016, Egerton et al. 2018), asi como por la aplicacion de suplementos
prebiodticos y probidticos (Ringe et al. 2016, Anexo 1), por lo anterior, la microbiota
puede ser definida como autéctona, aléctona y “core”. La microbiota autdctona o
también conocida como indigena o residente, se define como los microorganismos
que estan regularmente presentes en el hospedero, adheridos al epitelio y a la
mucosa intestinal (Gajardo et al. 2016, Ringg et al. 2016, Gémez-Gil et al. 2017).
Mientras que, la microbiota aléctona o transitoria, son los microorganismos que estan
eventualmente presentes en el hospedero, como parte de la digesta, en el lumen
intestinal y después como parte de las heces, porque no pueden colonizar la mucosa
y la superficie epitelial (Gajardo et al. 2016, Ringg et al. 2016, Gomez-Gil et al. 2017).
En cuanto a la “core” microbiota, aun no existe una definicion consenso que sea
utilizada ampliamente, ya que en algunos trabajos la definen como géneros similares
de la microbiota del intestino de la misma o diferentes especies de peces con
funciones que incrementan la digestion, la disponibilidad de nutrientes y el sistema
inmune (Roeselers et al. 2011, Ghanbari et al. 2015). Mientras que otros autores la
definen como la presencia de géneros en un numero considerable de muestras

analizadas por grupo de estudio y que va desde, al menos, el 80% hasta la totalidad
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de las muestras (Baldo et al. 2015, do Vale-Pereira et al. 2017, Sweet y Bulling 2017,
Rimoldi et al. 2019).

Para entender de forma apropiada los diferentes efectos del uso de suplementos
prebioticos, probidticos y simbidticos, en la actualidad resulta imperativa la aplicacion
de la llamada biologia de sistemas, que consiste en el estudio de los organismos
vivos a través de las ciencias 6émicas: GenOmica, Metagenomica, Transcriptomica,
Metatranscriptdmica, Protedmica, Metabolomica, Fendmica y Epigenética (Fig. 1).
Sin embargo, el costo de las distintas herramientas para procesamiento y analisis
bioinformético resulta elevado, por lo que muchas investigaciones se enfocan en
estudiar algunas de ellas y no todo el conjunto. En el presente trabajo se ha aplicado
la metagendmica, la cual se define como el estudio de la informacion genética que
esta contenida en todos los microorganismos que se encuentran en una comunidad o
entorno natural sin necesidad de aislar y cultivar en laboratorio las especies
individuales (Chen y Pachter 2005, Tremaroli y Backhed 2012).

Importancia del pescado blanco Chirostoma estor

La creciente demanda de pescado por parte de la poblacion mundial debe ser
satisfecha por la produccion de la acuicultura, de tal forma que se permita a las
poblaciones de peces sobreexplotadas reponerse. En comparacién con los animales
de granja, los peces son una fuente rica de proteinas de alta calidad, micronutrientes
como fésforo, hierro y selenio, vitaminas y sobretodo, acidos grasos esenciales
omega 3 (Tacon y Metian 2013, FAO 2016).
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Figura 1. Ciencias 6micas y su interaccion. (Basada en Horgan y Kenny, 2011 y

publicada en Martinez-Chavez et al. 2022)

A pesar de que el pez blanco Chirostoma estor es una especie de agua dulce, se ha
descubierto que tiene la capacidad de reconvertir el acido alfa linolénico (18:3w3) por
medio de una ruta metabdlica corta con la enzima A4 en DHA (acido
docosahexaenoico 22:6w3), al igual que peces marinos como el lenguado Solea
senegalensis y el sigano pintado Siganus canaliculatus (Martinez-Palacios et al.
2006, Fonseca-Madrigal et al. 2014, Morais et al. 2015, You et al. 2017). Por lo tanto,
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consumir pescado blanco es importante en la alimentacibn humana, ya que una dieta
rica en DHA genera beneficios fisiolégicos en la presidén arterial, la frecuencia
cardiaca, el desarrollo fetal, el desarrollo del cerebro y la retina (FAO 2010). En el
pez blanco dentro de todos los lipidos que posee, del 21-31% es DHA, lo que lo
clasifica como una especie nutracéutica (Martinez-Palacios et al. 2006, Martinez-
Palacios et al. 2020).

También, esta especie es considerada de alta importancia ecolégica por estar en un
nivel bajo de la cadena trofica, ya que es un consumidor de zooplancton (Ross et al.
2006, Martinez-Palacios et al. 2019). Otra particularidad de esta especie es que
puede considerarse como un modelo bioldgico, debido a que pertenece a un grupo
de especies que poseen un intestino corto y carecen de estdmago. Los estudios que
se le han realizado en esta especie pueden ser de utilidad para diversos trabajos en
otras especies con potencial acuicola, de las que se sabe poco y que también
presentan estas caracteristicas anatomicas.

El pescado blanco se encuentra en peligro debido a la pérdida de su habitat a causa
de la contaminacion y asolvamiento de la cuenca de Patzcuaro y Zirahuén de donde
este pez es originario (Martinez-Palacios et al. 2006). Ademas, esta especie tiene
competencia por espacio y alimento debido a la introduccion desmedida de especies
exoticas carnivoras. Aunado a esto, este recurso se ha sobreexplotado los ultimos 30
afos (INAPESCA 2013) ya que goza de amplia demanda local y regional, que
actualmente es insatisfecha. Por lo anterior, en los Gltimos 20 afios se ha realizado el
cultivo controlado de este recurso en la UMSNH, obteniéndose resultados excelentes
al manejar todo el ciclo de vida de este pez. Sin embargo, ain no se han logrado
resultados a nivel comercial, ya que esta especie es considerada de lento
crecimiento.

Debido al requerimiento que tiene la humanidad de integrar en su dieta alimentos con
alto valor nutricional (proteina y DHA) que el pescado blanco puede suministrar,
actualmente alcanza altos precios en el mercado local (desde 300 a 1,200 pesos por
kilogramo), lo cual lo esta orillando a la extincion. Por ello, resulta importante lograr

una acuicultura comercial que permita producir este producto de alta calidad para la
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alimentacion humana y permitir una recuperacién de la especie en los lagos
Michoacanos.

Una de las alternativas que se propone para mejorar las condiciones de cultivo e
incrementar significativamente la produccion de esta especie, puede ser la
administracion de prebibticos, probidticos y simbidticos como parte de la dieta base
gue tienen los peces juveniles y adultos, que se encuentran en sistemas controlados
de cultivo y con ello, poder determinar la influencia de estos suplementos en el
desemperio y en la modulacion de la microbiota intestinal de esta importante especie.
Sin embargo, para determinar claramente la influencia que puedan tener estos
suplementos en la microbiota, es adecuado conocer primero cuél es la microbiota
normal (linea base) de esta especie, tanto en condiciones silvestres como
controladas. Es por ello, que el presente trabajo se ha dividido en dos capitulos, para
primeramente evaluar la microbiota intestinal de peces blancos Chirostoma estor
adultos presentes en tres ambientes diferente de desarrollo. Mientras que en el
segundo capitulo, se ha realizado un experimento adicionando suplementos
prebiodticos y simbidticos a dietas de peces blancos juveniles para determinar su
influencia sobre el crecimiento y la modulacion de la microbiota intestinal de esta
especie. Ademas, se ha realizado andlisis para predecir las bacterias moduladas por

estos suplementos que pueden contribuir en la mejora del crecimiento.
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V. HIPOTESIS GENERAL
La microbiota intestinal del pez blanco de Patzcuaro Chirostoma estor es modulada
por el ambiente y por la adicion de prebidticos y simbioticos a la dieta, influyendo

también en el crecimiento de los peces.

V.1 Hipotesis capitulo 1
1. La diversidad bacteriana del intestino de peces blancos adultos en medio
silvestre (Lago de Patzcuaro) es mayor que la de los peces provenientes del
cultivo intensivo controlado.
2. Existen bacterias que permanecen en el intestino de peces de todos los

ambientes (core microbiota).

V.2 Hipotesis capitulo 2

1. La adicién de prebiéticos y simbidticos en la dieta de peces blancos juveniles
mejora el crecimiento.

2. Los prebidticos y simbioticos aplicados a la dieta de peces blancos juveniles
modulan la presencia de bacterias intestinales, en especial las bacterias acido
lacticas.

3. Existe la presencia de una “core” microbiota en el intestino de peces de todos

los tratamientos prebidticos y simbidticos, incluido el testigo.

14

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS LANMDA



Objetivos lIAF, UMSKY

VI. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto del ambiente sobre la microbiota intestinal de peces blancos
adultos Chirostoma estor, y los efectos de la adicion dietética de prebibticos y

simbidticos sobre la microbiota intestinal y el crecimiento de peces juveniles.
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VIl. ESTRATEGIA METODOLOGICA
VII.1 Microbiota en ambientes de desarrollo del pez blanco
VII.1.1 Recoleccion de muestras
Se recolectaron muestras de peces blancos adultos del medio silvestre y del cultivo
intensivo los dias 22 de marzo y 10 de mayo de 2018, respectivamente. Las
muestras de medio silvestre fueron recolectadas en el Lago de Péatzcuaro (LP).
Mientras que las muestras de peces en cultivo intensivo fueron recolectados en la
planta de cultivo del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de
la UMSNH en San Juanito Itzicuaro (C). Se recolectaron 13 peces del lago y 20 del
cultivo intensivo. Adicionalmente, se recolectaron 19 peces blancos adultos de un
estanque de tierra al que denominamos cultivo extensivo (E), el cual es alimentado
con agua de lluvia y agua proveniente de los tanques donde se encontraban los
peces de cultivo intensivo.
Inmediatamente después de las colectas, los peces fueron anestesiados
introduciéndolos en agua a 4 °C, para posteriormente limpiar la superficie ventral de
los peces con alcohol al 70% y de inmediato ser diseccionados, removiendo el tejido
que rodea la grasa visceral y el total del intestino se separ6 en intestino anterior y
posterior, con pinzas estériles y con ayuda de un bisturi nuevo y estéril. Se separé la
digesta (D) del intestino en un tubo Eppendorf de 1.5 mL estéril con etanol al 96%.
Después se hizo corte a medio intestino (corte transversal) para separar el intestino
anterior del intestino posterior, enseguida se colocaron las dos partes del intestino en
dos tubos Eppendorf estériles con etanol al 96%. Una vez obtenidas las muestras,
estas se almacenaron en refrigeracién a 4 °C. La digesta (D), intestino anterior (A) e
intestino posterior (P), obtenidos de los peces se denominaron como componentes
intestinales. En la Fig. 2 se presenta una visualizacion de estas regiones del

intestino.
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Figura 2. Componentes del intestino del pez blanco Chirostoma estor separados en

digesta, intestino anterior e intestino posterior.

Durante la toma de muestras de los peces blancos recolectados en el Lago de
Péatzcuaro (LP), Cultivo Intensivo (C) y Cultivo Extensivo (E), se tomaron datos del
sexo, peso y talla, asi como del peso y tamafio del intestino total (incluyendo digesta
e intestinos anterior y posterior) de cada pez recolectado y procesado (Anexo 2).
VII.1.2 Extraccion de ADN y analisis bioinforméatico

Se realizé la extraccion del ADN de muestras de digesta (24), intestino anterior (25) e
intestino posterior (25) de adultos de pez blanco Chirostoma estor de los tres
ambientes, mediante el método CTAB (Doyle y Doyle 1987) (Anexo 3).

Una vez realizada la extraccion de ADN, las distintas muestras se procesaron para
realizar la secuenciacion por lllumina Miniseq en el Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo (CIAD), Unidad Mazatlan. Los datos de la secuenciacion
se procesaron y analizaron por la metodologia presentada en el sub-apartado
“Bioinformatics” de “Materials & Methods” del primer articulo correspondiente a este
capitulo 1. Se realiz6 anotacion taxonomica de bacterias por la base de datos de
SILVA version 138.

VII.1.3 Analisis estadistico y prediccidon funcional por PICRUSt2

Se realizd un andlisis estadistico de los datos generados de la bioinformatica en
funcion de la alfa y beta diversidad, asi como de la presencia y abundancia
bacteriana en los niveles Phyla y géneros. Ademas, se realizo analisis de prediccion
de perfiles metabdlicos de los datos provenientes de la secuenciacién (gen RNAr

16S) usando la herramienta PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities
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by Reconstruction of Unobserved States 2). Todos estos andlisis se presentan de
forma mas amplia en el subapartado “Statistical analysis” y “Predictive functional
analysis by PICRUSt2” de “Materials & Methods” del primer articulo correspondiente

a este capitulo 1.

VII.2 Experimento de adicion de prebidticos y simbidticos

VII.2.1 Disefio experimental

El experimento se llevé a cabo en la planta de cultivo de pez blanco del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo (UMSNH) Morelia, México. Los peces blancos Chirostoma
estor (2,070 juveniles de 7 meses de edad) se adaptaron a condiciones
experimentales durante 2 semanas y se alimentaron con una dieta basal (Tabla 1)
durante el periodo de aclimatacion.

Tabla 1. Ingredientes que componen la dieta basal de Chirostoma estor.

Ingrediente (g/kg) Dieta basal
Fuentes de proteinas marinas® 423.11
Fuentes de proteinas solubles? 199.20
Aislado de proteina de soya 57.97
Aceite de canola 3.89
Almidén de maiz 251.00
BHT (antioxidante) 0.50
Lecitina de soya 19.30
Premezcla de vitaminas® 15.00
Goma arébiga 18.00
Alginato de sodio 2.00
Vitamina C* 3.40
Taurina 10.00
Colina® 3.00
Premezcla de microminerales® 15.00
Premezcla de macrominerales® 10.00

'Fuentes de proteinas marinas: Harina de pescado, harina de Kiill
’Fuentes de proteinas solubles: Albimina de huevo, suero de leche, caseinato de calcio
*Fuente de vitaminas y minerales proporcionados por: DSM Nutritional products
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Previo al inicio del experimento, se tom6 una muestra representativa de la poblacién
al 95% de confianza (324 peces) para determinar los datos de talla y peso. La talla y
peso promedio fueron de 9.2+1.0 cm y 5.6+1.8 g respectivamente (Anexo 4). De esta
poblacién de peces, algunos se tomaron para realizar estudios de composicion
proximal y otros para analizar microbiota inicial. Se distribuyeron 1,695 peces al azar
en tanques circulares con capacidad de ~7000 L (3 m didmetro x 1 m altura) en cinco
tratamientos (3 tanques/tratamiento; 113 peces/tanque) (Fig. 3). La distribucién de
los tanques de todos los tratamientos y sus réplicas se realizo al azar, se proporcioné
aireacion continua a cada tanque usando piedras aireadoras que estaban
conectadas a un compresor de aire central. Los siguientes parametros de calidad del
agua se midieron y registraron diariamente: la temperatura (°C) y el oxigeno disuelto
(mg/L). Durante el experimento, los peces se alimentaron manualmente ad libitum 6
veces al dia por 9 horas durante 12 semanas. Los peces fueron mantenidos a una
temperatura entre 16 y 24 °C, y una oxigenacion entre 3.70 y 4.98 mg/L. La limpieza
de los tanques se realizé cada 7-10 dias.

Dietas con suplementos alimenticios (prebiéticos
y simbioéticos) en C. estor en cautiverio

|
I I | I |

Testigo Inulina Pared celular Lactobacillus acidophilus L. acidophilus
(2%) (0.025%) (1X10%6 UFC/g) + Inulina +Pared celular
Duracion de experimento: No. de peces por tanque: Peso: 5.6 g (£1.8)
12 semanas 113 peces de 7 meses Talla: 9.2 cm (£1.0)

Figura 3. Esquema del disefio experimental y dosis de prebioticos y simbidticos
aplicados a las dietas de los peces blancos Chirostoma estor.
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VIl.2.2 Preparacion de las dietas

Antes de iniciar la preparacion de las distintas dietas, se realizaron los analisis
proximales de los ingredientes que la conforman, dichos analisis para la formulacion
de las dietas estan presentados en la tabla del Anexo 5.

En este experimento, se utilizé una dieta basal (tratamiento testigo, C) disefiada y
preparada en la planta de cultivo del pez blanco del IIAF de la UMSNH; dos
prebidticos: inulina (I) extraida de agave Agave tequilana (Transformacion e
Innovacion S.A. de C.V., yuxi) y pared celular (P) (rica en Mananooligosacaridos,
MOS; min. 22% y B-glucanos min. 24%) obtenida por autolisis de levadura
Saccharomyces cerevisiae (SafMannan®, Safmex S.A. de C.V.); una combinacién
simbidtica (synbiotics) de Lactobacillus acidophilus LA-14® + inulina (L+l); y una
combinacion simbidtica de L. acidophilus LA-14® + pared celular de Saccharomyces
cerevisiae constituida por MOS y B-glucanos marca SAFMANNAN® (L+P). L.
acidophilus se aplicé a la dieta basal como suplemento en forma de pellet (5 g/kg de
dieta) logrando una concentracién de 1x10° UFC/g al finalizar la preparacién de la
dieta. La inulina se agregé como suplemento a la dieta basal en una cantidad de 20
g/kg (2%). La pared celular también se adiciono a la dieta basal en una cantidad de
0.25 g/kg (0.025%). La combinacion simbidtica de L. acidophilus mas el respectivo
prebidtico (inulina o pared celular) se aplicaron en la misma cantidad que la agregada
por separado en la dieta correspondiente (1x10° UFC/g) (Table 1 subseccion
“‘Proximate composition analysis” de “Materials and Methods” del borrador del
segundo articulo cientifico referente a este capitulo 2). Todos los ingredientes de las
dietas de cada tratamiento, se mezclaron completamente y luego se pasaron por un
molino de carne marca “Hobart” para producir “churros” en frio (4 mm de diametro) y
se colocaron en un secador de aire forzado con una temperatura de entre 25y 30 °C
por 24 horas hasta obtener las dietas con aproximadamente un 10% de humedad.
Después del secador de aire forzado, los churros se llevaron a un molino y
manualmente se quebraron en pellets de tamafio adecuado para el consumo por los
peces (1-2 mm). Enseguida, los pellets se colocaron en bolsas plasticas selladas y
se almacenaron a -20 °C para su uso durante el experimento (metodologia seguida

por Akter et al., 2019). Una vez preparadas cada una de las dietas, se les realizé una
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prueba de la composicion proximal (Table 1 subseccion “Proximate composition
analysis” de “Materials and Methods” del borrador del segundo articulo cientifico
referente a este capitulo 2). Ademas, a las dietas de los tratamientos simbioticos
(Lactobacillus + inulina y Lactobacillus + pared celular) se les realizé pruebas
periodicas (1, 5, 9 y 12 semanas) de viabilidad de Lactobacillus (cultivo en agar MRS;
Man, Rogosa y Sharpe) con el fin de verificar si estas dietas experimentales
contenian bacterias probidticas (Tabla 2).

Tabla 2. Pruebas de viabilidad de L. acidophilus en los tratamientos simbiéticos
durante el experimento. Nota: Se realiz6 el cultivo de la dieta testigo como blanco y

no se encontré crecimiento bacteriano.

Tratamiento 12 semana 5% semana 92 semana 122 semana

L. acidophilus + 6 6 6 6
ol 2.45x10°UFC/g 2.1 x10°UFC/g 1.6 x10°UFC/g 1.3 x 10°UFCl/g
inulina

L. acidophilus + 5 5 5 5
2.65x10°UFC/g 2.2x10°UFC/g 1.8 x10°UFC/g 1.4 x 10°UFCl/g
pared celular

Testigo 0.0 UFC/g 0.0 UFC/g 0.0 UFC/g 0.0 UFC/g

VII.2.3 Colecta de muestras y analisis

Al final del experimento (12 semanas), 20 peces por tanque (3 réplicas) de cada
tratamiento fueron medidos y pesados individualmente. Inmediatamente, la cavidad
abdominal de cada pez fue disectada bajo condiciones asépticas, el intestino fue
extraido y colocado en tubos estériles con etanol al 96% y almacenado a 4 °C hasta
la extraccion de ADN. Todos los especimenes fueron tratados de acuerdo con la
Directiva 2010/63/UE para la experimentacion con animales y las directrices para el
alojamiento y cuidado de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos (2007/526/CE).

Durante el procesamiento de las muestras de peces blancos del experimento, se
tomaron datos del sexo, peso y talla del pez, peso y tamafio del intestino total, asi
como de peso del higado y uso de la muestra de cada pez recolectado y procesado
(Anexo 6).
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VII.2.4 Andlisis de composicidén proximal

De los peces procesados durante el muestreo, se tomaron tres peces por cada
réplica y se almacenaron a -20°C hasta que se realizé el andlisis de compaosicion
proximal. Los andlisis fueron realizados de acuerdo al método estandar de la
Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (Association of Official Analytical
Chemists, AOAC 2000). La humedad se determind secando las muestras por 12
horas en una estufa a 105 °C. El contenido en cenizas se estimo6 incinerando las
muestras (~1.0 g) en un horno de mufla a 550 °C durante 8 h. El contenido en lipidos
de las muestras (~1.0 g) se determiné por el método de extraccion Soxhlet. El
nitrégeno proteico (N x 6,25) se determind incinerando las muestras (~ 0.1 g) por el
método Dumas. Los resultados de estos andlisis estan en Table 2 subseccion
“Carcass composition” de “Results” del borrador del segundo articulo cientifico
referente a este capitulo 2).

VII.2.5 Rendimiento de crecimiento y tasa de supervivencia

Para evaluar el rendimiento de crecimiento de los peces y la utilizacién del alimento,
se calcularon los siguientes indices: longitud total (FBL, cm), peso final (FBW, Q),
ganancia de peso (WG, g) = (peso final - peso inicial), porcentaje ganancia de peso
(WGR,%) = 100 x [(peso final - peso inicial) / peso inicial], tasa de crecimiento
especifico (SGR) = 100 x [(In (peso final) — In (peso inicial) / dias], factor de condicién
(CF) = 100 x (peso, g) / (longitud total, cm)?, tasa de conversién alimenticia (FCR) =
ingesta de alimento (g) / ganancia de peso (g), eficiencia alimenticia (FE) = ganancia
de peso (g) / ingesta de alimento (g). Para calcular la tasa de supervivencia se utilizd
la siguiente ecuacion: supervivencia (%) = 100 x (numero final de peces / niumero
inicial de peces). Los resultados de estos analisis estdn en Table 3 subseccion
“Growth performance” de “Results” del borrador del segundo articulo cientifico
referente a este capitulo 2).

22

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS LANMDA



Evtrategia Metodolégica 1AF, UMSNH

VII.2.6 Extraccion de ADN y analisis bioinformatico

Se realiz6 extraccion del ADN de un numero representativo de muestras de intestino
de los cinco tratamientos (Testigo, 8; Inulina, 8; Pared celular, 9; Lactobacillus +
inulina, 8; Lactobacillus + pared celular, 9) mediante el método CTAB (Doyle y Doyle
1987) (Anexo 3).

Una vez realizada la extraccion de ADN, las distintas muestras se procesaron para
enviar y realizar la secuenciacion por lllumina Miniseq en el Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), Unidad Mazatlan. Los datos de la
secuenciacion se procesaron y analizaron por la metodologia presentada en el sub-
apartado “Bioinformatics” de “Materials and Methods” del segundo articulo
correspondiente a este capitulo 2. Se realiz6 la anotacion taxonémica de bacterias

mediante la base de datos SILVA version 138.

VII.2.7 Anédlisis estadistico y prediccion funcional por PICRUSt2

Se realizé un analisis estadistico de los datos generados del analisis bioinformatico
en funcion de la alfa y beta diversidad, asi como de la presencia y abundancia
bacteriana en los niveles Phyla y géneros. Ademas, se realiz6 un andlisis de
prediccion de perfiles metabdlicos de los datos provenientes de la secuenciacidn
(gen RNAr 16S), usando la herramienta PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States 2, Douglas et al. 2019). Todos
estos analisis se presentan de forma mas amplia en el subapartado “Statistical
analysis” y “Predictive functional analysis by PICRUSt2” de “Materials and Methods”

del segundo articulo correspondiente a este capitulo 2.
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CAPITULO 1

Microbiota intestinal de Chirostoma estor adulto en ambiente silvestre (Lago de

Patzcuaro) y ambientes de cultivo intensivo y extensivo.
Resumen
Los peces son el grupo mas diverso de vertebrados con distintas estructuras
anatOmicas y estrategias digestivas, por lo que se conocen diversos tipos de
interacciones entre el hospedero y su microbiota. Estudios en peces han demostrado
que las diferentes bacterias que componen la microbiota pueden contribuir o afectar
su desarrollo. En general, faltan estudios sobre los mecanismos digestivos y la
microbiota de peces agastricos de intestino corto, por lo que hay poca informacion
sobre el impacto que los cambios en la diversidad de la microbiota intestinal podrian
tener en la salud de estos peces. Para coadyuvar a este conocimiento, en el
presente capitulo se estudia el pez blanco del Lago de Patzcuaro Chirostoma estor
como un modelo biolégico agastrico y de intestino corto, con la finalidad de observar
la diversidad y el potencial metabdlico de su microbiota intestinal. Esta microbiota se
caracterizd6 usando secuenciacion de alto rendimiento de la region V3 del gen de
rRNA 16S. Se tomaron muestras de componentes intestinales (digesta, intestino
anterior y posterior) de peces de tres ambientes diferentes (silvestre Lago, cultivo
intensivo y cultivo extensivo). En los resultados destaca que la diversidad microbiana
intestinal es significativamente mayor en peces silvestres que en cultivados, lo que
sugiere una pérdida de diversidad cuando los peces se crian en entornos
controlados. Los Phyla bacterianos en estos ambientes fueron Firmicutes y
Proteobacteria, y dentro de estos, los géneros Mycoplasma, Staphylococcus,
Spiroplasma y Aeromonas fueron los mas abundantes. Aunque hubo variacion de la
microbiota entre ambientes, 133 OTUs fueron encontradas en todos los ambientes y
componentes intestinales, entre estos OTUs identificados destacan los géneros
Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomonas y Spiroplasma como parte de la core
microbiota C. estor. Estos resultados proporcionan por primera vez, informacion
sobre las bacterias presentes en un pez agastrico de intestino corto con potencial
acuicola-comercial.
Palabras clave: Microbiota intestinal, C. estor, ambientes, Lago, cultivo.
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Objetivos especificos capitulo 1
1. Evaluar el efecto del cambio de ambiente silvestre a condiciones de cultivo
controlado sobre la microbiota intestinal de peces adultos de Chirostoma
estor.
2. Definir la presencia de “core” microbiota en peces adultos de Chirostoma

estor.

CAPITULO 1
Titulo del articulo cientifico:
Loss of gut microbial diversity in the cultured, agastric fish, Mexican pike

silverside (Chirostoma estor: Atherinopsidae)

Trabajo publicado en la revista PeerJ.

Amillano-Cisneros JM, Hernandez-Rosas PT, Gomez-Gil B, Navarrete-Ramirez P,
Rios-Duran MG, Martinez-Chavez CC, Johnston-Monje D, Martinez-Palacios CA,
Raggi L. 2022. Loss of gut microbial diversity in the cultured, agastric fish, Mexican
pike silverside (Chirostoma estor: Atherinopsidae). PeerJ 10:e13052
http://doi.org/10.7717/peerj.13052

25

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS LANMDA



Submitted 28 September 2021
Accepted 12 February 2022
Published 7 March 2022

Corresponding author
Luciana Raggi,
luciana.raggi@umich.mx,
luciana.raggih@gmail.com

Academic editor
Khor Waiho

Additional Information and
Declarations can be found on
page 14

DOI 10.7717/peer;j.13052

© Copyright
2022 Amillano-Cisneros et al.

Distributed under
Creative Commons CC-BY 4.0

OPEN ACCESS

Loss of gut microbial diversity in
the cultured, agastric fish, Mexican
pike silverside (Chirostoma estor:
Atherinopsidae)

Jesus Mateo Amillano-Cisneros', Perla T. Herndndez-Rosas', Bruno Gomez-Gil?,

Pamela Navarrete-Ramirez'’, Maria Gisela Rios-Duran', Carlos Cristian
Martinez-Chévez', David Johnston-Monje*, Carlos Antonio Martinez-Palacios'
and Luciana Raggi'”’

! Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF), Universidad Michoacana de San Nicol4s de
Hidalgo, Morelia, Michoacan, Mexico

% Centro de Investigaciéon en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD), Mazatlén, Sinaloa, Mexico
? C4tedras-CONACYT, Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologfa, Mexico City, Mexico
*Max Planck Tandem Group in Plant Microbial Ecology, Universidad del Valle, Cali, Valle del Cauca,

Colombia

ABSTRACT

Teleost fish are the most diverse group of extant vertebrates and have varied digestive
anatomical structures and strategies, suggesting they also possess an array of different
host-microbiota interactions. Differences in fish gut microbiota have been shown to
affect host development, the process of gut colonization, and the outcomes of gene-
environment or immune system-microbiota interactions. There is generally a lack of
studies on the digestive mechanisms and microbiota of agastric short-intestine fish

however, meaning that we do not understand how changes in gut microbial diversity
might influence the health of these types of fish. To help fill these gaps in knowledge, we
decided to study the Mexican pike silverside (Chirostoma estor) which has a simplified
alimentary canal (agastric, short-intestine, 0.7 gut relative length) to observe the diver-
sity and metabolic potential of its intestinal microbiota. We characterized gut microbial
populations using high-throughput sequencing of the V3 region in bacterial 16S rRNA
genes while searching for population shifts resulting associated with fish development in
different environments and cultivation methods. Microbiota samples were taken from
the digesta, anterior and posterior intestine (the three different intestinal components)
of fish that grew wild in a lake, that were cultivated in indoor tanks, or that were

raised in outdoor ponds. Gut microbial diversity was significantly higher in wild fish
than in cultivated fish, suggesting a loss of diversity when fish are raised in controlled
environments. The most abundant phyla observed in these experiments were Firmicutes
and Proteobacteria, particularly of the genera Mycoplasma, Staphylococcus, Spiroplasma,
and Aeromonas. Of the 14,161 OTUs observed in this experiment, 133 were found in
all groups, and 17 of these, belonging to Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomonas, and
Spiroplasma genera, were found in all samples suggesting the existence of a core C. estor
microbiome. Functional metagenomic prediction of bacterial ecological functions

using PICRUSt2 suggested that different intestinal components select for functionally
distinct microbial populations with variation in pathways related to the metabolism
of amino acids, vitamins, cofactors, and energy. Our results provide, for the first time,
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information on the bacterial populations present in an agastric, short-gut teleost with
commercial potential and show that controlled cultivation of this fish reduces the
diversity of its intestinal microbiota.

Subjects Aquaculture, Fisheries and Fish Science, Biodiversity, Ecology, Microbiology
Keywords Environmental metagenomics, Microbe:higher organism interactions, Microbial
communities, Microbial ecology, Microbe-fish symbiosis

INTRODUCTION

Gut microbiota, defined as the collective community of microorganisms that inhabit the
intestine, are known to contribute to host physiology like digestion, nutrient absorption,
and immune system function, significantly impacting animal health, welfare, growth, and
behavior (reviewed by Douglas, 2019). In fish, the density, composition, and function of
intestinal microbial communities are influenced by internal and external factors, including
genotype, life stage, trophic level, diet, season, habitat (chemical and physical factors), sex,
and phylogeny (reviewed by Butt & Volkoff, 2019). It is estimated that the fish gut contains
between 107 and 10!! bacterial cells per gram of intestinal content, and these microbes
can be either residents or transients (Nayak, 2010; Navarrete et al., 2012). A total of about
145 different teleost fish species have been involved in microbiome studies, including the
zebrafish model and other important fish for commercial aquaculture (Perry et al., 2020).

Teleosts are the most diverse group of vertebrates, occupying many different
habitats, employing many varied feeding strategies, and possessing distinctive digestive
specializations/anatomical configurations, which has resulted in their having a wide array of
host-microbiota interactions (Lescak ¢ Milligan-Myhre, 2017). For example, some agastric
fish like cyprinids compensate for their lack of stomach-based acid digestion by increasing
the length of their intestines and presumably depend to a greater extent on microbial activity
to help break down their food (Manjakasy et al., 2009; Egerton et al., 2018). Little is known
about the microbiota of agastric short-intestine teleosts lacking a true stomach, except for
the zebrafish model species Danio rerio, which is an agastric short-intestine species of no
commercial value. The study of microbial community dynamics in both wild and controlled
environments studies is relatively simple with teleosts because in captivity, most fish species
develop rapidly and in high quantities (Lescak ¢ Milligan-Myhre, 2017). Such studies have
previously demonstrated that gut microbiome composition affects host development, the
process of microbiome colonization and succession, and gene-environment or immune
system-microbiota interactions (reviewed by Nayak, 2010; Butt & Volkoff, 2019). As omics
techniques (metagenomics, metatranscriptomics, metaproteomics, and metabolomics)
continue to be developed and improved, our ability to study the ecology and function of
fish microbiota is likewise evolving.

To help fill in the knowledge gap about the importance and function of agastric fish
gut microbiota, we propose studying the Mexican pike silverside, Chirostoma estor due to
its simplified digestive tract lacking a stomach and consisting instead of a short-intestine
that is only 0.7 the fish’s length (relative gut length - rgl) (Ross et al., 2006). The Mexican
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pike silverside has been described by the FAO of the United Nations, as a species with
high aquaculture potential due to its regional importance, low trophic level, and high
nutraceutical value (high docosahexaenoic acid (DHA) content) (Fonseca-Madrigal et
al., 2014; Martinez-Palacios et al., 2019; Martinez-Palacios et al., 2020). This teleost fish
consumes mostly zooplankton and insects, which are finely ground by chewing before
swallowing (Ross et al., 2006; Martinez-Palacios et al., 2019). Due to its simplified intestinal
configuration, we hypothesize that the Mexican pike silverside is likely to depend more
heavily on its gut microbiota for aid in digestion and nutrient absorption, compared to
teleosts with stomachs or more sophisticated digestive systems. If we are to successfully
develop methods of aquaculture for agastric fish such as the Mexican pike silverside, it will
be important to better understand how their intestinal microbiomes are established, how
these microbes influence their health and nutrition, and what conditions are necessary to
optimize the interactions between bacteria and host.

In this study, we analyze and compare the gut microbiomes of C. estor harvested from
a wild environment (Lake Patzcuaro), cultivated in indoor tanks, and raised in outdoor
ponds. DNA was extracted from each fish’s digesta, anterior intestine, and posterior
intestine, followed by amplification of the bacterial 16S and sequencing on the Illumina
Miniseq platform. To attempt predicting the metabolic activities associated with the
different gut bacterial populations, we used taxonomic information to estimate metabolic
functions.

MATERIALS & METHODS

Sample collection

Adult Chirostoma estor were collected from Lake Patzcuaro (LP), Mexico, in the spring of
2018 (March) (19°36'14"N, 101°37'56"W, 22 °C, altitude 2,040 masl, N = 13). In May of
the same year, cultured adult fish of similar size to those from the lake were also harvested
from fiberglass indoor tanks (tank culture = C) and outdoor earth ponds (extensive
culture = E) (N =20 and N =19, respectively) located in the aquaculture biotechnology
laboratory at Universidad Michoacana de San Nicolads de Hidalgo in Morelia, Michoacan,
Mexico (19°41'22"N, 101°14'56”"W, 23 °C, altitude 1,896 masl). Populations of intensively
cultured fish were established twenty years ago using stock from Lake Patzcuaro. Fish from
the laboratory were released into the outdoor earth ponds 8 months before sampling, and
are designated as E.

At harvest, individual fish from each environment were measured and weighed
(Table S1). Immediately after collection, the abdominal cavities of fish were dissected
under aseptic conditions, the intestines (guts) extracted and their contents (digesta =
D) were gently squeezed out and placed into sterile tubes with 96% ethanol. The guts of
C. estor consist of a short intestine with a single loop in the midgut (Fig. S1), and were
divided into two sections (anterior = A, and posterior = P gut) and placed in sterile tubes
containing 96% ethanol and stored at 4 °C until later DNA extraction. All specimens were
treated following EU Directives 2010/63/EU for animal experimentation and 2007/526/EC
accommodation and care of animals used for experimental and other scientific purposes.
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DNA extraction and sequencing

Metagenomic DNA of fish intestines (D, A, and P) from the 3 different populations was
extracted with a modified CTAB extraction protocol (Doyle ¢» Doyle, 1987) by adding
lysozyme (100 mg/mL), proteinase k (20 mg/mL), lithium chloride (5M), and sodium
acetate (3 M, pH 5.2) to the extraction buffer. After DNA extraction, the V3 variable region
of the 16S rRNA gene was PCR-amplified with the primer pair V3-338f and V3-533r (Huse
et al., 2008). PCR products were paired-sequenced (300 cycles, 2X150) on an Illumina
Miniseq, following Illumina standard protocol at Centro de Investigacion en Alimentacién
y Desarrollo, A.C. (CIAD), Mazatlan, Sinaloa, Mexico.

Bioinformatics

All amplicon sequence data derived from this work was submitted to NCBI Sequence
Read Archive (SRA) (SRX11596261 to SRX11596334) under BioProject accession ID:
PRINA750495. After demultiplexing, CIAD sent back data as FastQ files which were
preprocessed with PrinSeq (Schmieder ¢ Edwards, 2011). Reads were then assembled
and quality filtered with Flash v.1.2.7 software (Magoc ¢» Salzberg, 2011), and VSEARCH
(Rognes et al., 2016) was used for further processing, obtaining an abundance matrix

of bacterial OTUs (operational taxonomic units clusterized at 97% identity) that was
normalized using the metagenomeSeq method (McMurdie & Holmes, 2014). Taxonomic
annotation was performed using VSEARCH (Rognes et al., 2016) against the SILVA138
database (Quast et al., 2013). The abundance matrix at the genus taxonomic level was
used to calculate Good’s coverage and alpha diversity indexes (i.e., Chao 1 and Shannon
indexes), which were estimated using the R Phyloseq library (McMurdie ¢» Holmes, 2013).
The genus-level abundance matrix was normalized using the metagenomeSeq method
(McMurdie & Holmes, 2014), and the beta diversity distance matrix was calculated using
Bray-Curtis dissimilarity. Beta diversity distance matrices were visualized with Non-metric
Multidimensional Scaling plots (NMDS) of bacterial data grouped by environments
and intestinal components, while ordination was based on between-sample dissimilarities
calculated by Bray-Curtis distance and 999 permutations using library vegan 2.5-6 (Oksanen
et al., 2019) in R software (R Core Team, 2013).

Although many groups define a core microbiome as those microbes with 100%
occupancy across all samples (Turnbaugh et al., 2007), we considered (like other
researchers) that a more relaxed threshold of greater than 80% occupancy would allow us
to include more physiologically important bacteria in our analysis (Baldo et al., 2015; do
Vale-Pereira et al., 2017; Sweet ¢ Bulling, 2017; Rimoldi et al., 2019). Core microbiota was
identified at the level of the genus when OTUs were present in at least 80% of samples per
defined group (LP, C, E, D, A, and P) and at the level of OTU when present in at least one
sample of each group (DLP, ALP, PLP, DC, AC, PC, DE, AE, PE). To compare microbiota
between environments or digestive components, data was visualized with Venn diagrams
(Chen & Boutros, 2011), in UpSet plots made with the package UpSetR (Conway, Lex ¢
Gehlenborg, 2017).
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Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software (R Core Team, 2013) and R
library vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019). Alpha diversity and relative abundance data
were tested for normality and homoscedasticity by Shapiro-Wilk’s and Bartlett’s tests,
respectively. Data sets grouped by intestinal component (Digesta, Anterior, and Posterior
gut) or environment (Lake Patzcuaro, Intensive Culture, and Extensive Culture) were
found to not be normally distributed. To compare beta diversity, environmental and
intestinal component groups were statistically analyzed using non-metric dimensional
scaling (NMDS) based on Bray-Curtis distances (Bray ¢ Curtis, 1957), Analysis of
Similarities (ANOSIM), as well as Adonis tests (Permutational Multivariate Analysis
of Variance, PERMANOVA) using the Bray-Curtis index at 999 permutations. The
number of reads across samples was normalized by sample size, and each taxon’s relative
abundance (%) was calculated. Although results were generated for each taxonomic
level, only Phylum and Genus levels are shown. Only taxa with the highest relative
abundance were considered for statistical analysis, totaling 10 for phylum and 20 for
genus. Phylum and genus abundance data were not normally distributed. Non-normal
data were analyzed using nonparametric Kruskal-Wallis followed by Mann-Witney-
Wilcoxon’s post hoc tests with statistical significance set at p < 0.05. Additional analysis
to detect differential abundance was performed using the Linear discriminant analysis
Effect Size (LEfSe) method (Segata et al., 2011) integrated within the Galaxy framework
(https:/huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/). In particular, the non-parametric Kruskal-
Wallis sum-rank test was used to detect differentially abundant taxa, while Linear
Discriminant Analysis (LDA) was used to estimate the effect size.

Predictive functional analysis by PICRUSt2

The functional metabolic profiles of 16S rDNA data were predicted using the Phylogenetic
Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States 2 (PICRUSt2)
v2.3.0 beta software that uses HMMER (http:/www.hmmer.org) to place OTUs into a
reference phylogeny, followed by the castor R package to predict gene family abundances
using hidden-state prediction. Pathway abundances are inferred based on the predicted
sample functional profiles linked to pathway reactions using a modified version of
MinPath (Douglas et al., 2019). Pathway abundance was then inferred using KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes) (pathway_pipeline.py).

The output file (path_abun_unstrat_descrip.tsv) of predicted pathway abundance was
loaded to R software (R Core Team, 2013). The 60 most abundant functional pathways
(taking into account the total average of the samples) were visualized using a heatmap
created by the ComplexHeatmap package in R (Gu, Eils & Schlesner, 2016). To determine
specific differences between each of the predicted paths, the output file of PICRUSt2
(path_abun_unstrat_descrip.tsv) was loaded into the MEGANS5 package (Huson et al.,
2016) which allowed us to define the metabolic categories predicted in these bacteria. These
metabolic predictions were then analyzed using STAMP (statistical analysis of taxonomic
and functional profiles) (Parks et al., 2014) software to further interrogate all predicted
functional datasets and produce graphical depictions of key functional pathways. To
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contrast group metabolic predictions by environment (LP-C-E) and intestinal component
(D-A-P) samples were compared using an ANOVA and Tukey-Kramer test. Pathways with
a p-value < 0.05 were considered to be statistically significant. For paired analysis of all
nine metabolic predictions (DLP, ALP, PLP, DC, AC, PC, DE, AE, PE) simultaneously,
environmental and intestinal components were compared using a two-sided Welch’s ¢ -test.
Pathways with a p-value < 0.05 were considered to be statistically significant.

RESULTS

Bacterial diversity in the gut of C. estor

The bacterial community profile found in C. estor gut is highly variable from individual to
individual, especially at the level of genus (Fig. 1A). At the level of phylum (Fig. 1B;
Table S2) most samples contained Firmicutes (56.27% = 4.28) and Proteobacteria
(28.68% = 3.47), of which the two most abundant classes were Gammaproteobacteria
(24.35% =+ 3.16) and Alphaproteobacteria (4.33% =+ 1.25). Other common phyla
were Cyanobacteria (4.69% =+ 1.57), Actinobacteriota (3.51% = 1.35), Bacteroidota
(1.78% = 0.37), Desulfobacterota (1.43% = 0.44), Fusobacteriota (1.39% = 1.05),
Planctomycetota (0.97% = 0.40), Verrucomicrobia (0.38% = 0.10) and Acidobacteriota
(0.29% = 0.16).

Of the 1,207 annotated genera (Fig. 1A; Table 1), the most abundant bacterial genera
observed within individual fish included Mycoplasma (19.95% =+ 4.11), Staphylococcus
(10.90% = 3.30), Spiroplasma (10.23% =+ 2.80), Aeromonas (7.51% = 1.87), Pseudomonas
(6.11% = 1.86), Planomicrobium (4.75% = 1.90), Clostridium (4.67% = 1.32), Foliisarcina
(2.37% = 1.36) and Cutibacterium (2.16% =+ 1.25). At the genus level, all digesta and
Lake Patzcuaro samples contained significantly less Mycoplasma spp. than other intestinal
components or environments (Table 1). Other differences were observed in the abundance
of Clostridium, Romboutsia, Prochlorococcus, Acinetobacter, Cetobacterium, Anaerobacter,
Flavobacterium, Methylobacterium-Methylorubrum, and Dongia within lake samples, while
Staphylococcus was most abundant in the intensive culture and Planomicrobium, Erwinia,
and Dechloromonas were most abundant in the extensive culture (Table 1).

Alpha-diversity varied considerably but not significantly by both environment and
intestinal compartment, except for the Shannon index of fish digesta from Lake Patzcuaro
(LP) which was significantly higher than the Shannon index of digesta from cultivated fish
(p = 0.021) (Fig. 1C; Table S3). Bacterial diversity and Shannon index values from Lake
Patzcuaro samples were significantly higher (p = 0.00477) than those of fish from tank
cultures or outdoor ponds (Table S3).

Environmental influence on microbial communities

NMDS of the gut microbiota in fish from different environments (Fig. 2A) revealed a
nearly separate cluster of the LP samples concerning the other two environments (C and
E), the latter which largely overlapped instead. These observed differences were statistically
supported by ANOSIM: R=0.3119, p = 0.001 (Fig. 2A; Table S4), and PERMANOVA
(Table S4). Repeating this analysis with data from the intestinal components showed
complete overlapping of the three different groups (Fig. 2B), which surprisingly appeared to
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Figure 1 Gut microbiota diversity. (A) Normalized profiles of bacterial genera in fish guts. (B) Normal-
ized profiles of bacterial phyla in fish guts. Legends display only the most abundant genera phyla (with
Proteobacteria classes). (C) Shannon diversity index of gut bacteria grouped by environments intestinal
components, calculated using OTU data. Asterisk indicates the significant (p < 0.05) statistical difference
between digesta from Lake Patzcuaro (DLP) and digesta from intensive culture (DC).

Full-size Gal DOI: 10.7717/peerj.13052/fig-1

be significantly different from each other judging by ANOSIM (R-value 0f 0.06763, p =0.004
(Fig. 2B; Table S5)). PERMANOVA supported this result, showing a significant difference
between digesta and anterior gut with an F value of 2.2341, p =0.001 (Table S5). ANOSIM
and PERMANOVA analyses were stratified by intestinal component or environment,

Amillano-Cisneros et al. (2022), PeerdJ, DOI 10.7717/peerj.13052 7/20


https://peerj.com
https://doi.org/10.7717/peerj.13052/fig-1
http://dx.doi.org/10.7717/peerj.13052#supp-5
http://dx.doi.org/10.7717/peerj.13052#supp-5
http://dx.doi.org/10.7717/peerj.13052

Peer

Table 1 Total mean relative abundance (%) (first column) + SE, and mean relative abundance =+ SE of the 20 most prevalent genera found in
guts from different environments. Data of digesta, D; anterior intestine, A; and posterior intestine, P of pike silverside in the three environments
(Lake Patzcuaro, LP; Intensive Culture, C; Extensive Culture, E). Statistical comparisons were performed separately by intestinal components (D, A,
P) and environments (LP, C, E). Different letters indicate statistical significance between taxonomic group abundance in a row (p < 0.05).

Genus Total Intestinal component Environment
abundance
(N=74)

D (N =24) A (N =25) P (N =25) LP (N =24) C (N =26) E(N =24)
Mycoplasma 19.95 £ 4.11 1.55+ 1.11 B 35.88 +8.59 A 21.68 £7.25A 717 £ 3.87b 19.94 £ 6.45 ab 32.76 £9.31a
Staphylococcus 10.9 £ 3.30 18.08 £ 7.28 4.64 + 3.98 10.28 £5.44 0.09 £0.03b 30.71 £ 8.14a 0.25+0.21b
Spiroplasma 10.23 £ 2.80 5.49 + 1.79 10.67 £ 5.31 14.35 £ 6.15 11.68 £ 5.47 14.48 £ 6.01 4.18 +1.29
Aeromonas 7.51 & 1.87 10.62 £ 4.18 6.96 + 3.23 5.08 &+ 2.09 11.59 £ 3.88 4.72 £2.25 6.44 + 3.48
Pseudomonas 6.11 +1.86 6.31 +£3.55 3.93 £ 1.46 8.10 £ 4.14 1.86 +0.89 7.56 £ 3.36 8.79 £4.32
Planomicrobium 4.75+1.90 11.03 £ 5.09 0.25 £ 0.21 3.23+2.44 0.02+0.01b 0.05+0.04b 14.57 £5.39a
Clostridium 4.67 £1.32 418 +£1.79 6.88 +£2.94 2.924+1.95 13.77+3.42a  0.08 £0.06 ¢ 0.53+0.28b
Foliisarcina 2.37 £1.36 4.55+3.63 0.21 £0.13 244 +£2.01 0.224+0.10b 6.53 +3.77 ab 0.02£0.0lc
Cutibacterium 2.16 = 1.25 4.49 +3.77 1.23 £0.70 0.87 £ 0.53 221£0.77b 0.63+0.49 ¢ 3.78+3.78a
Romboutsia 2.06 + 0.62 2.68 + 1.31 232+ 1.11 1.21 £ 0.77 541+ 1.60a 0.03£0.01b 0.92£0.67b
Prochlorococcus 1.43 £0.70 3.34 +2.00 0.95+0.71 0.08 + 0.03 425+2.07a 0.01 £0.01b 0.14 £ 0.08 b
Acinetobacter 1.37 £ 0.34 0.59 +0.14 1.41 +0.43 2.09 + 0.89 2.66 +0.92 a 0.68 £0.27b 0.83£0.33b
Cetobacterium 1.37 £ 1.05 0.32 +£0.16 0.43 + 0.40 3.32 +£3.07 4.05+320a 0.11£+0.10b 0.04 £0.03b
Anaerobacter 1.17 £ 0.35 1.07 £ 0.62 1.67 £+ 0.69 0.77 £ 0.50 3494+092a 0.01 £0.01c¢ 0.11+£0.05b
Erwinia 0.98 £ 0.70 2.50 £ 2.16 0.18 £0.13 0.33 £ 0.20 0.02+0.01 ¢ 0.14 £ 0.12 be 2.86 £ 2.15a
Flavobacterium 0.91 +£0.31 1.50 +0.82 0.53 +£0.17 0.73 £ 0.45 2.53+0.87a 0.07 £ 0.05¢ 0.20 £0.08b
Dechloromonas 0.89 + 0.49 1.14 £ 0.94 1.48 £ 1.15 0.05 £ 0.03 0.01+0.01b 0.01£0.01b 272+ 147a
Methylobacterium-  0.73 £ 0.62 0.02 +0.01 0.12 +0.05 2.024+1.83 208+ 191a 0.09 £0.07 b 0.08 £0.05b
Methylorubrum
Dongia 0.71 £ 0.37 1.04 +0.84 0.98 £0.72 0.12 £+ 0.06 2.17 £ 1.08a 0.01 £0.00b 0.01 £0.01b
Desulfomicrobium 0.66 + 0.35 0.58 £ 0.41 0.53 £ 0.50 0.88 + 0.85 1.99 £ 1.06a 0.00 £ 0.00 b 0.06 £ 0.03 a

showing differences in digesta taken from fish harvested from the three environments
(DLP, DC, and DE), differences in anterior guts from fish harvested in ALP vs AC and
AE, while in the posterior gut, there was a significant difference only between PLP vs PE

(Table S5).

Core microbiota analysis
Analysis to determine the core microbiota suggested that the genera Mycoplasma,

Spiroplasma, Aeromonas, Pseudomonas, and Acinetobacter were present in all intestinal
components of fish harvested from in all three environments (Fig. 3A). In addition
to the aforementioned core genera, digesta samples from all three environments also
contained Vibrio and Bacillus (Fig. 3B); all anterior intestine samples contained Mycoplasma,
Staphylococcus, Spiroplasma, Aeromonas, Pseudomonas, Acinetobacter, Vibrio, and Weissella
genera (Fig. 3C), while posterior intestine samples contained Mycoplasma, Spiroplasma,
Aeromonas, Pseudomonas and Acinetobacter genera (Fig. 3D).

An UpSet plot was made to show OTUs (summed across replicates in 9 different groups)
shared between the different environments and intestinal components (Fig. 3E). There was
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Figure 2 Beta diversity analysis. Nonmetric multidimensional scaling (NMDS) plot of the Bray—Curtis
beta-diversity from C. estor microbiota profiles, estimated from the OTU abundance matrix. The two
groupings were by environment (A) and by intestinal component (B).
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Figure 3 Core microbiota amongst different environmental groups. (A) Core microbiota were defined
at the level of genera as present in at least 80% of the samples of a group. All three environments (LP, Lake
Patzcuaro; C, Intensive Culture; E, Extensive Culture) shared five genera regardless of the intestinal com-
partment (5/36 genera). (B) In samples of digesta, there were six core bacterial genera (6/89 genera). (C)
In samples of the fish anterior intestine, there were eight genera shared between environments (8/69 gen-
era). (D) In samples of the fish posterior intestine, there were five genera shared between environments
(5/49 genera). (E) An UpSet plot based on the presence/absence of OTUs after summing up across repli-
cates. Presence means OTUs occurred in at least one sample of each group (DC, digesta of intensive cul-
ture; PC, posterior intestine of intensive culture; DLP, digesta of Lake Patzcuaro; PLP, posterior intestine
of Lake Patzcuaro; ALP, anterior intestine of Lake Patzcuaro; AE, anterior intestine of extensive culture;
PE, posterior intestine of extensive culture; DE, digesta of extensive culture; AC, anterior intestine of in-
tensive culture). The set size of each group is plotted in horizontal bars (in blue). Bars show the number of
OTUs present uniquely in a specified group and dark circles while connecting bars indicate shared OTUs
between multiple samples.

Full-size G4l DOI: 10.7717/peerj.13052/fig-3

atotal of 133 OTUs (Fig. 3E), of which only 42 were annotated to the level of genus using the
SILVA database (Table S6). The two other UpSet plots show the core microbiota consisting
of 4 different genera (Acinetobacter, Aeromonas, Pseudomona s, and Spiroplasma), as well
as one OTU which was present in more than 80% of all the samples (Fig. S2).
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Figure 4 Genera prevalence deduced by LEfSe analysis. Significant differences in the relative abundance
of microbial phyla and genera by environment group (Lake Patzcuaro, LP; Intensive culture, C; Extensive
culture, E). (A-C) Differences in phylum abundance between LP & C, LP & E, and C & E. (D-F) Differ-
ences in genus abundance between LP & C, LP & E, and C & E. Statistical significance of LDA effect size

was evaluated in the Kruskal-Wallis test with p-value cutoff = 0.05.
Full-size Gl DOI: 10.7717/peer;j.13052/fig-4

Differential abundance of taxonomic groups
A total of 11 phyla and 48 genera were present in different samples, with significant
taxonomic variation when comparing LP vs C, LP vs E, and C vs E (Fig. 4).
LEfSe analysis showed that fish present in the LP environment had a greater diversity
of phyla than fish grown in C (7 vs 2) or E (4 vs 1) and that in general, fish grown in the
E environment had a greater diversity of phyla than fish grown in the C environment (2
vs 1) (Figs. 4A, 4B and 4C). Zooming into the level of genus, there were 17 and 15 genera
that were more highly abundant in LP than in C (4) or E (7) groups, respectively (Figs. 4D
and 4F). The comparison between C or E fish microbiota suggests that only 4 or 5 genera

were abundant in each (Fig. 4F).
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Figure 5 Heatmap and dendrogram of KOs pathways in nine different groups. Prediction by PICRUSt2
is shown at KEGG’s first level. AE, anterior intestine/extensive culture; ALP, anterior intestine/Lake
Patzcuaro; PLP, posterior intestine/Lake Patzcuaro; PC, posterior intestine/intensive culture; PE, posterior
intestine/extensive culture; DLP, digesta/Lake Patzcuaro; DC, digesta/intensive culture; AC, anterior
intestine/intensive culture; DE, digesta/extensive culture.
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Functional metabolic prediction using PICRUSt2

A total of 440 functional pathways were predicted for the 74 different samples (from all
components and environments) that were analyzed. Of these, the 60 most abundant and
with statistical differences between samples were re-analyzed, with metabolic predictions
shown in Fig. S3. It was predicted that certain metabolic pathways would be over-
represented in digesta samples relative to others (DLP, D, and DE). The majority of
the functional KO pathways predicted to occur in all 9 groups belonged to four main
categories: (i) Metabolism, (ii) Genetic Information Processing, (iii) Environmental
Information Processing, and (iv) Cellular Processes (Fig. 5).

Within these predicted metabolic pathways, genes associated with the metabolism
of energy, cofactors, vitamins, nucleotides, carbohydrates, and amino acids were
overrepresented in cultured anterior intestines and digesta samples harvested from all
environments (DLP, DC, AC, and DE) (Fig. 5). Predicted differences in metabolic pathways
and their regulation are shown in Figs. 53 and 54.

DISCUSSION

Gut microbiota has the potential to influence the health and welfare of fish raised

in commercial aquaculture, making it important to understand what factors may
influence microbiome diversity. Hypothesizing that captive conditions would alter the
gut microbiome of the Mexican pike silverside, we compared the microbiota in wild fish
to those raised in captivity. We characterized the microbiota found in the digesta and
intestines of C. estor collected from different environments using high-throughput DNA
sequencing.
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The most abundant bacterial phyla in C. estor guts harvested from all three environments
were Proteobacteria and Firmicutes, which are both common and abundant in most fish
species (Egerton et al., 2018). Despite numerous published studies on fish microbiomes,
few publications report their results at the genus level as we have here in the current
study. In agreement with other freshwater teleosts, the following genera were abundant in
many of our samples: Propionibacterium (or Cutibacterium), Staphylococcus, Clostridium,
Flavobacterium, Cetobacterium, Pseudomonas, Romboutsia, Spiroplasma, Vibrio, Aeromonas,
and Mycoplasma (e.g., Roeselers et al., 2011; Gajardo et al., 2016; do Vale-Pereira et al., 2017;
Rimoldi et al., 2019; Ruzauskas et al., 2021). Although it is hard to predict physiological
roles for these microbes, some bacteria of the genera Staphylococcus, Vibrio, and Aeromonas
can be opportunistic pathogens, while others have been used as probiotics in fish diets
promoting positive immune and growth responses (Austin et al., 1995; Taoka et al., 2006;
Pieters et al., 2008; Abd El-Rhman, Khattab & Shalaby, 2009; Korkea-aho et al., 2012; Gao
et al., 2016; Qi et al., 2020; Tran et al., 2020). Undibacterium spp. was abundant in wild
C. estor, and has also been isolated from zebrafish (Danio rerio) and Korean shiner
(Coreoleuciscus splendidus) (Kdampfer et al., 2016; Lee et al., 2019). Wild C. estor contained
abundant Anaerobacter, Methylobacterium-Methylorubrum, and Hyphomicrobium, and
while their influence on fish physiology is unknown, they are also known to be abundant
in other aquatic organisms such as coral (Maire et al., 2021).

Interestingly, our results suggest that the microbiota of C. estor is very similar to that
of other freshwater omnivorous fish (Sullam et al., 2012), containing both high levels of
Actinobacteria while lacking Bacteroidetes. C estor also contained a high relative abundance
of Firmicutes and Cyanobacteria, a low relative abundance of Proteobacteria, and an
absence of Enterobacteriales which are strongly characteristic of herbivorous marine fish
(Sullam et al., 2012). These particularities of the C. estor microbiome might be diagnostic
for a fish with a specialized zooplanktonic and planktonic diet and may be linked to its
specialized form of agastric digestion.

C. estor gut samples had high inter-individual variability (Figs. 1A and 1B), which
could reflect the stochastic instability of microbial diversity in the rapidly changing
environment of the short C. estor intestine. Despite this high variability, we were able to
predict the existence of a core microbiome in C. estor (Figs. 3A-3D and Fig. S2 above).
Core microbiota included 4 genera and 133 OTUs, which is a number similar to the core
microbiota for other fish species (Dehler, Secombes ¢» Martin, 2017; Rimoldi et al., 2019).

Most significantly, the diverse bacterial genera observed exclusively in Lake grown fish
samples (24 genera and 166 OTUs), suggests that fish grown in captivity lose some of
their microbial diversity. Future experiments will be required to study the impact that
this loss of bacterial diversity might have on fish digestion, health, and growth. Similar to
other published experiments and aiming to find bacteria with probiotic potential, such
experiments might include transplanting of microbial consortia or cross inoculation with
individual strains isolated from the intestines of wild fish, farmed fish, or autochthonous
aquatic microbial communities (Robertson et al., 2000; Wang & Xu, 2006; Abd El-Rhman,
Khattab & Shalaby, 2009; Essa et al., 2010; Korkea-aho et al., 2012; Dias et al., 2018; Li et al.,
2019; Mohammadian et al., 2019; Mukherjee, Chandra ¢ Ghosh, 2019; Xia et al., 2020).
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Identification of a core microbiota and the results of the differential abundance analysis
(LEfSe) showed that samples from Lake Patzcuaro had higher prevalent and abundant
genera compared to fish samples from Intensive and Extensive Cultures. This could be
explained by the zooplanktonic feeding habits of the species (Martinez-Palacios et al., 2007)
and the greater variety of food items found in the wild. Our results are in line with the
previously published theory that a wild environment is a greater source of bacterial diversity
than a controlled environment (Dehler, Secombes ¢» Martin, 2017).

Bacterial diversity seemed to be higher in the anterior vs the posterior intestine (8
vs. 5 core genera), which could be related to differences in digestive physiology (pH)
along the digestive canal as has been reported previously (Martinez-Palacios et al., 2002).
Nevertheless, individual gut components didn’t develop significantly distinct microbial
communities (Fig. 2B), explained perhaps by the constant turnover of intestinal contents
in fish that feed very frequently.

Prediction of differential microbiome metabolic potential using PICRUSt2 suggested
that genes associated with amino acid, vitamins and cofactors, and energy metabolic
pathways would be over-represented in certain compartments of the digestive system
in C. estor, implying (as also observed by others for other fish species) a link between
microbial diversity and fish physiological function (Geraylou et al., 20125 Li et al., 2017,
Agus, Planchais & Sokol, 2018). It is important to remember that results from PICRUSt2
are only bioinformatic predictions based on the taxonomy of 16S rRNA genes and should
be interpreted with caution. It will be important to follow up our experiment with more
in-depth functional studies such as metatranscriptomics, metabolomics, and microbiome
transplantation to validate predictions about microbiota functionality in this fish species.

CONCLUSIONS

This is the first study on the Mexican pike silverside Chirostoma estor (a short-gut agastric
model) to employ high-throughput sequencing of 16S rRNA genes to define the diversity of
intestinal bacteria while attempting to predict their function. Microbial diversity was lowest
in fish cultured in fiberglass tanks, intermediate in fish cultured in earth ponds, and highest
in wild fish. These results suggest that husbandry can influence Mexican pike silverside
microbiota, with possible implications for its commercial aquaculture. Restoration or
optimization of lost intestinal microbiota, perhaps through autochthonous probiotic diet
supplementation, may become a technology to promote better growth and health of captive
fish in the future.

Microbial profiles showed high inter-individual variation that could be due to the
dynamic nature of this fish’s digestive tract. Finally, a core microbiota was identified in
C. estor, although few of the genera identified were similar to those of other fish species.
Compared to other fish species, this agastric short-intestine fish also possesses a unique
digestive microbiota. The development of culturing methods of similar agastric fish with
aquaculture potential such as anchovies, sardines, other atherinopsids, and hemyranphids
may benefit from this intestinal microbiome data on the model agastric fish Chirostorma
estor.
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CAPITULO 2
Efectos de prebiodticos y simbidticos sobre el crecimiento y la microbiota
intestinal de juveniles de Chirostoma estor en cautiverio.
Resumen
En la piscicultura comercial, se considera importante mantener el bienestar de los
organismos a través de una dieta apropiada. Una alternativa viable para desarrollar
un cultivo adecuado es el uso de suplementos prebioticos y probidticos aplicados de
forma separada o junta como simbidtico (del inglés synbiotics), siendo la segunda
opcion la que frecuentemente genera resultados sinérgicos en términos de mejorar
las condiciones de cultivo. En este capitulo se investiga los efectos de los prebidticos
y simbioticos sobre el crecimiento y la microbiota intestinal de Chirostoma estor en
etapa juvenil. Peces con un peso y una longitud total promedio de 5.6£1.8 g y
9.24+1.0 cm, respectivamente, fueron alimentados durante 12 semanas, con una dieta
testigo (sin suplementos) (dieta 1); una dieta con prebidtico inulina de Agave
tequilana al 2% (dieta 2), una dieta con prebidtico pared celular de levadura
Saccharomyces cerevisiae al 0.025% (dieta 3), una dieta adicionada con simbidticos
(probiético Lactobacillus acidophilus 1x10° UFC/g de alimento + prebiético inulina)
(dieta 4) y otra dieta con simbioticos (probiético L. acidophilus + prebidtico pared
celular) (dieta 5). En los resultados muestran que el crecimiento (en términos de
longitud y peso final) y el factor de condiciébn mejoraron significativamente en los dos
tratamientos simbidticos (p < 0.05), seguido del prebidtico pared celular. En el
analisis de la microbiota, se observa que existe modulacién de la microbiota
intestinal, donde la abundancia de las bacterias é&cido lacticas Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus y Weissella incrementdé de forma significativa con la
aplicaciéon de los simbioticos y el prebibtico inulina, en comparacién con los
tratamientos testigo y prebidtico pared celular. Ademas, se defini6 una “core”
microbiota que esta representada por nueve géneros: Bacillus, Citrobacter,
Cutibacterium, Lactobacillus, Pseudomonas, Spiroplasma, Stenotrophomonas,
Streptococcus y Thermogemmatispora. El analisis de relacion entre microbiota-
crecimiento, determind claramente una relacion entre el género Lactobacillus y los
valores del crecimiento, con una agrupacion hacia los tratamientos simbiéticos. Por lo
tanto, Lactobacillus podria influir en el rendimiento del crecimiento de C. estor
cuando se adiciona en sinergia con inulina y prebidticos de pared celular.
Palabras clave: C. estor, simbiéticos, prebiéticos, crecimiento, microbiota intestinal.

26

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS LANMDA



Capitule 2 IAF, UMSNH

Objetivos especificos capitulo 2

1. Determinar el efecto de la adicién dietética de prebibticos y simbidticos
sobre el crecimiento de peces juveniles de Chirostoma estor.

2. Evaluar el efecto de prebidticos y simbidticos sobre la microbiota intestinal
de peces juveniles de Chirostoma estor.

3. Determinar si existe una core microbiota en peces juveniles de Chirostoma
estor alimentados con dietas adicionadas con prebioticos y simbidticos.

4. Relacionar la microbiota con los parametros del crecimiento en peces

juveniles de Chirostoma estor alimentados con prebidticos y simbidticos.

CAPITULO 2
Titulo del articulo cientifico:
Prebiotics and synbiotics on gut microbiota modulation and growth

performance of juvenile pike silverside (Chirostoma estor Jordan, 1880)

Trabajo en borrador para ser revisado por los autores. Se pretende enviar a la revista

Aquaculture.
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Abstract

In commercial fish farming, it is considered essential to maintain the welfare of the organisms
through a nutritionally adequate diet. A viable alternative to develop an optimal culture is the
use of prebiotic and probiotic supplements applied separately and together as a synbiotic,
which frequently generate synergistic results in terms of improved culture conditions.
Particularly in endemic species with aquaculture potential, the experimental application of
these dietary supplements can be a key factor for successful development under controlled
conditions. This study investigated the effects of prebiotics and synbiotics on carcass body,
growth and intestinal microbiota in juvenile pike silverside Chirostoma estor. A total of 1,695
fish with an average initial weight and total length of 5.6 g +1.8 and 9.2 cm £1.0, respectively
were fed diets containing 0% prebiotic and 0% probiotic (control), 2% diet of inulin from
Agave tequilana and 0.025% diet of cell wall from yeast Saccharomyces cerevisiae
(prebiotics), Lactobacillus acidophilus 10: CFU g* + inulin and L. acidophilus + cell wall
(synbiotics) diets for 12 weeks. Results in carcass composition indicated that protein value
was significantly higher in control and Lactobacillus acidophilus + cell wall treatments
compared than the rest of the diets, whereas lipid value was higher in the cell wall diet. In
growth parameters results, the final body length and weight, weight gain, weight gain rate,
specific growth rate and condition factor were significantly improved by the synbiotics diets
(p < 0.05), followed by the cell wall prebiotic. Also, is evident the modulation of the intestinal
microbiota, where the abundance of the lactic acid bacteria (LAB) genera Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus and Weissella were statistically increased with the application of
these synbiotic supplements compared to the control and prebiotics treatments. A core gut
microbiota represented by nine genera was defined: Bacillus, Citrobacter, Cutibacterium,
Lactobacillus, Pseudomonas, Spiroplasma, Stenotrophomonas, Streptococcus and
Thermogemmatispora. In addition, through the analysis of the relationship between
microbiota-growth, an inclination between the Lactobacillus genus and growth factors
performance was clearly observed, with a grouping towards the synbiotic treatments.
Therefore, Lactobacillus could influence the growth performance of this fish when added in
synergy with inulin and cell wall prebiotics.

Key words: Chirostoma estor, synbiotics, prebiotics, growth, intestinal microbiota, lactic
acid bacteria



1. Introduction

Aquaculture is probably the fastest growing food production sector and currently represents
about 50% of world fisheries production. Along with the growth of aquaculture, there is
human population growth and, according to FAO, by 2050 we will have at least 10 billion
people (FAO, 2018). This implies that to solve this problem, the various activities in terms of
production and quality of different food resources must be optimized. One of the viable
alternatives to increase the performance of farmed fish is the use of feeds supplemented with
prebiotics and probiotics. Among the prebiotics used in fish aquaculture, inulin stands out for
its wide use and its effects in improving growth and survival, as well as modulating intestinal
microbiota (Mahious et al., 2006; Ortiz et al., 2013; Ozliier-Hunt et al., 2019; Yones et al.,
2020). Another widely used prebiotic is the cell wall of Saccharomyces cerevisiae, rich in the
presence of B-glucans and mannan oligosaccharides (MOS) (Schiavone et al., 2017), whose
effects reported in aquaculture are similar to those presented by inulin (Abu-Elala et al., 2018;
Zhang et al., 2020). Probiotics are live microorganisms which, when administered in adequate
amounts (10°-10" CFU/g), confer benefit on the host (FAO and WHO, 2006). Among the
probiotics applied in fish, the most important effects are the improvement of growth and
survival, as well as the modulation of the microbiota by increasing the proportion of lactic acid
bacteria (Akter et al., 2019; Gupta et al., 2019; Xia et al., 2020).

The addition of pre- and probiotics in fish diets, optimize the growth and module the gut
microbiota (Rodriguez-Estrada et al., 2009; Hasan et al., 2018). It has been determined that
when applied together ("synbiotics™), the effects are greater (Gibson and Roberfroid, 1995;
Cerezuela et al., 2011). Several prebiotics, probiotics and their combinations as synbiotics
have been intensively studied in fish cultured (Irianto and Austin 2002; Ganguly et al., 2010;
Guerreiro et al., 2017; Amenyogbe et al., 2020).

Our model of study is pike silverside fish from Lake Patzcuaro Chirostoma estor, with an
ecological, nutritional, economical and cultural importance in the central Mexico region. The
growth of C. estor under controlled cultivation conditions is slow, and the influence of
prebiotics and synbiotics in terms of performance and the influence that these on the
microbiota are unknown. Therefore, the present study aims to determine the influence that
different prebiotics and synbiotics as a supplement in the diet have in juvenile Chirostoma

estor as a viable alternative to improve growth of this fish in farming conditions. Also, the



influence of prebiotics and synbiotics on gut microbiota was determined. The importance of
this analysis is to evaluate the modulation of microorganisms by the prebiotics or synbiotics

that have an effect in fish, and consequently improve its development in culture.

2. Materials and Methods
2.1 Experimental design

The study was conducted from the aquaculture biotechnology laboratory of the Laboratorio
Nacional de Nutrigendmica, Microbiomica y Digestiva Animal of the Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Mexico (19° 41° 22" N, 101° 14° 56" W,
altitude 1,896 masl).

2.2 Probiotics and prebiotics supplement

The probiotic bacteria, L. acidophilus La-14 (Danisco's patented, U.S. PATENT
6,653,062/PCTWO02/09515Al) was cultured in a MRS broth at 37°C for 48 hours,
centrifuged, and washed with sterile distilled water before adding to the mix for diet
preparation. The final density of the bacteria in diets was 10° CFU/g in feed for probiotic
effect according to its definition (FAO and WHO, 2006). Inulin samples were obtained from
local comercial distribuitor (Transformacion e Innovacion S.A. de C.V., yuxi) extracted from
Agave tequilana. Cell wall rich in mannan-oligosaccharides (MOS, min. 22%) and -glucans
(min. 24%) [1,3 and 1,6] was obtained by autolisis of Saccharomyces cerevisiae
(SafMannan®, Safmex S.A. de C.V.). The five treatment diets were as follows: a control diet
(C), prebiotic inulin 20 g kg™ (1), prebiotic cell wall 0.25 g kg™ (W), synbiotic L. acidophilus
La-14 5 g kg™ and final concentration of 10° CFU g™ + inulin 20 g kg™ (L+1) and synbiotic L.
acidophilus La-14 5 g kg™ and final concentration of 106 CFU g + cell wall 0.25 g kg™
(L+W) (Table 1).

2.3 Proximate composition analysis

The proximate composition analysis of diets and fish feed with prebiotics and synbiotics were
conducted in triplicate, and the proximate composition was determined according to standard
methods (Association of Official Analytical Chemists AOAC, 2000). Moisture was
determined by drying samples in an oven at 105 °C until a constant weight was achieved. Ash
content was estimated by incinerating the samples (~ 1.0 g) in a muffle furnace at 550°C for 8

h. Lipid of sample content (~ 1.0 g) was calculated by the Soxhlet extraction method. Protein



nitrogen (N x 6.25) was determined by incinerating the samples (~ 0.1 g) by the Dumas
method. The proximate composition of the experimental diets is shown in Table 1. The
proximate composition of fish feed with the different diets is presented in Table 2.

2.4 Fish culture

Juveniles of C. estor (1,695) with an average weight and a total length of 5.6+1.8 g and
9.2+1.0 cm, respectively and 7 months post-hatching, were were stocked in 15 circular tanks
with capacity of ~7000 L (3 m diameter x 1 m height) distributed randomly in five treatments
(3 tanks/treatment; 113 fish/tank). Fish were acclimated for 2 weeks and fed on a basal diet
developed in our laboratory, previous to the beginning of the experiment. During the 12 weeks
experiment fish were fed manually ad libitum 6 times a day for 9 hours. Temperature (°C) and
dissolved oxygen (mg/L) were measured daily. The tanks were maintained in aerated and in
open system water flux to maintain water quality.

At the end of the experiment, twenty fish per tank from each treatment were measured and
weighed. Immediately, the abdominal cavities of fish were dissected under aseptic conditions,
guts were extracted, placed into sterile tubes with 96% ethanol and stored at 4 °C until DNA
extraction. All specimens were treated in accordance with EU Directive 2010/63/EU for
animal experiments and the guidelines for the accommodation and care of animals used for

experimental and other scientific purposes (2007/526/EC).



Table 1.
Ingredients used and proximate composition of control, prebiotics and synbiotics treatments.

. Treatments

Ingredient (g/ke) Control Inulin Cell wall  Lactobacillus +inulin Lactobacillus +cell wall
Marine protein sourcesl 423.11 423.11 423.11 423.11 423.11
Soluble protein SOUI’CESZ 199.20 199.20 199.20 199.20 199.20
Soy protein isolate 57.97 57.97 57.97 57.97 57.97
Canola oil 3.89 3.89 3.89 3.89 3.89
Corn starch 251.00 231.00 250.75 226.00 245.75
BHT (antioxidant) 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50
Soy Lecitin 19.30 19.30 19.30 19.30 19.30
Vitamin premix* 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
Arabic gum 18.00 18.00 18.00 18.00 18.00
Sodium alginate 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00
Rovimix Stay C-35* 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40
Crystalline Taurine 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Choline Chloride* 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Mineral premix (Trace elements)* 15.00 15.00 15.00 15.00 15.00
Mineral premix (macro elements)* 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
Inulin 0.00 20.00 0.00 20.00 0.00
Saccharomyces cerevisiae cell wall 0.00 0.00 0.25 0.00 0.25
Lactobacillus acidophilus 0.00 0.00 0.00 5.00 5.00
Proximate composition (% of wet
matter + SD)
Moisture 8.58+0.01 4.94+0.17 7.50+0.17 8.64+0.09 11.24+0.14
Ash 12.45+0.17 14.26+0.15 12.47 £0.09 14.58 +0.16 14.00+0.33
Lipid 6.53+0.03 6.23+0.24 6.15+0.18 5.88+0.15 4.65+0.26
Protein 41.03+0.23 42.46+0.07 41.93+0.07 40.11+0.43 39.02 +0.05

*Marine protein sources: Brown Fish Meal (Sardine), Krill Meal. “Soluble protein sources: Egg albumin, Milk
Whey, Calcium caseinate. *Final concentration of Lactobacillus in Lactobacillus + inulin and Lactobacillus + cell
wall treatments was 1x106 CFU g/kg. *DSM Nutritional products.

2.5 Growth performance

After 12 weeks fish performance was evaluated in terms of final body length (FBL), final
body weight (FBW), weight gain (WG), weight gain rate (WGR), specific growth rate (SGR),
condition factor (CF), feed intake (FI), feed conversion ratio (FCR), feed efficiency (FE) and
survival rate (SR).

Indices were calculated as follows:

WG = (final mean body weight - initial mean body weight)

WGR (%) = 100 x [(final mean body weight - initial mean body weight) / initial mean body
weight)]

SGR =100 x [(In (final body weight) — In (initial body weight) / days]

CF =100 x (weight, g) / (body length, cm)?

FCR= feed intake (g) / weight gain (g)

FE= weight gain (g) / feed intake (g)



SR =100 x (final number of animals) / (initial number of animals)

Growth results were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) using R software
version 4.1.0. Statistically significant differences between the treatments were determined by
post hoc tests (Kruskal-Wallis and Mann-Witney-Wilcoxon) with a significance level of p <
0.05.

2.6 DNA extraction and sequencing

Metagenomic DNA of fish intestines was extracted with a CTAB extraction protocol
(modified from Doyle and Doyle, 1987) by adding lysozyme (100 mg/mL), proteinase k (20
mg/mL), lithium chloride (5M), and sodium acetate (3 M, pH 5.2) to the extraction buffer.
After DNA extraction, the V3 variable region of the 16S rRNA gene was PCR-amplified with
the primer pair VV3-338f and VV3-533r (Huse et al., 2008). PCR products were sequenced under
standard conditions (300 cycles, 2X150) in an Illumina Miniseq at Centro de Investigaciones

en Alimentacion y Desarrollo, A.C (CIAD), Mazatlan, Sinaloa, Mexico.

2.7 Bioinformatics

All sequence data have been submitted to NCBI Sequence Read Archive (SRA,
SAMN25047428 to SAMN25047469) under BioProject accession ID: PRINA796804. FastQ
files were preprocessed with PrinSeq (Schmieder & Edwards, 2011), reads were assembled
and quality filtered with Flash v.1.2.7 software (Magoc and Salzberg, 2011), and VSEARCH

(Rognes et al., 2016) was used for further processing, obtaining an abundance matrix of

bacterial OTUs 0.03 (operational taxonomic units clusterized at 97% identity) that was
normalized using the metagenomeSeq method (McMurdie and Holmes, 2014) against
SILVA138 database (Quast et al., 2013). The abundance matrix at the genus taxonomic level
was used to calculate coverage and alpha diversity indexes (Chaol and Shannon indexes),
which were estimated using the R Phyloseq library (McMurdie and Holmes, 2013). The genus
level abundance matrix was normalized using the metagenomeSeq method (McMurdie and
Holmes, 2014), and the beta diversity distance matrix was calculated using Bray-Curtis
dissimilarity. The distance matrices (beta diversity) were visualized with Non-metric
Multidimensional Scaling plot (NMDS) of bacterial data grouped by treatments, and the
ordination was based on between-sample dissimilarities calculated by Bray-Curtis distance
and 999 permutations using library vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019) in R software (R Core


https://paperpile.com/c/Nq0YvU/Sztz
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/?term=PRJNA796804

Team, 2013). The core gut microbiota was calculated from genera occupancy at least 80% of

samples per treatment as have been used in other studies (Baldo et al., 2015; do ValePereira et
al 2017; Sweet & Bulling, 2017; Rimoldi et al., 2019). The visualization by UpSet plot which
represents the core microbiota was drawn using the package UpSetR (Conway et al., 2017) in
R software (R Core Team, 2013).

2.8 Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software (R Core Team, 2013) and R library
vegan 2.5-6 (Oksanen et al., 2019). Alpha diversity and relative abundance data were tested
for normality and homogeneity of variances by Shapiro—Wilk’s and Bartlett’s tests,
respectively. Alpha diversity data (Chaol richness and Shannon diversity indexes) were
grouped by treatment to be considered for statistical analysis. To determine statistical
differences between treatments (beta diversity), a non-metric dimensional scaling method
(NMDS) in conjunction with Bray-Curtis distances (Bray and Curtis, 1957) was performed
and also Analysis of Similarities (ANOSIM) and Adonis tests (Permutational Multivariate
Analysis of Variance, PERMANOVA) using Bray-Curtis index at 999 permutations. The
number of reads across samples was normalized by sample size and the relative abundance
(%) of each taxon was calculated. Although results are generated for each taxa level, only
Phylum and genus levels are shown. Taxa with the highest relative abundance were considered
for statistical analysis, 10 for phylum and 30 per genus level. Phylum and genus abundance
data were not normal. Not-normal data were analysed by nonparametric Kruskal-Wallis
followed by Mann-Witney-Wilcoxon’s post hoc test. Statistical significance was set at p <
0.05. Additional analysis to detect differential abundance was performed using the Linear
discriminant analysis Effect Size (LEfSe) method (Segata et al., 2011) integrated within the
Galaxy framework (https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/). In particular, the non-
parametric Kruskal-Wallis sumrank test was used to detect differentially abundant taxa, and
Linear Discriminant Analysis (LDA) was used to estimate the effect size.

2.9 Core microbiota analysis

Core microbiota was calculated identified at the level of the genus when they were present in
at least 80% of samples per treatment (Baldo et al., 2015; do ValePereira et al 2017; Sweet &
Bulling, 2017; Rimoldi et al., 2019). The visualization by UpSet plot, which represents the



core microbiota, was drawn using the package UpSetR (Conway et al., 2017) in R software (R
Core Team, 2013).
2.10 Predictive functional analysis by PICRUSt2

The functional profiles from 16S rRNA data were predicted using the Phylogenetic
Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States 2 (PICRUSt2) v2.3.0
beta software (Douglas et al., 2019). PICRUSt2 is a wraparound workflow which uses
HMMER (www.hmmer.org) to place ASVs (Amplicon Sequence Variants) into a reference
phylogeny, EPA-NG and gappa, followed by the castor R package to predict gene family
abundances using hidden-state prediction. Metagenomes are then predicted based on study
sequence abundances normalized by predicted 16S copy numbers and gene family
abundances. Pathway abundances are inferred based on the predicted sample functional
profiles that can be linked to reactions within pathways using a modified version of MinPath.
Afterwards, pathway abundances are inferred with KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) (pathway_pipeline.py).

The output file (path_abun_unstrat_descrip.tsv) of predicted pathway abundances was then
loaded to R software (R Core Team, 2013). Then, the 60 most abundant functional pathways
(taking into account the total average of the samples) were visualized using a heatmap by
ComplexHeatmap package (Gu, Eils & Schlesner, 2016) in R package. To determine specific
differences (between each of the predicted paths), the output file of PICRUSt2
(path_abun_unstrat_descrip.tsv) was loaded in MEGANS package (Huson et al., 2016) to
define metabolic categories and afterwards analyzed in STAMP (statistical analysis of
taxonomic and functional profiles) (Parks et al., 2014) software. This program permitted the
further statistical interrogation of all predicted functional datasets and the production of
graphical depictions of key functional pathway data. The five treatment groups (C-1-W-L+I-
L+W) were compared using a two-sided Welch’s t test. Pathways with a p value < 0.05 were

considered as statistically significant.



3. Results
3.1 Carcass composition

The final mean carcass composition of pike silverside of the different treatments is presented
in Table 3. There were differences in lipid and protein parameters between treatments. In the
lipid analysis, the cell wall diet was significantly higher than the rest of the treatments. While,
the control and Lactobacillus acidophilus + cell wall treatments were higher in protein than
the rest of the diets (Table 2).

Table 2.

Proximate carcass composition of C. estor at different treatments (% on a wet matter basis +
SD). Legends: control (C), inulin (1), cell wall of S. cerevisiae (W), (Lactobacillus
acidophilus + inulin (L+I), L. acidophilus + cell wall (L+W).

Treatments Moisture Ash Lipid Protein
C 76.95+047a 288+0.19a 4.74+0.10b 16.11+055a
I 77.36+009a 28zx015a 4.66+0.23b 15.03+0.17b
w 76.57+0.74a 257+0.06a 584+0.09a 1523+0.07b
L+l 78.28+0.77a 277+0.10a 45%+0.05b 15.09+0.18b
L+W 76.97+125a 268+0.18a 4.47+0.29b 1558+0.08a

3.2 Growth performance

After 12 weeks of experiment, fish fed with L. acidophilus + inulin and L. acidophilus + cell
wall (both synbiotics diets) presented the highest final body length and weight, which was
significantly higher (p < 0.05) than fish fed with the control and inulin diets (Table 3). Also,
prebiotic cell wall diet was significantly higher (p < 0.05) than fish fed with the control and
inulin treatments (Table 3). The results showed that the WG, WGR, SGR and FE have the
same effects by synbiotics and cell wall treatments (Table 3). The feed conversion ratio was
more efficient in synbiotics and cell wall treatments, which was significantly lower (p < 0.05)
than fish fed with the control and inulin diets (Table 3).



Table 3.

Mean values and standard deviations for variables of zootechnical performance of pike
silverside C. estor, fed with control (C), prebiotics (inulin, I; cell wall of S. cerevisiae, W) and
synbiotics (Lactobacillus acidophilus + inulin, L+I; L. acidophilus + cell wall, L+W) diets for
12 weeks.

Treatment
C | w L+l L+W

FBL (cm) 1203+08lc 1211+093c 12.83+078b 1350+092a 13.59+0.68a
FBW(g) 1176£278c 1202+286c 1544%+307b 1768+249a 1691+3.49a
WG (g) 614%f278c  640£286c  981+307b  1206+249a 1129+349a
WGR (%) 109.16 +49.47 c 113.88+50.86 ¢ 174.64+54.67b 214.59 +44.36a 200.86 +62.09 a

SGR 085+026¢c  0.87+027c  118+023b  135+017a  1.29+0.23a
CE 96.72+16.10¢c 98.47+17.21¢c 118.94+16.75b 129.82+13.94a 123.60 +19.50 b
Fl 1223+048a 1324+065a 13.04+079a 1471+26la 12.61+1.38a
FCR 242+117a  249+113a  146+046b  1.28+036c  121+033¢

FE 050+022¢  048+022c  075+023b  084+02la  0.89+0.25a

SR (%) 98.82+135a 98.23+0.88a 99.12+0.88a 98.82+051a 9941+05l1la

Different letters per row indicate statistical significance between treatments (p < 0.05).

* FBL, final body length; FBW, final body weight; WG, weight gain in grams; WGR, weight gain (%); SGR,
specific growth rate; CF, condition factor; Fl, feed intake; FCR, feed conversion ratio; FE, feed efficiency; SR,
survival rate.

3.3 Microbiota analysis

At phylum level there is a constant presence of Firmicutes (60.99 + 4.68%), Proteobacteria
(16.72 + 3.23%) (Class Gammaproteobacteria (12.53 + 2.63%) and Alphaproteobacteria (4.19
+ 0.91%)), Thermotogota (5.31 £ 1.76%), Actinobacteriota (5.03 = 1.37%), Cyanobacteria
(4.97 £ 2.04%) and Chloroflexi (3.58 + 1.13%) (Fig. 1A; Supplementary Table 1). The most
abundant bacteria genera are Streptococcus (24.46 + 3.93%), Spiroplasma (22.37 + 5.20%),
Lactobacillus (11.03 + 3.91%), Mesotoga (5.25 + 1.74%), Foliisarcina (4.84 + 2.03%),
Thermogemmatispora (3.06 + 1.06%), Cutibacterium (2.14 + 0.53%), Citrobacter (1.78 +
0.78%), Aeromonas (1.73 + 1.20%), Stenotrophomonas (1.62 +£0.82%) and Caulobacter (1.46
* 0.54%) (Fig. 1B; Table 4).

3.4 Alpha diversity analysis

Alpha-diversity of samples per condition (treatments) show significant differences in
microbiota diversity (Shannon’s Index) in gut, where cell wall diet was significantly higher (p

< 0.05) than Lactobacillus acidophilus + inulin diet (Supplementary Table 2).



3.5 Beta diversity analysis

Analysis of beta diversity using non-metrical dimensional scaling method (NMDS), revealed
an overlapping of some samples of all treatments and a marked clustering between most
samples in the cell wall and Lactobacillus + cell wall treatments (Fig. 2B). These similarities
are statistically supported by ANOSIM: R =0.05908, p = 0.071 (Fig. 2B; Supplementary
Table 3). However, there are significant differences between treatments | vs. L+1 and W vs.
L+I analyzed by PERMANOVA (p = 0.015 and p = 0.040, respectively) (Supplementary
Table 3).
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Fig. 1. Relative abundance of gut microbiota of pike silverside feed wtih control, prebiotics
(inulin, cell wall) and synbiotics (Lactobacillus acidophilus + inulin, L. acidophilus + cell
wall) treatments in Phylum level (A) and in genus level (B).



Table 4.

Total mean (%) relative abundance (first column) £ SE, and mean relative abundance * SE of
the 30 genus prevalent found in gut samples of pike silverside seed with control, prebiotics
and synbiotics. Legends: Control, C; Inulin, I; Cell wall, W; Lactobacillus acidophilus +
inulin, L+I; L. acidophilus + cell wall, L+W. Different letters per row indicate statistical
significance between treatments abundances (p < 0.05).

Total Treatment
Genus abundance C | W L+1 L+W
(N=42) (N=8) (N=8) (N=9) (N=8) (N=9)
Streptococcus 2446 +3.93 {23.13+10.25ab 36.09 £8.52a 23.31+7.53ab 33.07+11.36a 8.81+4.44D
Spiroplasma 22.37+£5.20 {2465+1556a 13.80+6.26a 31.42+13.60a 1505+8.66a 2543+12.62a
Lactobacillus 11.03+391 | 054+024bc 053+0.15b 0.18+0.06c 2592+1226a 27.31+12.32a
Mesotoga 525+174 {1147+6.70ab 834+353a 4.96+4.14ab 035+023b 1.60+0.96ab
Foliisarcina 4.84 +£2.03 375+331la 021+010a 218+172a 1851+885a 045+0.20a
Thermogemmatispora 3.06 +£1.06 713+416a 3.04x189ab 324+254ab 033+014b 173+1.08b
Cutibacterium 2.14 £ 0.53 257+17lab 405+118a 3.29%+142ab 0.21+0.09b 0.61+0.17b
Citrobacter 1.78 £ 0.78 028+0.11b 0.83+027b 226+091a 0.09+£0.05b 500+341la
Aeromonas 1.73+1.20 0.11+£0.08b 6.17+598a 0.27+0.19ab 0.05+0.02b 2.15+1.87ab
Stenotrophomonas 1.62+0.82 0.35+0.19ab 124+045a 179+16lab 001+000b 435+343a
Caulobacter 1.46 +0.54 0.13+£007b 194+101a 268+156a 0.09+0.06b 220+1.72a
Vibrio 1.31+0.61 417+292a 069+025a 065+026a 0.02+001b 113+10la
Desulfomicrobium 1.16+0.94 586+4.83a 0.16+0.10b 0.00+£0.00c 0.05+0.02b 0.00+£0.00c
Pseudomonas 0.80£0.28 0.37+0.25ab 0.76+0.36a 224+115ab 0.03+00l1b 0.46+0.26ab
Bacillus 0.77+£0.25 0.36+0.17b 216+0.99a 084+0.67b 039+0.16ab 0.15+0.04b
Rothia 0.59 £ 0.56 0.00£0.00ab 0.05+0.04ab 2.69+259a 0.00+0.00b 0.00+0.00ab
Acinetobacter 0.50+0.16 0.36+0.19a 0.88+050a 0.75+x054a 0.09+0.04a 041+022a
Pelomonas 0.49£0.15 1.20+067a 044+0.12a 0.19+0.10ab 0.06+0.02b 0.57+0.24ab
Thermoanaerobacter 0.44 +0.17 0.69+051a 040+0.19a 0.75x066a 0.05+£0.03b 029x0.16a
Micrococcus 0.41+0.29 0.05+0.04ab 0.07+0.02a 0.33+0.29ab 0.00+0.00b 145+1.30ab
Sphingobium 0.41+0.22 0.04+002b 040+029a 060+049a 0.01+0.01b 093+0.86a
Cetobacterium 0.40 £ 0.10 0.15+0.08bc 0.80+025a 051+037b 0.05+0.03c 0.46+0.17 ab
Actinokineospora 0.38+£0.29 0.03+£0.03ab 0.30+0.13a 140+135ab 0.00+0.00b 0.08+0.04ab
Enterococcus 0.37£0.08 0.12+0.05c¢c 052+0.16ab 0.30+0.16 abc 0.80+0.32a 0.14+0.05c
Rhodobacter 0.25+0.17 0.00+£0.00b 0.01+0.01b 060+057a 0.01+£0.00b 0.57+0.56a
Chloroflexus 0.24+0.14 0.09+0.04b 0.07£0.03b 095+0.60a 0.00£0.00c 0.04+0.02bc
Gemmobacter 0.19+£0.13 0.02+0.01c 0.09+0.03ab 0.04+002c 0.15+0.14bc 0.62+0.61hbc
Methylobacterium-Methylorubrum  0.17 + 0.08 0.12+006a 0.11+0.07a 044+034a 0.10%£0.08a 0.04+0.02a
Nitratireductor 0.14 £ 0.04 0.09+0.05bc 0.23+0.08a 0.22+0.19abc 0.02+0.01c 0.13+0.04 ab
Clostridium 0.09 + 0.02 0.12+0.06a 0.11+0.04a 0.04+0.02a 0.09+0.03a 0.12+0.07a
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Fig. 2. Richness Chaol and Shannon diversity Index (A) and Non-metric Multidimensional
Scaling (NMDS) plot (B) between treatments control, prebiotics and synbiotics, calculated
with OTUs data.

3.6 Relation between microbiota and growth performance

Redundancy Analysis (RDA) was used to identify the relationship between microbiota on
growth effects (Fig. 3A). Lactobacillus spp. presence was positively correlated with growth
and factors related as WG, SGR, CF, FI, FCR and FE. A Canonical Correspondence Analysis
(CCA) verified the result that this genus was correlated with the growth factors (Fig. 3B).
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Fig. 3. RDA (A) and CCA (B) analysis relationship microbiota-growth fish. Blue words
represent the growth and factor related to these measures. Red words represent the 30 genus
more abundantes between treatments. Black words represent the different treatments.



3.7 Differential abundance of taxonomic groups

In total, 14 phyla and 56 genera present in at least the 50% of samples (N= 42) of all five
treatments were analyzed, showing significant differences when paired comparisons between
treatments were performed.

LEfSe analysis revealed differential abundance of more number phyla in the Control (C) and
Inulin (1) treatments compared with Cell wall (W), Lactobacillus + Inulin (L+I) and
Lactobacillus + Cell wall (L+W) treatments (Cvs 1, 1vs 1; Cvs W, 1vs0; Cvs L+l, 3vs0;
CvsL+W, 1vsO0; 1vsW, 2vs0; Ivs L+l,10vs O; I vs L+W, 2 vs 0) (Supplementary Fig.
1A-G). The W and L+W treatments had one phyla more abundant compared to L+I treatment
(Supplementary Fig. 1H-I). L+I treatment showed the lowest amounts of phyla when
compared with other treatments. In genus level analysis, the results indicates the Control and
Cell Wall treatments shown the lowest amounts of genus when is compared with others
treatments (Cvs 1,0vs 9; Cvs L+l,3vs5; Cvs L+W,0vs 3; W vs I, 2vs 13; W vs L+I, 2 vs
5; W vs L+W, 0 vs 4), except Control vs cell wall treatment, where only one genus was found
in Control and none in Cell wall treatment (Fig. 4A-E and H-1). In contrast, Inulin treatment
had the largest number of abundant genera compared to Control (0), Cell wall (2),
Lactobacillus + Inulin (1) and Lactobacillus + Cell wall (2) treatments (Fig. 4A and E-G). The
synbiotics treatments (L+1 and L+W) had more abundant genera compared to Control (5 vs 3
and 3 vs 0) and Cell wall (5 vs 2 and 4 vs 0) (Fig. 4C-D and H-1). Also, the synbiotic
treatment L+W had more abundant genera compared to other synbiotic treatment L+1 (9 vs 1)
(Fig. 4J).

3.8 Core microbiota analysis

The core microbiota has been determined according to the presence of each genus at least 80%
samples of gut of each of six treatments. This core microbiota has been determined by UpSet
plot (Fig. 5), where the intercept of genera in the five treatments represents the core
microbiota. A core microbiota of nine annotated genera was identified, consisting of Bacillus,
Citrobacter, Cutibacterium, Lactobacillus, Pseudomonas, Spiroplasma, Stenotrophomonas,

Streptococcus and Thermogemmatispora.
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Fig. 4. Comparison of LDA effect size of the significantly differentiating microbial genus
deduced using LEfSe analysis among all control, prebiotics and synbiotics treatments (C,
Control; 1, Inulin; W, Cell wall; L+I, Lactobacillus acidophilus + Inulin; L+W, L. acidophilus
+ Cell wall). A). Differences in abundance of treatments C versus I; B). Differences in
abundance of treatments C versus W; C). Differences in abundance of treatments C versus
L+I; D). Differences in abundance of treatments C versus L+W; E). Differences in abundance
of treatments | versus W; F). Differences in abundance of treatments | versus L+I; G).
Differences in abundance of treatments | versus L+W; H). Differences in abundance of



treatments W versus L+I; 1). Differences in abundance of treatments W versus L+W; J).
Differences in abundance of treatments L+ versus L+W. Differences in abundance
Differentiating feature analysis was carried out with Kruskal-Wallis test raw p-value cutoff =
0.05.
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Fig. 5. UpSet plot representing the presence of genus in control, prebiotics and synbiotics
treatments. Control (C), Inulin (1), Cell wall (W), Lactobacillus acidophilus + Inulin (L+1), L.
acidophilus + Cell wall (L+W).

3.9 Functional metagenomics prediction by PICRUSt2

A total of 429 functional pathways were found in all 42 analyzed samples of five treatments.
Of these, the 60 most abundant and differentially expressed were analyzed and represented in

Supplementary Fig. 2. Over-expressed genes involved in different pathways were observed



mainly in samples of cell wall and Lactobacillus+Inulin treatments (Supplementary Fig. 2).
The majority of the predicted functional KOs pathways were found to belong to four main
categories: (i) Metabolism, (ii) Genetic Information Processing, (iii) Environmental
Information Processing and (iv) Cellular Processes.

Within the metabolic pathways, increase in genes presence associated with amino acid,
carbohydrate, energy, nucleotide, cofactors and vitamins metabolism, and membrane transport
and translation are noted mainly in intestine samples from Lactobacillus + Inulin, cell wall and
control treatments (Supplementary Figs. 3 and 4). Also, differential regulation in the specific
pathways and statistical differences of predicted pathways in the different treatments are
shown in Supplementary Fig. 5.

4. Discussion

In the present results, the application of the prebiotics inulin and cell wall of Saccharomyces
cerevisiae reduced the percentage of proteins in the body composition of Chirostoma estor.
While cell wall increased the percentage of lipids with respect to the control treatment. These
prebiotics had no significant effect on the percentages of moisture and ash when compared to
the control treatment. In contrast, Hoseinifar et al. (2011) used cell wall of S. cerevisiae as a
prebiotic in the diet of beluga Huso huso and reported that there was no significant effect on
body composition of protein, lipid, and ash. Piccolo et al. (2013) used inulin and mannan
oligosaccharides (MOS) as prebiotics in the diet of sharp snout seabream Diplodus puntazo
and reported significant differences in the reduction of lipid and ash content when compared to
the control treatment. Also, they found that these prebiotics increased the percentage of
moisture. In other studies, Tiengtam et al. (2015) and Ozliler-Hunt et al. (2019) when adding
inulin in the diet of Nile tilapia O. niloticus and rainbow trout O. mykiss, respectively, found
that there was no significant effect on the composition of moisture, protein, lipid and ash when
compared to the control treatment.

In the present work, the results of the application of the synbiotics, Lactobacillus + inulin
decreased the percentage of protein in the carcass composition compared to the control
treatment and had no significant effect on the percentages of moisture, lipids, and ash when
compared to the control treatment. While Lactobacillus + cell wall had no effect on proximal

composition compared to the control treatment. Dawood et al. (2019) used Aspergillus fungus



and B-glucans as synbiotics in the diet of Nile tilapia O. niloticus and reported significant
differences in the reduction of protein percentage compared to the control treatment. In
contrast, Mehrabi et al. (2011) when adding the synbiotic Enterococcus faecium and
Fructooligosaccharides (FOS) in the diet of rainbow trout O. mykiss, noted significant
differences in the increase of protein percentage and reduction of ash percentage compared to
the control treatment. In another study, Ye et al. (2011) when applying the synbiotics Bacillus
clausii + FOS and B. clausii + FOS + MOS in the diet of Japanese flounder Paralichthys
olivaceus, noted the same results in the percentage of protein compared to the control

treatment.

There are also studies where the application of synbiotics in fish has no effect on the proximal
composition. Rodriguez-Estrada et al. (2009) when applying Enterococcus faecalis + MOS in
rainbow trout O. mykiss, found that there was no significant effect on moisture, protein, lipid,
and ash composition when compared to the control treatment. In more recent studies, Hasan et
al. (2018) by adding Bacillus sp. + B-glucooligosaccharide in Japanese flounder P. olivaceus
and Lee et al. (2018) by adding B. subtilis + MOS in Japanese eel Anguilla japonica, found
that there was no significant effect on moisture, protein, lipid and ash composition when
compared to the control treatment. As mentioned by Kumar et al. (2017), higher protein
concentrations in fish fed with synbiotics imply that the ingested feed is more efficiently
converted to structural protein, whose result is higher muscle growth. However, in Chirostoma
estor we found that the percentage of protein was higher in the control and Lactobacillus +
cell wall treatments compared to the Lactobacillus + inulin, inulin and cell wall treatments.

This result did not mean what we found in growth effects.

In the present study, the addition of synbiotics supplements (combination of Lactobacillus
acidophilus + inulin and L. acidophilus + cell wall of Sacharomyces cerevisiae) and the cell
wall prebiotic in the diets of pike silverside C. estor, showed a significant increase (p < 0.05)
in growth improvement in terms of final body length and weight (FBL, FBW), weight gain
(WG), per cent body weight gain (WGR, %), specific growth rate (SGR), condition factor
(CF) and feed efficiency (FE). In addition, a significant reduction in feed conversion ratio
(FCR) was found in both synbiotics and prebiotic cell wall treatments when compared to the

control and prebiotic inulin diets (Table 2).



Among the treatments analyzed, synbiotics showed the best effects (p < 0.05) compared to
control and prebiotic treatments, followed by cell wall prebiotic which was higher compared
to control and inulin prebiotic treatments (Table 2). This result has been seen in fish such as
rainbow trout (Rodriguez-Estrada et al., 2009), cobia (Geng et al., 2011), Japanese flounder
(Hasan et al., 2018) and striped catfish (Sutriana et al., 2021). However, there are studies
where prebiotics and synbiotics have been applied with statistically smilar results between
them, and higher results with respect to the control diet (Ye et al., 2011; Singh et al., 2019).
Regarding the modulation of the intestinal microbiota of juvenile Chirostoma estor by the
application of prebiotic and synbiotic supplements, our results show significant changes in the
Shannon diversity index and beta diversity analysis. Shannon index showed significantly
lower values in synbiotic Lactobacillus + inulin (L+I) compared to the cell wall (W)
treatment. While in beta diversity, ANOSIM showed no differences between groups and
PERMANOVA analysis showed differences in synbiotic Lactobacillus + inulin (L+1)
compared to the inulin (1) and cell wall (W) treatments. Cerezuela et al. (2013) in fish Sparus
aurata found that the synbiotic Bacillus subtilis+inulin reduced richness (Shannon index)
compared to control and inulin treatments added separately. While Kiihlwein et al. (2013) by
adding B-glucan to the diet of Cyprinus carpio, gut microbiota was significantly reduced.
Different studies emphasize that lactic acid bacteria (LAB) such as Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus and Weissella are present in the gut
of freshwater and marine fish (Mufioz-Atienza et al., 2013; Merrifield et al., 2014; Alonso et
al., 2018; Ringg et al., 2018). The presence and abundance of these bacteria is influenced by
different factors such as season (Hagi et al., 2004), stress (Uren Webster et al., 2020), salinity
(Ringe and Strgm, 1994, Lin et al., 2020), and additives to the balanced diet (Giannenas et al.,
2012; Gajardo et al., 2017; Terova et al., 2019). Furthermore, different works in the last
decade have defined that diets with prebiotic, probiotic and synbiotic supplements are efficient
modulators of LAB in the fish intestine (Reza et al 2009; Mourifio et al., 2012; Akrami et al.,
2013; Cerezuela et al., 2013; Geraylou et al., 2012; Hoseinifar et al., 2013; Hoseinifar et al.,
2015; Momeni-Moghaddam et al., 2015; Standen et al., 2015; Falcinelli et al., 2016; Akter et
al., 2019; Tan et al., 2019). In our results, when we differentially analyzed the presence of
bacteria modulated by the application of prebiotics and synbiotics in C. estor, we found that

synbiotics significantly increased the abundance of Lactobacillus and other LAB such as



Lactococcus, Enterococcus and Weissella. In addition, the prebiotic inulin increased the
presence of the lactic acid bacteria Enterococcus.

LAB found in C. estor can be considered beneficial, as they have functions like reducing the
pH of the gut as a product of the synthesis of acetic acid, lactic acid, and propionic acid,
thereby controlling the growth of pathogenic bacteria (Mussatto and Mancilha, 2007,
Yousefian and Amiri, 2009; Ringg et al., 2018; Hoseinifar et al., 2020). It has been shown that
Lactobacillus has the ability to carry out synthesis of amino acids such as isoleucine, leucine,
lysine and valine (Dai et al., 2011; Hao et al., 2011; Neis et al., 2015), metabolites that when
administered as part of the fish diet, increase growth, feed efficiency and muscle protein
(Deyab and EI-Saidy, 2002; Ahmed and Khan, 2006; Zhang et al., 2008; Zhao et al., 2012;
Dong et al., 2013; Zehra and Khan, 2013; Gan et al., 2014; Wang et al., 2017; Huang et al.,
2018). While in other studies Enterococcus, Lactobacillus, and Lactococcus have been found
to synthesize B-complex vitamins (Rossi et al., 2011; Li et al., 2017; Yoshii et al., 2019;
Walhe et al., 2021), which are related to growth, development of fish embryos and larvae
(Sarker et al., 2012; Volkoff and London, 2018). Weissella has been generally known to be
pathogenic in fish (Liu et al., 2009; Figueiredo et al., 2012; Welch and Good, 2013; Costa et
al., 2015). However, it has been studied as a potential probiotic for producing bacteriocins
(Masuda et al., 2011; Goh and Philip, 2015; Li et al., 2017). Also, it has been isolated and
applied as a potential probiotic in fish with positive effects focused on growth improvement
(Kahyani et al., 2021; Yeganeh-Rastekenari et al., 2021). Given this, Weissella found in C.
estor modulated by the addition of synbiotics could have some positive influence on this
organism.

Also, in our results synbiotics and inulin prebiotic treatments significantly increased
Achromobacter genus compared to the control treatment. In another study, Xia et al. (2018) by
adding Lactobacillus rhamnosus and Lactococcus lactis to the diet of juvenile tilapia
Oreochromis niloticus, noted significant increase of Achromobacter and indicated that these
bacteria have cellulolytic and pectolytic activity.

Despite the changes in bacterial abundance due to the application of prebiotics and synbiotics,
we found a core microbiota present in all treatments, which is represented by nine genera:
Bacillus, Citrobacter, Cutibacterium, Lactobacillus, Pseudomonas, Spiroplasma,

Stenotrophomonas, Streptococcus and Thermogemmatispora. These genera (except



Spiroplasma and Thermogemmatispora) have also been found as part of the core microbiota in
both freshwater fish species (Roeselers et al., 2011; do Vale-Pereira et al., 2017; Tan et al.,
2018; Rimoldi et al., 2019; Feng et al., 2021; Park and Kim, 2021) and marine fish (Gajardo et
al., 2016; Jiang et al., 2018; Larios-Soriano et al., 2018; Nikouli et al., 2018; Jiang et al., 2019;
Piazzon et al., 2019; Wu et al., 2021). These bacterial genera persist in these fish despite hosts
possessing different dietary and environmental conditions of development, which may imply
an ecological-functional relevance in the organism.

Multiple studies have shown that some bacteria found in Chirostoma estor core microbiota
have several important functions. Bacillus and Lactobacillus have been isolated and applied as
probiotics in fish with positive effects on growth and immune system improvement (Giri et al.,
2014; Mohammadian et al., 2017; Dias et al., 2018; Hasan et al., 2018; Lee et al., 2018; Cao et
al., 2019; Jami et al., 2019; Mukherjee et al., 2019; Kuebutornye et al., 2020; EI-Saadony et
al., 2021). Lu et al. (2011) found that Citrobacter freundii isolated from the gut of grass carp
showed pathogenicity. However, Gurdiola-Alvarez et al. (2016) applied Citrobacter sp. as a
probiotic against Aeromonas salmonicida in cyprinid Puntius conchonius achieving 100% of
survival. In addition, it was seen that this bacterium has the ability to degrade cellulose (Wu et
al., 2012; Liu et al., 2016) and synthesize methionine (Manukhov et al., 2006), this essential
amino acid that has been used as a supplement for growth enhancement in fish (Mir et al.,
2017; Guo et al., 2020). Cutibacterium also known as Propionibacterium produces vitamin
B12, short-chain fatty acids and bacteriocin (Piao et al., 2004; Piwowarek et al., 2018). This
bacteria has been found as part of the core microbiota in both freshwater (do Vale-Pereira et
al., 2017; Park and Kim, 2021) and marine fish (Jiang et al 2018; Jiang et al 2019; Piazzon et
al., 2019; Meron et al., 2020). Pseudomonas is considered an opportunistic pathogen of fish
(Austin and Austin, 2016; Oh et al., 2019; Duman et al., 2021), although it has also been
isolated from these organisms and applied as a probiotic enhancing growth and survival
against pathogenic bacteria (Gram et al., 2001; Abd EI-Rhman et al., 2009; Qi et al., 2020).
Stenotrophomonas has been considered an opportunistic pathogen of marine fish Seriola
quinqueradiata (Furushita et al., 2005) and freshwater catfish Ictalurus punctatus and Clarias
gariepinus (Geng et al., 2010; Abraham et al., 2016). Also, this genus has been found as part
of the core microbiota of marine fish (Gajardo et al., 2016; Larios Soriano et al., 2018; Wu et

al., 2021). Streptococcus synthesizes amino acids and short-chain fatty acids (Dai et al., 2011;



Koh et al., 2016; Ozcelik et al., 2016; Cooper-Bribiesca et al., 2018). In fish, this genus has
been found as a pathogen of aquatic mammals and fish (Delannoy et al., 2013; Torres-Corral
etal., 2019; Yi et al., 2019), although it has also been applied as a growth-enhancing probiotic
in fish (Lara-Flores et al., 2003; Ayyat et al., 2014). Spiroplasma is considered commensal in
most insects, arachnids, crustaceans and plants (Cisak et al., 2015). However, it has been
found as a pathogen in some crustaceans (Nunan et al., 2005; Ding et al., 2014). Also, recently
Spiroplasma has been defined as a symbiont of hadal zone sea cucumber (He et al., 2017) and
Drosophila flies (Gerth et al., 2021). In fish, Lin et al. (2018) indicated that Spiroplasma
added to the diet of eel Anguilla marmorata reduces growth, while Ruzauskas et al. (2021)
mention that Spiroplasma predominates in Cyprinus carpio from ponds, relating this
bacterium to insect consumption by these fish. We know that C. estor consumes insects if they
are close to their environment (Martinez-Palacios et al., 2019), so this fish could be acquiring
these bacteria from its feeding habit, or there could be some symbiotic association. However,
further studies such as transcriptomics and metabolomics are needed to confirm this
association, or to determine that it is only present by insect consumption.
Thermogemmatispora has been found in abundance in geothermal sources (Yabe et al., 2011,
King and King, 2014) and soil (Khodadad et al., 2020). There is no evidence of the presence
of this bacterium in the gut of other fish, although pike silverside fish Chirostoma estor may
have acquired it from the well water taken for the natural environment, which comes from a

170 meter deep.

We defined the relationship between the more abundant bacteria and growth of C. estor and
noted that genus Lactobacillus was positively associated with growth parameters (Fig. 3).
However, we do not know exactly the causal relationship between Lactobacillus and growth.
Therefore, it is necessary to perform further studies and analyses of gene expression of
bacteria and fish, metabolites that bacteria can produce and how they are related to fish
growth, to finally define microbiota-growth relationship in C. estor.

The predicted metabolic pathways of intestinal microbiota by PICRUSt2, provides data for
supporting the functions of the microbiota (Douglas et al., 2019). It was possible to predict the
over-expression of genes associated with amino acid, carbohydrate, energy, nucleotide,

cofactors and vitamins metabolic pathways, which might reflect the microbiota importance for



C. estor as previous studies have established the functional prediction in other species where
microbiota were analyzed in fish (Li et al., 2017; Guangxin et al., 2022). However, further in-
depth functional studies as metatranscriptomics and metabolomics would be needed to

corroborate microbiota functionality in this species.

5. Conclusion

In conclusion, the effects of prebiotics and synbiotics on moisture, ash, lipid and protein
percentages are variable, so it is necessary to test more combinations to determine the effects
more closely. The inclusion of synbiotics and prebiotic cell wall are a potential alternative for
fish C. estor as they present the best results in terms of growth enhancement. Also, further
studies are needed to evaluate dose and time responses of this dietary supplement for the
culture of this species. The considerable increase of lactic acid bacteria in the synbiotic
treatments reaffirms the influence of these supplements on the modulation of the intestinal
microbiota. According to the core microbiota found in C. estor juveniles, these bacteria could
have probiotic potential for further isolation, identification and use in improving growth and
immune response in this endemic fish aquaculture. The relationship between Lactobacillus
and growth parameters reaffirms the importance of this microorganism on fish culture,
although further studies such as transcriptomics and metabolomics are required to confirm this
relationship.
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Supplementary Fig. 1. Comparison of LDA effect size of the significantly differentiating
microbial Phylum deduced using LEfSe analysis among all control, prebiotics and synbiotics
treatments (C, Control; I, Inulin; W, Cell wall; L+I, Lactobacillus acidophilus + Inulin; L+W,
L. acidophilus + Cell wall). A). Differences in abundance of treatments C versus I; B).



Differences in abundance of treatments C versus W; C). Differences in abundance of
treatments C versus L+I; D). Differences in abundance of treatments C versus L+W; E).
Differences in abundance of treatments | versus W; F). Differences in abundance of treatments
I versus L+I; G). Differences in abundance of treatments I versus L+W; H). Differences in
abundance of treatments W versus L+I; I). Differences in abundance of treatments L+I versus
L+W. Differences in abundance Differentiating feature analysis was carried out with Kruskal-

Wallis test raw p-value cutoff = 0.05.
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Supplementary Fig. 2. Heatmap of the 60 most abundant functional pathways inferred by
PICRUSt2 in 5 all treatments of control, prebiotics and synbiotics. Control (C), Inulin (1),
Cell wall (W), Lactobacillus acidophilus + Inulin (L+1), L. acidophilus + Cell wall (L+W).
Red color represents higher value and blue color lower value. The top color bars indicate the



treatment groups. Blue bars C, Control; green bars I, Inulin; cyan bars W, Cell wall; brown
bars L+I, Lactobacillus acidophilus + Inulin; orange bars L+W, L. acidophilus + Cell wall.
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Supplementary Fig. 3. Heatmap and dendrogram of the average KOs pathways in all 5
treatments of control, prebiotics and synbiotics. Control (C), Inulin (1), Cell wall

(W), Lactobacillus acidophilus + Inulin (L+1), L. acidophilus + Cell wall (L+W). Red color
represents higher value and blue color lower value.
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Supplementary Fig. 4. Heatmap and dendrogram of the all samples KOs pathways in all 5
treatments of control, prebiotics and synbiotics. Red color represents higher value and blue
color lower value. The top color bars indicate the treatment groups. Blue bars C, Control,
green bars I, Inulin; cyan bars W, Cell wall; brown bars L+, Lactobacillus acidophilus +
Inulin; orange bars L+W, L. acidophilus + Cell wall.
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Supplementary Fig. 5. Differences (STAMP analysis) between the 5 treatments and their
inferred PICRUSt2 KOs pathways edited in MEGANS. Extended error bar plot identifying
significant differences between mean proportions of KOs pathways of PICRUSt2 edited in
MEGANS5 in pairwise groups of treatments of Chirostoma estor. Corrected P values are shown



at right. The legend groups are shown: C, Control; I, Inulin; W, Cell wall; L+1, Lactobacillus
acidophilus + Inulin; L+W, L. acidophilus + Cell wall.

Supplementary Tables

Supplementary Table 1.

Total mean (%) relative abundance (first column) £ SE, and mean relative abundance * SE of
the 9 most prevalent Phyla and 2 Class of Phylum Proteobacteria found in gut samples of pike
silverside seed with prebiotics and synbiotics. Legends: Control, C; Inulin, I; Cell wall, W,
Lactobacillus acidophilus + inulin, L+1; L. acidophilus + cell wall, L+W. Different letters per
row indicate statistical significance between treatments abundances (p < 0.05).

Total Treatment
Phylum abundance C | W L+l L+W

(N=42) (N=8) (N=8) (N=9) (N=8) (N=9)
Firmicutes 60.99 + 4.68 {50.66 + 13.25a 57.47 +7.87a 57.78+9.42a 76.16 £+ 8.44a 63.04 +12.43a
Gammaproteobacteria  12.53 + 2.63 {11.67 £ 4.45ab 16.29+7.07a 11.17+3.75a 254+1.03b 20.19+8.69a
Thermotogota 531+1.76 {1156 +6.75ab 8.42+3.53a 508+424ab 0.36+023b 161+0.96b
Actinobacteriota 503+137 { 448+171a 588+133a 9.85+558a 044+019b 403+220a
Cyanobacteria 497+2.04 { 393+3.29a 0.34+0.09a 225+1.74a 1865+886a 056+0.21a
Alphaproteobacteria 419+091 | 167+0.70b 4.16+1.02a 6.00+1.91ab 1.00£037b 7.46+3.39ab
Chloroflexi 358+1.13 | 7.28+4.22a 391+1.76a 466+3.12ab 0.34+0.14b 183+1.12ab
Desulfobacterota 147+0.98 | 7.23+488a 0.30+0.18b 011+0.08b 0.06+0.02b 0.01+0.01b
Bacteroidota 059+0.11 | 0.85+0.29ab 1.02+0.34a 0.68+0.20ab 0.17+0.14b 0.25+0.09b
Fusobacteriota 0.41+0.11 : 0.17+0.08bc 0.81+0.25a 0.55+0.39bc 0.05+0.03c 0.46+0.17 ab
Aquificota 0.22+0.10 : 0.18+0.11ab 0.14+0.05ab 055+0.46a 0.02+0.01b 0.18+0.11ab

Supplementary Table 2.

Mean = SD of alpha diversity (richness Chaol and Shannon diversity) of data of gut
microbiota between treatments (Control, C; Inulin, I; Cell wall, W; Lactobacillus + inulin,
L+I; Lactobacillus + cell wall, L+W). Means in the same column with different letters
indicate statistical significance between treatments (p < 0.05).

Alpha diversity index

Treatment Chaol

Shannon

C 1619.95 + 854.29 a

| 2270.55+708.75 a

2227.30 + 1580.91 a

2.80+0.40 ab

3.18+0.53ab

3.38+0.47a



L+l 1785.17+784.33a 259+049b

L+W 254580+ 1153.38a 3.16+0.43 ab

Supplementary Table 3.
Analysis of similarity (ANOSIM) and Permutational multivariate analysis of variance
(Adonis) of data of intestinal microbiota between control, prebiotics and synbiotics treatments.

Statistics Bray-Curtis

ANOSIM

Permutation N 999

R 0.05908

p (same) 0.071

Pairwise comparisons (adonis) p value R? F value
Cwvsli 0.371 0.0683 1.0260
CvsW 0.447 0.0546 0.8661
Cvs L+l 0.237 0.0822 1.2534
Cvs L+W 0.228 0.0776 1.2613

lvs W 0.102 0.1087 1.8292



I vs L+l 0.015 0.1655 2.7770

I vs L+W 0.167 0.0932 1.5410
W s L+ 0.040 0.1314 2.2686
W vs L+W 0.100 0.1051 1.8799
L+l vs L+W 0.094 0.1034 1.7299

C, Control; I, Inulin; W, Cell wall; L+1, Lactobacillus acidophilus + Inulin; L+W, L. acidophilus + Cell wall.
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VIIl. DISCUSION GENERAL
La actividad acuicola aumenta afio con afio, misma que refleja el incremento de la
demanda de recursos de cultivo por los requerimientos nutricionales de la poblacion
mundial que también esta en constante crecimiento, la cual se prevé sea de 10,000
millones para el afio 2050 (FAO 2018). Para solventar esta demanda, se ha
implementado el cultivo superintesivo, el cual causa condiciones de alto estrés en los
organismos cultivados, condicion que los hace susceptibles a adquirir enfermedades
bacterianas, fungicas, parasitarias y virales que llegan a ocasionar mortalidades
masivas y graves pérdidas econdmicas (Tavares-Dias y Martins 2017).
Una alternativa viable para incrementar la produccién acuicola y que se viene
aplicando en los ultimos afios es la adicion de suplementos prebiéticos, probioticos y
simbidticos, los cuales se ha observado que presentan efectos positivos en el
incremento del crecimiento de los organismos cultivados y, a su vez, influyen
directamente en la modulacion de la microbiota (Anexo 1), la cual tiene multiples
funciones en el hospedero (Guangxin et al. 2022).
Antes de definir los distintos efectos de prebidticos, probidticos y simbidticos sobre
los organismos a los que se aplican como parte de su dieta, es importante conocer
primero cuales son las condiciones normales (sin adicion de estos suplementos) de
estos en cultivo, su requerimiento alimenticio y las caracteristicas de su crecimiento,
supervivencia, y microbiota intestinal.
Asi en el presente trabajo, se describe inicialmente (capitulo 1) la microbiota
intestinal del pez blanco de Patzcuaro en distintos habitats de desarrollo como son el
ambiente silvestre (Lago de Péatzcuaro), el Cultivo Intensivo y el Cultivo Extensivo. En
el capitulo 2 se analizan los efectos de la aplicacion de suplementos prebidticos y
simbidticos sobre la microbiota intestinal y el crecimiento de C. estor en condiciones
de cultivo. Cabe sefialar que este es el primer estudio en definir la microbiota
intestinal del pez blanco C. estor en etapa adulta en distintos ambientes de
desarrollo.
En los resultados de la microbiota intestinal de peces adultos de diferentes
ambientes, se encontro que la diversidad bacteriana ha sido significativamente mas

alta en peces provenientes del lago de Patzcuaro comparada con la del cultivo
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intensivo. Este cambio significativo en la diversidad entre ambientes Lago y cultivo
intensivo se puede explicar por el habito alimenticio de C. estor al ser zooplanctéfago
(Ross et al. 2006, Martinez-Palacios et al. 2007, Martinez-Palacios et al. 2019) y por
la gran diferencia de la diversidad de estos organismos planctonicos en el ambiente
dinamico Lago, los cuales pueden contribuir a esta diversidad en comparacién de un
ambiente menos dindmico como el cultivo controlado, donde los peces se alimentan
con una dieta balanceada en forma exclusiva.

En cuanto a los efectos de los prebioticos y simbidticos sobre la microbiota intestinal
de juveniles de C. estor, se not6 una variacion entre los tratamientos aplicados, en
particular entre las bacterias &cido lacticas. Los dos tratamientos simbidticos
(Lactobacillus + inulina y Lactobacillus + pared celular) incrementaron
significativamente la abundancia de Lactobacillus comparada con los tratamientos
testigo y solo prebiéticos (inulina y pared celular). Mientras que el tratamiento
simbidtico Lactobacillus + inulina incrementé otras bacterias acido lacticas como
Lactococcus, Weissella y Enterococcus cuando se compar6 con los tratamientos
testigo y el prebidtico pared celular. También, con el prebiético inulina incrementé
Enterococcus cuando se compard con el testigo, y Lactobacillus y Weissella cuando
se comparan con el prebiético pared celular, asi como Enterococcus y Streptococcus
cuando se comparan con el simbi6tico Lactobacillus + pared celular.

Lo encontrado en los dos capitulos de este trabajo, también se ha visto en diferentes
estudios de peces de agua dulce y marinos, donde cambios del habitat y aplicacion
de dietas con suplementos prebioticos y simbidticos modulan la microbiota intestinal,
con incremento de la diversidad bacteriana en un ambiente silvestre mas dinamico
comparado con uno mas estable como el cultivo (Givens et al. 2015, Hennersdorf et
al. 2016, Dehler et al. 2017), y por incremento de bacterias dependientes de
sustratos prebidticos (Mahious et al. 2006, Reza et al. 2009, Geraylou et al. 2012,
Wang et al. 2022) e influenciadas por la presencia de simbiéticos, entre ellas las
bacterias acido lacticas (Mourifio et al. 2012, Gonzalez-Félix et al. 2018).

En diferentes estudios se destacan que las bacterias &cido lacticas como
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus y Weissella

estan presentes en el intestino de peces de agua dulce y marinos (Merrifield et al.
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2014, Alonso et al. 2018, Ringg et al. 2018). La presencia y abundancia de estas
bacterias esta influenciada por factores como la estacion del afio (Hagi et al. 2004),
el estrés (Uren Webster et al. 2020), la salinidad (Ringg y Stregm 1994, Lin et al.
2020) y la adicion a la dieta de suplementos prebidticos, probioticos y simbidticos
(Reza et al. 2009, Akrami et al. 2013, Cerezuela et al. 2013, Geraylou et al. 2012,
Hoseinifar et al. 2013, Hoseinifar et al. 2015, Momeni-Moghaddam et al. 2015,
Standen et al. 2015, Falcinelli et al. 2016, Akter et al. 2019, Tan et al. 2019).

Las bacterias &cido lacticas presentes en peces marinos y de agua dulce como C.
estor, también son moduladas por prebioticos y simbidticos. En mdltiples
investigaciones, a estas bacterias se les han atribuido funciones de reduccion del pH
del intestino como producto de la sintesis de acido acético, acido lactico y acido
propionico, reduciendo asi también el crecimiento de bacterias patdégenas (Mussatto
y Mancilha 2007, Yousefian y Amiri 2009, Ringg et al. 2018, Hoseinifar et al. 2020).
Por otro lado, estas bacterias tienen distintas cualidades, los Lactobacillus tienen la
capacidad de realizar la sintesis de aminoacidos como isoleucina, leucina, lisina y
valina (Dai et al. 2011, Hao et al. 2011, Neis et al. 2015), metabolitos que cuando se
administran como parte de la dieta de los peces, aumentan el crecimiento, la
eficiencia alimentaria y la proteina muscular (Ahmed y Khan 2006, Zhang et al. 2008,
Zhao et al. 2012, Dong et al. 2013, Zehra y Khan 2013, Gan et al. 2014, Wang et al.
2017, Huang et al. 2018). En otros estudios se ha encontrado que Enterococcus,
Lactobacillus y Lactococcus sintetizan vitaminas del complejo B (Rossi et al. 2011,
Yoshii et al. 2019, Walhe et al. 2021), que estan relacionadas con el crecimiento, el
desarrollo de embriones y larvas de peces (Sarker et al. 2012, Volkoff y London
2018).

Para el caso de Weissella, la cual fue otra bacteria acido lactica modulada por la
aplicacion de prebidticos y simbidticos en C. estor, se ha determinado que algunas
especies de este género son patdégenas en peces (Liu et al. 2009, Figueiredo et al.
2012, Welch y Good 2013, Costa et al. 2015). Sin embargo, se ha estudiado y
aplicado también como probiotico para producir bacteriocinas (Masuda et al., 2011;
Goh y Philip, 2015; Li et al., 2017). Ademas, cuando se aplica a dietas de peces,
presenta efectos positivos en la mejora del crecimiento (Kahyani et al. 2021,
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Yeganeh-Rastekenari et al. 2021). Teniendo en cuenta las caracteristicas positivas
de estas bacterias acido lacticas encontradas en C. estor y su modulacién por la
adicion de prebioticos y simbidticos, pudieran ser aprovechadas para incrementar en
el desempefio C. estor en cultivo. Sin embargo, es importante destacar que para
saber las funciones de estas bacterias en C. estor, es imperativo realizar estudios a
mayor profundidad tales como andlisis funcionales a través de secuenciacion
shotgun, analisis de expresion de genes por transcriptdmica y analisis de perfil de
metabolitos por metabolomica, para contar con mayor informacién y poder aplicar
estas bacterias como aditivos en dietas experimentales, ya que se ha determinado
que especies del mismo género, incluso cepas de la misma especie bacteriana,
pueden variar su funcién (Brunt y Austin 2005, Pieters et al. 2008, Gunasekara et al.
2010, Lim et al. 2010, Huebner et al. 2011, LU et al. 2011, GOmez-Duarte 2014,
Ramesh et al. 2015, Guardiola-Alvarez et al. 2016, Behera et al. 2017, Wanka et al.
2018).

A pesar de los cambios observados en la modulacién de la microbiota intestinal,
tanto en los peces de diferentes ambientes (capitulo 1), como en los peces del
experimento con prebidticos y simbioticos (capitulo 2), se noté que permanece una
microbiota nucleo (“core” microbiota) compuesta por los géneros Acinetobacter,
Aeromonas, Bacillus, Mycoplasma, Pseudomonas, Spiroplasma, Staphylococcus,
Vibrio y Weissella para ambientes, y Bacillus, Citrobacter, Cutibacterium,
Lactobacillus, Pseudomonas, Spiroplasma, Stenotrophomonas, Streptococcus y
Thermogemmatispora para los juveniles alimentados con prebidticos y simbidticos,
estando presente Bacillus y Spiroplasma tanto en juveniles como en adultos.

En la microbiota nucleo identificada tanto en el intestino de peces adultos como de
los juveniles de los tratamientos experimentales, destaca que la mayoria de los
géneros (excepto Spiroplasma y Thermogemmatispora) también han sido
encontrados como parte de la core microbiota calculada para peces de agua dulce y
marinos (Roeselers et al. 2011, Gajardo et al. 2016, Dehler et al. 2017, do Vale-
Pereira et al. 2017, Jiang et al. 2018, Larios-Soriano et al. 2018, Nikouli et al. 2018,
Tan et al. 2018, Jiang et al. 2019, Piazzon et al. 2019, Rimoldi et al. 2019, Feng et al.
2021, Park y Kim 2021, Wu et al. 2021). Estos géneros bacterianos persisten en
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estos peces a pesar de que los hospedadores poseen diferentes condiciones
dietéticas y ambientales de desarrollo, lo que puede significar su relevancia
ecologico-funcional en el organismo que habitan, ya que en multiples estudios se les
han atribuido diferentes funciones como la produccién de acidos grasos de cadena
corta, aminoacidos y bacteriocinas, mismas que estan involucradas en el incremento
de crecimiento, supervivencia, produccién de enzimas digestivas, eficiencia
alimentaria y el aumento de la proteina muscular en peces de agua dulce y marinos
(Bringel y Hubert 2003, Ahmed y Khan 2006, Khan y Abidi 2007, Hu et al. 2008, Zhao
et al. 2012, Dong et al. 2013, Gan et al. 2014, Hashemimofrad et al. 2016, Jiang et al.
2017, Abarike et al. 2018, Lee et al. 2018, Zaineldin et al. 2018, Xia et al. 2020,
Kahyani et al. 2021). Aunque muchas bacterias de estos géneros tienen funciones
benéficas, algunas de ellas a nivel de especie han sido clasificadas como patégenas
para peces (Austin et al. 1995, Taoka et al. 2006, Pieters et al. 2008, Abd EI-Rhman
et al. 2009, Lu et al. 2011, Korkea-aho et al. 2012, Mourifio et al. 2012, Qi et al. 2020,
Tran et al. 2020, Estante-Superio et al. 2021, Vestrum et al. 2022).

Se encontraron dos géneros en la core microbiota de C. estor, que no se han
reportados en otros peces. El primero es Thermogemmatispora se ha encontrado en
abundancia en fuentes geotermales (Yabe et al. 2011, King y King 2014) y en el
suelo (Khodadad et al. 2020), por lo que es posible que Chirostoma estor pudo
adquirir este género del agua de donde se cultiva, la cual proviene de un pozo de
una profundidad de 170 metros donde la temperatura es superior a la ambiental. El
segundo es Spiroplasma las cuales son bacterias consideradas comensales en la
mayoria de los insectos, aracnidos, crustaceos y plantas (Cisak et al. 2015), sin
embargo, se han encontrado también cepas patdgenas en algunos crustaceos
(Nunan et al. 2005, Ding et al. 2014). Recientemente se ha definido Spiroplasma
como simbionte del pepino de mar de la fosa de las Marianas (He et al. 2017) y de
las moscas Drosophila (Gerth et al. 2021). En peces existen pocos estudios acerca
de este género, Lin et al. (2018) indicaron que Spiroplasma afadido a la dieta de la
anguila Anguilla marmorata reduce el crecimiento, mientras que Ruzauskas et al.
(2021) mencionan que Spiroplasma predomina en Cyprinus carpio de estanques y

relacionan la presencia y abundancia de esta bacteria con el consumo de insectos
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por parte de estos peces. En cuanto a esta bacteria en C. estor, anteriormente se ha
definido que este pez consume insectos si estan cerca de su entorno acuatico
(Martinez-Palacios et al. 2019), por lo que podria estar adquiriendo esta bacteria a
partir de su habito alimenticio, e incluso podria existir alguna asociacién simbidtica.
Sin embargo, son necesarios mas estudios como transcriptbmica, metabolémica y
analisis fisiol6gicos para reafirmar esta asociacion.

Respecto a los resultados en mejora del crecimiento se observo que la aplicacion de
simbidticos en la dieta de juveniles de C. estor, mejor6é de forma significativa la
longitud y el peso corporal final, la ganancia de peso, la tasa de ganancia de peso, la
tasa de crecimiento especifica y el factor de condicién cuando se compar6 con el
resto de los tratamientos. Estos resultados muestran que los simbioticos tienen
mejores efectos en el crecimiento que al aplicar prebidticos y probioticos separados,
lo cual se ha observado anteriormente en otros peces como trucha arcoiris
(Rodriguez-Estrada et al. 2009), cobia (Geng et al. 2011), lenguado (Hasan et al.
2018) y bagre (Sutriana et al. 2021).

En términos de procesos de preparacién y almacenamiento de dietas con pre-, pro-y
simbidticos, los prebidticos tienen la ventaja de que el ser aplicadados al resto de los
componentes de una dieta balanceada, no es necesaria alguna técnica
especializada. En cambio, la administracion de forma exitosa de los probidticos de
forma separada o como simbidticos, es un proceso costoso debido a los precios de
medios de cultivo para crecer las bacterias probiéticas previo a la aplicacion en las
dietas y al tiempo invertido. Aunado a esto, para una adecuada administracion y
funcionalidad de estos microorganismos, se han detectado problemas que incluyen la
baja viabilidad de las bacterias probiéticas durante el procesamiento y el
almacenamiento (Merrifield et al. 2010, Egerton et al. 2018). Por lo anterior y ademas
del resultado de mejora del crecimiento por el tratamiento prebiotico pared celular en
C. estor, para un futuro se pueden disefar experimentos con distintas dosis y
tiempos de aplicacidén de este prebidtico con la finalidad de determinar la dosis con la
mejor eficiencia y ver sus efectos en esta especie, como una potencial forma de

mejorar la produccién en su cultivo.
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En cuanto a la relacion microbiota-crecimiento se ha definido que existe una relacion
positiva en la presencia del género Lactobacillus con los valores en el incremento del
crecimiento, sin embargo, no se sabe exactamente la relacion causal de dicha
realcion. Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios y analisis como la expresion
génica de las bacterias y de los peces, los metabolitos que pueden producir las
bacterias y como pueden estar directamente relacionados con el crecimiento de los
peces, para finalmente definir esta relacion bacterias-crecimiento en C. estor.

El analisis de prediccion de vias metabdlicas bacterianas por PICRUSt2 predice la
presencia de vias sobreexpresadas del metabolismo de aminoacidos, carbohidratos,
cofactores, energia y vitaminas para las muestras de intestino anterior de cultivo
intensivo y digesta de los tres ambientes (capitulo 1), y para las muestras de inulina 'y
Lactobacillus + pared celular (capitulo 2). Estos resultados proporcionan datos para
apoyar funciones de la microbiota (Douglas et al. 2019) y fundamentar
investigaciones futuras. Sin embargo, es importante sefialar que los resultados de
PICRUSt2 podrian no representar realmente a las bacterias y por tanto, su papel en
el hospedero, ya que esta herramienta considera la prediccion funcional de bacterias
identificadas Unicamente por una region de su genoma (en este caso la region V3 del
gen RNAr 16S). Serd necesario realizar estudios funcionales de profundidad
(estudios 6micos) para corroborar la funcionalidad de la microbiota en esta especie.
El pez blanco del Lago de Patzcuaro C. estor, organismo de estudio del presente
trabajo, es considerado una especie de lento crecimiento, lo cual a nivel de
produccién es un problema. Ademas, es un importante recurso nativo y endémico
con potencial acuicola, y se puede considerar un organismo modelo clave en funcién
de tener un intestino corto sin estobmago, y consumir zooplancton, siendo asi un
consumidor bajo en la cadena trofica (Ross et al. 2006, Martinez-Palacios et al.
2019). Por otro lado, tiene la particularidad de sintetizar y acumular grandes
cantidades de acidos grasos omega 3, especificamente DHA (Fonseca-Madrigal et
al. 2014, Martinez-Palacios et al. 2020). Martinez-Palacios et al. (2020) determinaron
que en peces C. estor adultos silvestres provenientes del Lago Patzcuaro, la
proporcion de DHA con respecto a los otros acidos grasos es de 30.95%, mientras

gue en peces adultos en condiciones de cultivo, indicaron que la proporcion de DHA
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es de 21.61%. En el presente trabajo, a partir de muestras de peces juveniles
provenientes del experimento de prebidticos y simbioticos, también se realizé el
analisis del perfil de acidos grasos, ya que se ha visto que la adicién de suplementos
prebibticos y probidticos en peces modula la presencia de acidos grasos (Piccolo et
al. 2013, Baesi et al. 2017). En este caso no se observaron diferencias significativas
en el perfil de 4cidos grasos entre los tratamientos (testigo, prebidticos y simbidticos)
(Apéndice 1). Sin embargo, cuando se calcul6 la proporcion de los acidos grasos
DHA/EPA, el tratamiento prebiotico pared celular fue significativamente menor que el
tratamiento testigo. Ademas, la proporcibn de DHA en los peces de todos los
tratamientos varié entre entre 16.49 y 19.74%, con una tendencia hacia el incremento
del porcentaje de este acido graso en los tratamientos prebidtico inulina y simbioticos
con respecto al tratamiento testigo. La tabla del perfil de acidos grasos y discusion de
los resultados se encuentran en el Apéndice 1.

Finalmente, es importante sefialar que seria interesante el estudio de las potenciales
bacterias probidticas que han sido determinadas como parte de la “core” microbiota
de peces blancos C. estor provenientes de los ambientes estudiados y de los
tratamientos del experimento. A partir de su aplicacion en la dieta de peces de
cultivo, se pueden determinar sus efectos sobre el crecimiento, la supervivencia, la
microbiota y morfologia intestinal, perfil de metabolitos, expresion de genes
bacterianos, expresion de genes de los peces, asi como sus efectos sobre el perfil de

acidos grasos presentes en los peces.
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IX. CONCLUSIONES
La microbiota intestinal del pez blanco (C. estor) tiene variaciones significativas
cuando este organismo cambia su habitat de silvestre a cautiverio, y cuando se
adiciona su dieta con suplementos prebioticos y simbidticos. Sin embargo, a pesar de
estos cambios, se mantiene la presencia de algunos géneros de microorganismos
que denominamos la “core” microbiota del pez blanco, misma que tiene potencial de
aislarse, identificarse a nivel especie, cultivarse, y aplicarse como probidticos en el
cultivo intensivo de esta especie, como una forma de potencializar el crecimiento y la
supervivencia.
Ademas, en este estudio se comprobo6 que la aplicacion de simbiéticos Lactobacillus
+ inulina y Lactobacillus + pared celular, asi como el prebiético pared celular,
mejoraron considerablemente el crecimiento comparado con la dieta balanceada
administrada en esta especie, por lo que se recomienda usar estos suplementos en
esta especie. Sin embargo, es importante sefialar que seria interesante utilizar
diferentes dosis y tiempos de aplicacién de pared celular con la finalidad de conocer
si los efectos vistos en el presente estudio pueden ser mejorados, para asi poderlos
aplicarlos en gran escala en el cultivo de esta especie.
La aplicacion de simbidticos incrementd considerablemente la abundancia de
Lactobacillus y otras bacterias acido lacticas, las cuales se han visto involucradas en
la mejora de las condiciones de cultivo de peces. A partir del andlisis de relacion de
abundancia de bacterias con indices del crecimiento, se determind que el género
Lactobacillus esta directamente relacionado con el incremento en el crecimiento del
pescado blanco. Sin embargo, no sabemos los mecanismos moleculares presentes
en esta relacion, por lo que son necesarios estudios a mayor profundidad para
definirla de forma clara.
Finalmente, la informacion generada en este trabajo aporta al conocimiento cientifico
gue podra usarse como referencia para definir cambios de la microbiota en C. estor
por influencia de distintos factores como cambios de habitats de desarrollo y

mejoramiento de dietas.
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X. APENDICES
Al. Andlisis del perfil de 4cidos grasos experimento prebidticos y simbidticos
Dada la gran cantidad de &cidos grasos polinsaturados que posee el pez blanco
(21.61-30.95% de DHA en proporcion al resto de los &cidos grasos; Martinez-
Palacios et al. 2020), en el muestreo del experimento, también se tomaron muestras
de peces con la finalidad de realizar andlisis del perfil de acidos grasos, ya que se ha
visto en algunos peces que la adicion de suplementos prebidticos y probioticos
modula la presencia del contenido de &cidos grasos (Piccolo et al. 2013, Baesi et al.
2017).
Al.1 Resultados analisis perfil de &cidos grasos
Los resultados del efecto de los prebidticos y simbioticos sobre el perfil de acidos
grasos en el pez blanco en la semana 12 estan mostrados en la Tabla Al.
El &cido palmitico (16:0) y el &cido oleico (18:1n-9) fueron los &cidos grasos
saturados y monoinsaturados predominantes en todos los tratamientos. Entre los
acidos grasos poliinsaturados, el acido linoleico (18:2n-6) y el DHA (22:6n-3) fueron
los mas prevalentes entre los tratamientos. Hay una tendencia hacia el incremento
(no diferencias significativas) del porcentaje de DHA en los tratamientos prebidtico
inulina y simbidticos con respecto al tratamiento testigo y una tendencia de
incremento del porcentaje de EPA en tos los tratamientos prebioticos y simbioticos
con respecto al tratamiento testigo.
En cuanto a los andlisis estadisticos, se puede ver que en todos los acidos grasos
analizados no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre el tratamiento
testigo y los tratamientos prebidticos y simbiéticos (Tabla Al). Entre las proporciones
acidos grasos poliinsaturados / acidos grasos saturados (PUFA/SFA) y acidos grasos
omega 3 / acidos grasos omega 6 (w3/ w6) no hubo diferencias significativas entre
los tratamientos (Tabla Al). Sin embargo, en la proporcion de los acidos grasos
DHA/EPA, el tratamiento prebiotico pared celular fue significativamente menor (p <

0.05) que en el tratamiento testigo (Tabla Al).
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Tabla Al. Perfil de acidos grasos de peces blancos Chirostoma estor eviscerados
alimentados con prebiéticos y simbioticos (Promedio + Desviacion estandar). Los
valores reportados son promedios de tres peces por tratamiento. Los valores en la

misma fila que tienen diferentes letras corresponden a tratamientos

significativamente diferentes (p < 0.05).

Tratamiento

Lactobacillus

Lactobacillus +

Acido graso Testigo Inulina Pared celular )
+ Inulina Pared celular
C14:0 418 +0.26 a 3.86+0.20 a 415+039a 397+062a 3.66+0.13a
C15:0 ‘ 0.41+0.01 a 0.42+0.04 a 0.45+0.01a 0.47 £0.06 a 0.45+0.01a
C16:0 23.77+2.73 a 23.37+£0.64 a 2406 £0.55a 23.70+1.18a 23.83+0.8l1a
C18:0 576 +1.32 a 6.02+0.51 a 535+ 0.54 a 590+1.03a 5.83+0.22 a
Total SFA 34.12+3.80 a 33.67+1.10 a 34.01+0.62a 34.04t154a 33.78+1.10a
C16:1n-7 { 5.05+0.63a 4.60+0.16 a 4.81 +0.46 a 443 +0.53 a 432+0.21a
C18:1(n-7) 3.93+0.18 a 3.70+£0.05 a 3.82+0.16 a 3.70+£0.14 a 3.72+0.12 a
C18:1(n-9) | 18.67 +1.15a 16.87 + 0.87 a 18.84+1.05a 1596+0.50a 16.57+1.08a
C20:1(n-9, n-ll)g 0.46 £ 0.03 a 0.43 +£0.06 a 050+0.04a 0401+0.08a 0.45+0.02a
Total MUFA 28.11+0.77 a 25.60 £ 0.87 a 2797 +1.49a 24.28x0.67a 25.07+1.18a
C18:2(n-6) 11.29+1.47a 11.21+0.28 a 11.27+0.89a 11.13+0.77a 10.96+0.53 a
C18:3(n-3) 1.28 +0.35a 1.41 +0.05 a 141+0.19a 1.39+0.24 a 1.41 +0.07 a
C18:4(n-3) 0.37+0.16 a 0.45 +0.07 a 0.43+0.07a 0.47x0.13a 045+0.02a
C20:4(n-3) | 0.23+0.07 a 0.28+0.01a 0.24+0.03a 0.27+0.03a 0.26+0.04a
C20:4(n-6)ARA 221 +0.03 a 2.45+0.06 a 2.26 +0.24 a 254 +0.21a 252+0.14 a
C20:5(n-3)EPA 2.68 £ 0.54 a 3.22+0.35 a 355+0.33 a 353+055a 3.13+0.08a
C22:5(n-3) 2.62+0.53 a 2.76 £0.30 a 237002 a 264%£0.08a 2.67 £0.46 a
C22:6(n-3)DHA 17.09+£1.27 a 18.95+0.45 a 16.49+£1.78 a 1951+0.65a 19.74+1.64a
Total PUFA 37.77+4.33 a 40.73£0.70 a 38.02+1.0la 41.47+09a 41.15+226a
w3 24.27 +2.86 a 27.07 £0.68 a 2449+166a 27.80x039a 27.67+x19%a
wb 13.50+1.48 a 13.66 £ 0.22 a 13.53+0.65a 13.67+0.57a 13.48+0.52a
PUFA/SFA 1.13+£0.27 a 1.21 £ 0.06 a 1.12+0.02 a 1.22 +0.08 a 1.22+0.11a
w3/wb 1.80 £ 0.03 a 1.98 + 0.06 a 1.82+0.20 a 2.04 £ 0.06 a 2.05+0.12 a
DHA/EPA 6.49+0.79 a 5.92 £ 0.56 ab 465+052b 563+1.03ab 6.29+0.36 ab

A1.2 Discusién analisis perfil de acidos grasos

En los resultados del presente estudio, el &cido palmitico (16:0) y el acido oleico
(18:1n-9) fueron los acidos grasos saturados y monoinsaturados predominantes
entre los tratamientos. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en el
porcentaje de estos acidos. En otros trabajos de peces se ha determinado que estos
acidos grasos estan presentes en gran cantidad (Gutierrez y da Silva 1993, Piccolo

et al. 2013, Baesi et al. 2017) y su concentracion puede estar influenciada por la
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aplicacion de prebioticos y probioticos. Por ejemplo, Piccolo et al. (2013) al aplicar el
prebiodtico MOS en el pez sargo Diplodus puntazo, mostraron que este ingrediente
incremento significativamente la cantidad de los acidos palmitico y oleico comparada
con el tratamiento testigo. En otro estudio, Baesi et al. (2017) al aplicar el probidtico
Lactobacillus en la carpa Cyprinus carpio, encontraron que este microorganismo
también incrementd significativamente la cantidad de los acidos palmitico y oleico
comparada con el tratamiento testigo.

Es bien sabido que los acidos grasos poliinsaturados w3 como DHA y EPA contenido
en los peces, tienen una funciéon importante en la salud humana (Baesi et al. 2017).
En el presente estudio, en el analisis de los &cidos grasos poliinsaturados (incluidos
EPA y DHA), no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) entre el
tratamiento testigo y los tratamientos prebidticos y simbidticos. Sin embargo, existe
una tendencia al incremento en el EPA en todos los tratamientos respecto al testigo.
También hay una tendencia al incremento de DHA en todos los tratamientos respecto
al testigo, excepto el tratamiento del prebidtico pared celular donde la tendencia es
hacia la reduccion. En otros estudios de peces también se ha analizado el efecto de
la aplicacion de prebidticos y probidticos sobre el perfil de los &cidos grasos
poliinsaturados EPA y DHA, cuyos resultados son contrarios al presente, con una
reducciobn de estos. Piccolo et al. (2013) al aplicar los prebidticos inulina y
mananooligosacéaridos (MOS) en el pez sargo Diplodus puntazo, mostraron que
estos suplementos redujeron significativamente la cantidad de EPA comparada con
el tratamiento testigo. En otro estudio, Baesi et al. (2017) al aplicar el probidtico
Lactobacillus en la carpa Cyprinus carpio, encontraron que se redujo
significativamente la cantidad de EPA y DHA comparada con el tratamiento testigo.
En el estudio de los acidos grasos, las proporciones de omega-3 sobre omega-6
(w3/wb) y PUFAS sobre acidos grasos saturados (PUFA/SFA) son importantes para
la perspectiva nutricional (Baesi et al. 2017). Pigott y Tucker (1990) indican que la
proporcion w3/w6 puede ser el mejor indicador para medir el valor nutritivo del aceite
de pescado. De acuerdo a Kinsella et al. (1988), la proporcion de omega 3 y omega 6
en la dieta humana mediante la reduccion de los lipidos plasmaticos, previene las

enfermedades cardiacas y reduce el riesgo de cancer. La cantidad de la proporcion
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de acidos grasos omega 3 y omega 6 recomendada por los nutricionistas es superior
a 0.25 veces (w3/w6) (Valencia et al. 2006).

En la carpa Cyprinus carpio, Baesi et al. (2017) al medir la influencia del probidtico
Lactobacillus sobre esta proporcion w3/w6, encontraron que el intervalo esta
proporcion fue de 0.12 y 0.24 veces en todos los tratamientos incluido el testigo y
notaron que el probidtico incrementé significativamente esta proporciéon comparada
con el testigo. En otros peces de agua dulce como tilapia Oreochromis niloticus, pez
cabeza de serpiente Channa striatus, anabas Anabas testudineus y bagre africano
Clarias gariepinus en dieta comun sin adicion de probidticos y prebioticos, esta
proporcion w3/w6 es menor a 1.53 (Suloma et al. 2008).

En el presente trabajo en el pez blanco Chirostoma estor, la proporcion de w3/w6 en
todos los tratamientos fue de intervalo entre 1.80 y 2.14 veces. No hubo incremento
significativo de esta proporcion entre los tratamientos aplicados de prebi6ticos y
simbidticos. No obstante, existe una tendencia al incremento de la proporcion w3/w6
en todos los tratamientos respecto al testigo, excepto el tratamiento del prebidticos
de pared celular donde es muy similar con el tratamiento testigo. La proporcion de
w3/w6 que encontramos en el presente trabajo, aunque no haya sido
significativamente influenciada por prebiéticos y simbioticos, los valores encontrados
son 7 veces mayores al valor minimo recomendado por los nutricionistas, lo cual
hace evidente la importancia nutritiva superior de este pez blanco sobre otros de
agua dulce como la carpa, la tilapia y bagre en cuanto al contenido acidos grasos
gue pueden beneficiar si se consume este recurso alimenticio.

En el presente trabajo, la proporcion de estas acidos grasos en todos los
tratamientos fue de intervalo entre 1.12 y 1.26 veces. No hubo incremento
significativo de esta proporcion entre los tratamientos aplicados de prebiéticos y
simbiodticos. No obstante, existe una tendencia al incremento de la proporcion
PUFA/SFA en todos los tratamientos respecto al testigo, excepto el tratamiento del
prebidticos de pared celular donde es muy similar con el tratamiento testigo. En la
carpa Cyprinus carpio, Baesi et al. (2017) al medir la influencia del probidtico
Lactobacillus sobre esta proporcion PUFA/SFA, encontraron que el intervalo esta

proporcion fue de 0.94 y 1.79 en todos los tratamientos incluidos el testigo y también
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observaron que el probiodtico redujo significativamente esta proporcion comparada
con el testigo.

Como conclusién de este apartado del analisis de perfil de acidos grasos en
Chirostoma estor, los prebidticos y los simbiéticos tienden a incrementar el perfil de
los acidos grasos EPA, DHA (excepto prebidtico pared celular) y la proporcion de
w3/w6 y PUFA/SFA (sin diferencias significativas). Para corroborar estos resultados
y tal vez llegar a cambios estadisticamente significativos, se sugiere realizar nuevos
experimentos con dietas donde se incremente la cantidad de estos suplementos
aplicados en la dieta. Ademas, es importante sefialar que seria interesante probar
potenciales probidticos determinados como parte de la core microbiota de peces
blancos de los ambientes y de los tratamientos del experimento analizados, con fin

de determinar también sus efectos sobre el perfil de acidos grasos.
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A2. Anélisis metabolomico.

A2.1 Extraccién de muestras para el andlisis de metabolitos

Para el analisis de metabolitos de ambientes, el intestino de las muestras de peces
de cada ambiente de desarrollo (Lago de Patzcuaro, LP; Cultivo Intensivo, C y
Cultivo Extensivo, E) se removié con unas pinzas estériles y se separd de este la
mitad de la Digesta (D) y, se partié la mitad del intestino anterior (A) y la mitad del
intestino posterior (P) para enseguida colocar una de estas mitades dentro de
distintos tubos Eppendorf de 1.5 mL estériles y etiquetados. Una vez colocadas las
mitades de estas muestras en los tubos, inmediatamente los tubos con las muestras
se colocaron en nitrdgeno liquido para después almacenarlas a -80 °C hasta su
procesamiento y posterior andlisis de metabolitos por medio de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN o NMR por sus siglas en inglés).

Para el andlisis de metabolitos del experimento, el intestino de las muestras de peces
de cada tratamiento se removié con unas pinzas estériles y se separ0 de este la
mitad para enseguida colocar una de estas mitades dentro de distintos tubos
Eppendorf de 1.5 mL estériles y etiqguetados. Una vez colocadas las mitades de estas
muestras en los tubos, inmediatamente los tubos con las muestras se colocaron en
nitrégeno liquido para después almacenarlas a -80 °C hasta su procesamiento y
posterior analisis de metabolitos por medio de Resonancia Magnética Nuclear (RMN
o NMR por sus siglas en inglés).

A2.2 Prueba para determinar metabolitos en intestino e higado de pez blanco
por Resonancia Magnética Nuclear

Mientras que las distintas muestras de ambientes y del experimento se mantuvieron
almacenadas en ultracongelacion en espera de su procesamiento y analisis por
RMN, se realiz6 un experimento de prueba de extraccion de metabolitos donde
muestras de intestinos e higados de pez blanco se procesaron de diferente maneray
se enviaron a analizar por la técnica de Resonancia Magnética Nuclear para ver la
viabilidad de la prueba con las diferentes caracteristicas de procesamiento y decidir
asi, cual tipo de muestra seria mas viable preparar y enviar para uno de nuestros
objetivos de trabajo que es el determinar los metabolitos en la digesta e intestinos
anterior y posterior del peces blancos Chirostoma estor adultos que estdn en
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distintos ambientes de desarrollo y metabolitos en intestino de del peces blancos
Chirostoma estor juveniles alimentados con suplementos prebioticos y simbidticos.
Protocolo de la prueba de extraccion de metabolitos de intestinos e higados de
pez blanco.

1- Liofilizar por 24 horas a -50 °C intestino de pez blanco previamente colocado
en N liquido y almacenado a -80 °C.

1’- Colocar en N liquido y almacenar a -80 °C intestino e higado de pez blanco (no
liofilizar).

2- Separar trozos del intestino liofilizado y pesarlos en proporciones (10, 15,15y
25 mg de peso seco por duplicado).

2’- Separar trozos del intestino e higado almacenado a -80 °C y pesarlos en
proporciones (50 y 70 mg de peso humedo por duplicado para intestino y 33, 36, 39 y
44 mg de peso humedo para higado).

3- Colocar trozos de intestino en tubos de homogeneizacion previamente
etiquetados y con cuentas de ceramica (15, 25y 70 mg X2, 39y 44mg).

3’- Colocar trozos de intestino en tubos de homogeneizacién previamente
etiquetados y sin cuentas de ceramica (10, 15y 50 mg X2, 33 y 36mg).

4- Agregar a los tubos con los trozos de intestino o higado dentro, 4 mL de
metanol frio por cada gramo de muestra himeda y 1.6 mL de agua HPLC fria
por cada gramo de muestra humeda.

5- Colocar los tubos con las muestras y los solventes en un homogeneizador
Precellys (precellys.com) a 6,500 rpm por 15 segundos dos veces.

6- Sacar los tubos del homogeneizador y agregar 4 mL de cloroformo frio por
cada gramo de muestra humeda y 4 mL de agua HPLC fria por cada gramo de
muestra humeda.

7- Agitar los tubos con las muestras y solventes en vortex durante 30 a 60
segundos.

8- Inmediatamente colocar los tubos en hielo por 10 minutos (en algunos tubos
dio inicio separacion de dos fases en este tiempo).

9- Centrifugar en 4 °C por 5 minutos a 2,000 g (hubo separacion completa de

dos fases en todos los tubos).
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10- Separar las dos fases y colocarlas en dos tubos diferentes y previamente
etiquetados con nombre de muestra y fase (arriba o abajo/Up o Down/U o D).
(Considerando las dos fases de cada muestra, se sumaron un total de 24
tubos). (Considerando las dos fases de cada muestra de intestino e higado, se
sumaron un total de 32 tubos).

11- Colocar los tubos con las fases separadas (10, 15, 15, 25, 36, 39, 50y 70 mg
U y D para cada uno) en un evaporador centrifugo a temperatura ambiente
hasta que la fase de cada tubo esté libre de solventes (30 a 150 minutos).

11’- Colocar los tubos con las fases separadas (10, 15, 15, 25, 33, 44,50y 70 mg U
y D para cada uno) en un inyector de Nitrdgeno gaseoso hasta que la fase de cada
tubo esté libre de solventes (5 a 45 minutos).

A2.3 Resultados preliminares de la prueba del analisis de espectros de
metabolitos de intestinos e higados de pez blanco

De los 32 tubos enviados para determinar el perfil de metabolitos por RMN de las dos
fases de las 12 muestras de intestino y 4 de higado de pez blanco procesadas a
partir de la prueba, se ha determind el perfil de metabolitos de 6 tubos que se
enviaron (tubo 3, fase superior resultado del proceso de extraccion de metabolitos de
un trozo de 15 mg de intestino liofilizado homogeneizado con cuentas de ceramica y
secado con nitrdgeno gaseoso; tubo 4, fase inferior resultado del proceso de
extraccibn de metabolitos de un trozo de 15 mg de intestino liofilizado
homogeneizado con cuentas de ceramica y secado con nitrdgeno gaseoso; tubo 19,
fase superior resultado del proceso de extraccion de metabolitos de un trozo de 15
mg de intestino liofilizado homogeneizado con cuentas de ceramica y secado con
evaporador centrifugo; tubo 20, fase inferior resultado del proceso de extraccion de
metabolitos de un trozo de 15 mg de intestino liofilizado homogeneizado con cuentas
de ceramica y secado con evaporador centrifugo; tubo 7, fase superior resultado del
proceso de extraccion de metabolitos de un trozo de 10 mg de intestino liofilizado
homogeneizado sin cuentas de ceramica y secado con nitrégeno gaseoso; tubo 23,
fase superior resultado del proceso de extraccion de metabolitos de un trozo de 10
mg de intestino liofilizado homogeneizado sin cuentas de ceramica y secado con

evaporador centrifugo).
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Al analizar detenidamente el perfil de metabolitos de estos tubos, se nota que hay
ciertas semejanzas y variaciones en los picos de metabolitos entre las muestras de
unos tubos y otros. Los picos de metabolitos de los tubos 3 y 19 son muy parecidos
aunque el paso final de secado de solventes fue distinto (tubo 3 se secd con
nitrégeno gaseoso y tubo 19 con evaporador centrifugo). Los picos de metabolitos de
los tubos 4 y 20 fueron semejantes entre ellos y, a su vez, fueron muy diferentes
(menos picos) respecto a los picos de los tubos 3y 19.

Al observar las caracteristicas del procesamiento de estos 4 tubos (3, 4, 19 y 20), se
nota que los tubos 3 y 4 pertenecen a la misma muestra inicial (intestino de 15 mg
liofilizado homogeneizado con cuentas de cerdmica y secado con nitrdgeno gaseoso)
pero en sus dos fases separadas (tubo 3 es fase de arriba y tubo 4 es fase de abajo)
resultado del proceso de extraccién. También, los tubos 19 y 20 son de una misma
muestra (intestino de 15 mg liofilizado homogeneizado con cuentas de ceramica y
secado con evaporador centrifugo) con sus dos fases separadas (tubo 19 es fase de
arriba y tubo 20 es fase de abajo). Si se analiza en conjunto las caracteristicas de los
picos de estos 4 tubos en cuestidén, se nota claramente que los tubos de las fases
superiores (U) de las muestras de intestinos resultan con mayor cantidad de picos a
comparacioén de los picos de los tubos de las fases inferiores (D) de dichas muestras.
Ademas, el perfil de metabolitos de los otros dos tubos restantes (tubos 7 y 23) que
corresponden a dos muestras distintas (intestino de 10 mg liofilizado homogeneizado
sin cuentas de ceramica y secado con nitrégeno gaseoso e intestino de 10 mg
liofilizado homogeneizado sin cuentas de ceramica y secado con evaporador
centrifugo) resulté que a pesar de que los tubos pertenecian a la fase de arriba de la
muestra, el perfil de metabolitos fue menor en el tubo 7 con respecto al tubo 23.
Pero, es de considerar que el paso de secado fue distinto en los dos tubos
(nitrégeno gaseoso y evaporador centrifugo) por lo que esto pudo haber influido en el
resultado de los perfiles de metabolitos en estas muestras.

A2.4 Procesamiento de muestras

En base al resultado preliminar ya descrito de este experimento de prueba de
extraccion de metabolitos (aunque tal vez se considere esperar los resultados de las

demas muestras que se enviaron para la prueba), se determind la metodologia de
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preparacion de muestras y andlisis de metabolitos de las muestras de componentes

intestinales (digesta e intestinos anterior y posterior de los peces blancos

recolectados en distintos ambientes de desarrollo (Lago de Patzcuaro, Cultivo

Intensivo y Cultivo Extensivo) y de las muestras de intestino de los peces del

experimento de prebibticos y simbiodticos. Esta metodologia consistira en aplicar los

pasos del protocolo de la prueba de extraccién de metabolitos que funcionaron mejor

para la determinacion del mayor numero de picos de metabolitos en las muestras

analizadas. Estos pasos son:

1-

O-

Liofilizar por 24 horas a -50 °C y por separado muestra intestinal de pez
blanco recolectados en distintos ambientes de desarrollo previamente
colocado en N liquido y almacenado a -80 °C.

Pesar y separar 15 mg de muestra que resulten de la liofilizacién.

Colocar 15 mg de muestra en tubos de homogeneizacién previamente
etiquetados y con cuentas de ceramica.

Agregar a los tubos con los 15 mg de muestra dentro, 240 yuL de metanol frio y
96 uL de agua HPLC fria.

Colocar los tubos con las muestras y los solventes en un homogeneizador
Precellys (precellys.com) a 6,500 rpm por 15 segundos dos veces.

Sacar los tubos del homogeneizador y agregar 240 pL de cloroformo frio y 240
uL de agua HPLC fria.

Agitar los tubos con las muestras y solventes en vortex durante 30 a 60
segundos.

Inmediatamente colocar los tubos en hielo por 10 minutos (puede dar inicio de
separaciéon de dos fases en este tiempo en algunos tubos).

Centrifugar en 4 °C por 5 minutos a 2,000 g (se tienen que separar dos fases

en todos los tubos).

10- Separar las dos fases y colocarlas en dos tubos diferentes y previamente

etiguetados con nombre de muestra y fase (arriba o abajo/Up o Down/U o D).

11- Colocar los tubos con las fases de arriba (U) en un evaporador centrifugo a

temperatura ambiente hasta que la fase de cada tubo esté libre de solventes
(30 a 150 minutos).
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Nota: En base al peso seco resultante de la liofilizacion del intestino de la prueba de
extraccion de metabolitos (~25%), se tomara en consideracion para hacer los
respectivos célculos de solventes a agregar para extraer los metabolitos de muestras
intestinales de los peces blancos recolectados en distintos ambientes de desarrollo y
tratamientos del experimento.

Una vez obtenida las fases de arriba libre de solventes se procedera a llevarlas al
Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México donde estas
fases libres de solventes se rehidrataran con 600 pL de buffer de fosfatos (100
mmol/L) disuelto en agua deuterizada (D,O) a pH 7.3 que incluye el compuesto de
referencia para NMR tetrametilsilano TMS (Hoffman 2006) a una concentracion de 1
mmol/L. Las muestras rehidratadas y homogenizadas se utilizaran para realizar los el
andlisis de espectroscopia de protones NOESY (*H-1D), la espectroscopia
correlacionada de protones COSY (*H-2D) y la espectroscopia correlacionada
cuantica simple heteronuclear HSQC de protones y carbonos (*H-*3C) por medio de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN o NMR) para asi determinar los metabolitos
presentes en las muestras de Digesta e Intestinos Anterior y Posterior de los peces
blancos recolectados en el Lago de Patzcuaro, Cultivo Intensivo y Cultivo Extensivo.
A2.5 Analisis del metaboloma por espectroscopia de RMN

Los estudios de metabolitos por NMR seran realizados en un espectroscopio Bruker
de 750 megaHertz (MHz) (ubicado en el Instituto de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México, Ciudad de México) con ayuda del programa de
operacion Topspin 1.3 (www.bruker.com). La espectroscopia de protones NOESY en
1 dimension (*H-1D) se realizara con el método noesygpprld (Nuclear Overhauser
Effect SpectroscopY) que permite medir la dinAmica molecular de los protones
incluyendo el efecto de la distancia entre los mismos para investigar la conformacion
y determinar la proximidad de sistemas de espines adyacentes. Para obtener las
lineas del espectro de alta resolucion se obtendran los valores FID (Free Induction
Decay) (Hollas 2004), la cual es la sefial dependiente del tiempo generada por los
espines nucleares magnetizados en desequilibrio (cambio de la orientacién del eje de
rotacion o precesion de Larmor alrededor del campo magnético aplicado) inducida

por el pulso resonante de radiofrecuencia electromagnética cercana a la frecuencia
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de Larmor de los espines nucleares (Hopf et al. 1973). Para mejorar la sefial de los
picos espectrales sobre el ruido de fondo, se multiplicaran los valores de FID por el
exponencial LBF (line broadening factor, que minimiza la amplitud del pico de
frecuencia de los protones debida a la interaccion entre los espines nucleares y los
electrones de otros &tomos contiguos) con un valor de 0.3 Hertz (www.bruker.com),
para después aplicar a los datos una transformaciéon de Fourier (FT) que
basicamente transforma el conjunto de todas las frecuencias de resonancia de los
diferentes protones en una sola linea de espectro, con correccion automatizada de la
linea base y de la fase de la onda (Schock et al. 2013). La identificacion de las
sefiales de 'H RMN se realizar& principalmente utilizando la biblioteca de software
ChenomX NMR (ChenomX Inc., Canada).

A2.6 Analisis estadistico

Para la comparacion estadistica se utilizara el programa Metaboanalyst 3.0 (Xia et
al., 2015) y se realizardn analisis de componentes principales (PCA) y analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) en el programa R (R Core
Team, 2013).

A2.7 Relacién entre la microbiota y los metabolitos

En orden para entender la relacion entre metabolitos y algunos grupos de bacterias
(que son parte tanto de la microbiota, asi como la core microbiota definida (presente
en al menos el 80% de las muestras) que estan presentes en las muestras
analizados de ambientes y del experimento de prebidticos y simbibticos, se realizara
un analisis de correlacion (Analisis de Redundancia (RDA)) y de componentes
principales (PCA) en el programa R.

Posterior a este trabajo, se pretende enviar muestras de componentes intestinales
(digesta, intestinos anterior y posterior) de ambientes y muestras de intestinos del
experimento con la finalidad de determinar las relaciones bacteria-perfil de
metabolitos.
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A3. Procesamiento de muestras para histologia

En el muestreo del experimento de prebidticos y simbidticos también se tomaron
muestras de intestino de peces con la finalidad de realizar analisis de cambios en
perfil histoldgico, ya que se ha visto en algunos peces que la adicion de suplementos
prebioticos, probidticos y simbidticos modulan la morfologia del intestino (Barroso et
al. 2016, Asaduzzaman et al. 2018, Sewaka et al. 2019, Dawood et al. 2020).

Estas muestras se tomaron y se colocaron en soluciéon Davidson por 24 horas.
Enseguida, se cambiaron los intestinos a alcohol al 70% hasta dar inicio su proceso
histoldgico. Se enviaron muestras a procesar al CIAD, unidad Mazatlan. Falta
analizar (posterior a este trabajo) muestras de cortes histolégicos del intestino de los

tratamientos (testigo, prebidticos y simbidticos) para definir cambios.

A.4. Procesamiento de muestras de higado derivadas del experimento

En el muestreo del experimento de prebibticos y simbidticos también se tomaron
muestras de higado de peces con la finalidad de realizar analisis transcriptomico
para determinar genes expresados que estén relacionados principalmente con la
mejora del crecimiento.

Estas muestras se tomaron y se colocaron en tubos eppendorf nuevos y estériles con
solucion RNA later. En menos de 8 horas, los tubos con las muestras se
almacenaron en ultracongelador a -80 °C hasta su posterior extraccion de RNA y
procesamiento para secuenciacion y analisis (posterior a este trabajo) de los
tratamientos (testigo, prebidticos y simbiéticos) para definir cambios.
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XIl. ANEXOS

Anexo 1. Resumen de estudios sobre efectos de suplementos prebidticos, probiéticos y simbidticos
administrados en peces con importancia comercial.

[IAF, UMSNH

Resumen de estudios sobre efectos de suplementos prebidticos administrados en peces con importancia

comercial.
o i Dosis )
Prebidtico Especie » Efecto Referencia
Duracion
. Salmon del Artico 15%
Inulina ) ) |Enterocitos del intestino distal Olsen et al. 2001
Salvelinus alpinus 28 dias
Pared celular (B-glucanos y 0.1,05y1% tActividad fagocitica, en 0.5 y 1% 1Actividad Ortufio et al.
Dorada Sparus aurata i ) )
MOS) 28 dias citotoxica en 0.1% 2002
Inulina, ] . . o
_ _ —Supervivencia Oligofructosa tcrecimiento )
Oligofructosa (es un tipo Rodaballo Psetta 2% ) ) S . Mahious et al.
) . ] i Inulina y lactosucrosa Tmicrobiota intestinal (conteo
de Fructooligosacarido o maxima 26 dias ] 2006
por medio TCBS)
FOS), Lactosucrosa
0.01, 0.025, o o
B-glucanos Rohu Labeo 1Crecimiento fagocitosis, lisozima, complemento )
. 0.05% . . . Misra et al. 2006
rohita ) hemolitico, actividad bactericida
56 dias
Pseudosciaena 0.5y 1% tCrecimiento, lisozima, fagocitosis, respiracion, _
B-glucanos y o ) Ai et al. 2007
crocea 56 dias proteccion contra Vibrio harveyi
Pared celular (B-glucanos y
Rohu Labeo 0.5% o .
MOS) ) . tActividad fagocitica Pal et al. 2007
rohita 15 dias
Lubina Dicentrarchus | 0.2y 0.4% o Torrecillas et al.
MOS 1Crecimiento
labrax 63 dias

2007
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o 0.15,0.3y 1Crecimiento en Mananooligosacarido 0.15% .
Trucha arcoiris i ) . Yilmaz et al.
MOS ) 0.45% tLongitud de las microvellosidades
Oncorhynchus mykiss i ) - 2007
90 dias Mananooligosacarido 0.15 y 0.3%
MOS, . N - . . .
) . Salmén Atlantico 1% —Crecimiento y supervivencia Mananooligosacarido | Grisdale-Helland
FOS, Galactooligosacarido i o o
Salmo salar 120 dias 1% |actividad de lisozima et al. 2008
0 GOS
o tLongitud y densidad de las microvellosidades o
Trucha arcoiris 0.2% o ) o Dimitroglou et al.
MOS ) |Bacterias intestinales Aeromonas spp. y Vibrio spp.
Oncorhynchus mykiss 58 dias 2009
(agar TSA)
) 1,2y3% |Crecimiento y supervivencia |Bacterias totales
Inulina Beluga Huso huso ) ) ) Reza et al. 2009
56 dias tBacterias acido lacticas
. Tilapia del nilo 0.5% o i ) Ibrahem et al.
Inulina o tCrecimiento y supervivencia
Oreochromis niloticus 60 dias 2010
1Crecimiento en todos excepto en Bio-MOS®
FOS, MOS (Bio-MOS®), Corvina roja 1% | Supervivencia en Bio-MOS® tActividad de lisozima h ¢ al. 2010
ou et al.
GOS (Previda™) Sciaenops ocellatus 56 dias tLongitud de microvellosidades en el intestino
excepto en todos en Bio-MOS® (1%)
Immunogen®
. ) 0.05, 0.1, -
proporcionado por Soroush Carpa comun o ) Ebrahimi et al.
] _ _ 0.15y 0.25% | —Crecimiento Immunogen® 0.15 y 0.25% tleucocitos
Radian Cyprinus carpio 2012
56 dias
Co., Tehran, Iran
o . . tSupervivencia y actividad fagocitica
Arabinoxilanoligosacérido- . L
) o —Actividad de lisozima
3-0.25, Esturidn siberiano 2% L . Geraylou et al.
S _ . ) . ) 1Bacterias acido lacticas y Clostridium sp. (PCR-
Arabinoxilanoligosacérido- Acipenser baerii 84 dias ) ) ) 2012
32.0.30 electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante)

Arabinoxilanoligosacarido-32-0.30 fcrecimiento

81

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS

LANMDA




Apeve | 1AF, UMSNH
Arabinoxilanoligosacarido-32-0.30 tacidos grasos de
cadena corta (acetato y butirato)
1 Crecimiento
) Trucha arcoiris 05y 1% — Bacterias intestinales (Aeromonas spp., .
Inulina, FOS ) i . N _ | Ortizetal. 2012
Oncorhynchus mykiss 49 dias Pseudomonas spp. y bacterias grampositivas) (medio
Ryan y TCBS, agar Columbia CNA)
B-ql Carpa Cyprinus 01,1y2% | Microbiota autéctona 1Longitud y densidad de Kihlwein et al.
-glucanos
g carpio 28 dias microvellosidades en 1% 2013
XOS Lubina Dicentrarchus 05y 1% tCrecimiento (0.5%) y supervivencia contra patdgeno | Abdelmalek et al.
labrax 84 dias Aeromonas hydrophila (1%) 2015
i 05y 1% —Crecimiento y actividad enzimatica (lipasa, proteasa
) Carpa comun . ) Eshaghzadeh et
Inulina _ _ 49 dias y amilasa)
Cyprinus carpio ) ) al. 2015
tSupervivencia
Trucha arcoiris 0.1y 0.2% o o Ghaedi et al.
B-glucanos ) i 1Crecimiento y lisozima
Oncorhynchus mykiss 60 dias 2015
Carpa herbivora ) ] . o
) 0.3y 2% Inulina y mananoligosacarido 2%1crecimiento y
Inulina, MOS Ctenopharyngodon o o Mo et al. 2015
) 56 dias actividad bactericida
idella
1Crecimiento
o ) 0.25y 0.5%, —Supervivencia )
i Tilapia del nilo Tiengtam et al.
Inulina o 05y 1% 1Células sanguineas y caliciformes
Oreochromis niloticus 2015
56 dias Inulina 0.5% y tubérculo 0.5 y 1% tactividad de
lisozima
. . 0.1,0.2,0.3y o . .
Lubina Dicentrarchus 1Crecimiento y tamafio de microvellosidades Salem et al.
MOS 0.4% ) )
labrax tSupervivencia (0.1%) 2016
75 dias
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. Carpa comun 2% o o o Hoseinifar et al.
FOS, Inulina, GOS . . . GOS fcrecimiento y actividad de lisozima
Cyprinus carpio 60 dias 2017
Pared celular (B-glucanos y o . 1Crecimiento, glébulos blancos
Tilapia Oreochromis 0.1y 0.2% o . y Abu-Elala et al.
MOS) o i 1Actividad fagocitica y expresion de genes
niloticus 60 dias ) . ) 2018
relacionados al sistema inmune en 0.2%
Bagre Africano 0.5% o Romano et al.
IMO . o i —Crecimiento
Clarias gariepinus 56 dias 2018
] 0.2,04,06y ) ] o o
Bagre Pangasianodon 1Supervivencia y actividad de lisozima contra el
MOS 0.8% i _ Akter et al. 2019
hypophthalmus patdogeno Aeromonas hydrophila
84 dias
B-gl Tilapia Oreochromis 0.1% |Bacterias intestinales Aeromonas hydrophila y Amphan et al.
-glucanos
9 niloticus 56 dias Flavobacterium columnare 2019
Carpa cruciana 0.1% —Crecimiento 1Sistema inmune y tamafio
. 0
B-glucanos Carassius auratus 20 di microvellosidades Cao et al. 2019
fas
var. Pengze
. 1Crecimiento y supervivencia en 1% .
i Trucha arcoiris 1y2% o ] ] ] Ozluer-Hunt et
Inulina ] . tIncremento de actividad de enzimas digestivas en
Oncorhynchus mykiss 56 dias 100 al. 2019
0
o _ 0.25,05y _
i Tilapia Oreochromis tCrecimiento en 0.25% Abdel-Moneim et
Inulina o 1%
niloticus al. 2020
90 dias
) 0.1,02%y
Palometa Trachinotus 1Crecimiento en 0.1%
B-glucanos 0.4% Do-Huu 2020
ovatus
56 dias
Ciprinido Rutilus 1% o . ) Kazun et al.
B-glucanos ) —Crecimiento 1Sistema inmune
rutilus 14 dias 2020
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Surubi atigrado o ] ] o
i 0.7% —Crecimiento | Tamano microvellosidades Oliveira et al.
Inulina Pseudoplatystoma
) 12 dias 2020
reticulatum
Hibridos de mero
Epinephelus 0.3,0.6,1.0y
MOS lanceolatusd y 2.0% 1Actividad de lisozima y microvellosidades Ren et al. 2020
Epinephelus 63 dias
fuscoguttatus?
. 05,10y . imi
] Trucha arcoiris tCrecimiento en 0.5y 1.0% Hoseinifar et al.
Pectina ) 2.0%
Oncorhynchus mykiss 63 di tActividad de enzimas digestivas y de lisozima 2021
ias
Tetra rojo
0.05,0.1,y )
Hyphessobrycon o . ] Furlan-Murari et
B-glucanos 0.2% —Crecimiento 1Sistema inmune en 0.2%
eques i al. 2022
42 dias
1Crecimiento en 1.0%
. 0.25, 0.5, - . . .
Trucha arcoiris tIncremento de actividad de enzimas digestivas en
X0S ) 0.75y 1.0% Wang et al. 2022
Oncorhynchus mykiss 1%
56 dias )
tIncremento de Lactobacillus en 0.5, 0.75 y 1.0%

Los simbolos representan incremento (1), no efecto (—) o decremento () en el parametro de respuesta del prebidtico relativo al testigo.
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Resumen de estudios sobre efectos de suplementos probidticos administrados en peces con importancia

Probidtico

Especie

Dosis

Duracién

Efecto

Referencia

Carnobacterium sp.

Salmén del Atlantico

Salmo salar y trucha

5x10’ células/g

|Bacterias patdgenas

Robertson et

arcoiris Oncorhynchus 14 dias al. 2000
mykiss
Streptococcus faecium, o )
) . . Tilapia del nilo 0.1% o i ) Lara-Flores et
Lactobacillus acidophilus y o i 1Crecimiento y supervivencia
o Oreochromis niloticus 63 dias al. 2003
Saccharomyces cerevisiae
Larva de lenguado 10" UFC/mL o Hjelm et al.
Roseobacter sp. ) i 1Supervivencia
Scophthalmus maximus 5 dias 2004
, B 2.45x10° y o
Lactobacillus rhamnosus Trucha arcoiris 1 . ) o Panigrahi et al.
] 1.07x10™" UFC/g 1Actividad fagocitica y de lisozima
JCM 1136 Oncorhynchus mykiss 2004
30 dias
Bacillus toyoi y Dentdn juvenil Dentex 0.05,0.1y0.2% ] ) Hidalgo et al.
) | tSupervivencia
Bacillus cereus dentex 42 dias 2006
Carnobacterium » - o N o . )
] Trucha arcoiris 1x10° células/g tActividad fagocitica en B26 tActividad de Kim y Austin
maltaromaticum B26 y C. ) -
] Oncorhynchus mykiss 14 dias lisozima en B33 2006
divergens B33
Mezcla compuesta por 1.6x10", 1.2x10°,
Bacillus subtilis, Lenguado Paralichthys 2x10" y 1.6x10’ o N o Taoka et al.
. . ] ) 1Supervivencia y actividad de lisozima
Lactobacillus acidophilus, olivaceus UFCl/g 2006
Clostridium butyricum y 50 dias
85
LANMPA

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS




Anece 1 IAF, UMSNH
Saccharomyces cerevisiae
Bacteria fotosintética, i )
) ] Carpa comun Cyprinus 1g/kg 1Crecimiento tActividad enzimatica Wang y Xu
Bacillus sp. y Bacteria ) i ) )
carpio 60 dias (proteasa, amilasa y lipasa) 2006

fotosintética + Bacillus sp.

Lactococcus lactis,

Leuconostoc mesenteroides

Trucha arcoiris

1x10° UFClg

tActividad fagocitica y de bacterias acido

Balcazar et al.

. . Oncorhynchus mykiss 14 dias lacticas 2007
y Lactobacillus sakei
Bacillus subtilis, o . - o ) .
_ _ ) Tilapia del nilo 1x10° células/mL tCrecimiento 1Supervivencia en mezcla
Lactobacillus acidophilus y o o o Aly et al. 2008
- . . Oreochromis niloticus 28 dias tActividad de lisozima
B. subtilis + L. acidophilus
Bacillus subtilis + B. Trucha arcoiris 1x10°%-1x10° UFC/g o o Bagheri et al.
) ) ) ) ; 1Crecimiento y supervivencia
licheniformis Oncorhynchus mykiss 63 dias 2008
_ - 1x10°%-1x10"° _
Aeromonas sobria y Trucha arcoiris i ) i Pieters et al.
_ ) células/g 1Supervivencia
Brochothrix thermosphacta Oncorhynchus mykiss 2008
14 dias
Leuconostoc mesenteroides Trucha arcoiris 1x10" UFC/g ) ) Vendrell et al.
_ ) . tSupervivencia
y Lactobacillus plantarum Oncorhynchus mykiss 30 dias 2008
Micrococcus luteus y Tilapia del nilo 1x10" células/g 1Crecimiento, tsupervivencia y teritrocitos | Abd EI-Rhman
Pseudomonas spp. Oreochromis niloticus 90 dias en M. luteus et al. 2009
) ) ; 1Crecimiento, Tsupervivencia, teritrocitos, )
_ _ ) Bagre africano Clarias 3.01x10" UFC/g Al-Dohall et al.
Lactobacillus acidophilus o gloébulos blancos
gariepinus 84 dias 2009
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Shewanella putrefaciens

Lenguado Solea

1x10° UFClg

tCrecimiento

De Rodrigafiez

Saccharomyces cerevisiae
NIOFSD019

senegalensis 60 dias et al. 2009
Probiético comercial Tilapia del nilo 0.3% o .
] o . tCrecimiento Mehrim 2009
Biogen® Oreochromis niloticus 98 dias
Bacillus subtilis
NIOFSDO017, Lactobacillus ; 4
o ) 1x10" y 1x10 tCrecimiento tActividad enzimatica
plantarum NIOFSDO018, B. Tilapia del nilo . ) ) Essa et al.
- o UFCl/g (amilasa, proteasa y lipasa) en bacterias
subtilis + L.plantarum + Oreochromis niloticus . ) . 2010
60 dias tActividad amilasa en S. cerevisiae

Pediococcus acidilactici

Tilapia del nilo

Oreochromis niloticus

1x10" UFC/g
32 dias

1Supervivencia tActividad enzimatica

(lisozima) 1Bacterias acido lacticas (conteo

por medio MRS)

Ferguson et al.
2010

Pseudomonas
M162

Trucha arcoiris

Oncorhynchus mykiss

2xz0° UFClg
14 dias

tSupervivencia y actividad de leucocitos y

lisozima

Korkea-aho et
al. 2012

Bacillus subtilis +
Lactococcus lactis, L. lactis
+ Saccharomyces

cerevisiae, B. subtilis + S.

Ciprinido rohu Labeo

1x10"" UFC/kg

1Crecimiento y digestibilidad en mezcla de

B. subtilis,

L. lactis y S. cerevisiae 1Actividad

Mohapatra et

o rohita 60 dias o ) al. 2012
cerevisiae y enzimatica (proteasa y lipasa) en todas las
B. subtilis + L. lactis + S. mezclas
cerevisiae
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Carpa herbivora

1x10°, 3x10° y

tCrecimiento
1Bacterias autoctonas Bifidobacterium y

Lactobacillus

Bacillus subtilis Ch9 Ctenopharyngodon 5x10° UFC/kg - Wu et al. 2012
] i B. subtilis (3x10"9 y 5x10"9 UFC/kg)
idella 56 dias o o )
tactividad enzimatica (proteasa, amilasa y
lipasa)
Corvina Argyrosomus
) ) ) 1y2% tActividad enzimatica (proteasa y amilasa) Castro et al.
Saccharomyces pastorianus | regius y sargo Diplodus i
28 dias en sargo 2013
sargus
_ o 1x10°, 1x10°% y 1Crecimiento, supervivencia y actividad de
Lactobacillus plantarum Ciprinido rohu Labeo 10 o .
) 1x10™ UFC/g lisozima Giri et al. 2013
VSG3 rohita
60 dias
o _ 2.81x10"
) o Tilapia del nilo TRespuesta inmune (expresion de citocina | Standen et al.
Pediococcus acidilactici o 6 UFC/g ] ] ]
Oreochromis niloticus proinflamatoria TNFa) y neutréfilos 2013
42 dias
Lactobacillus acidophilus, 4 5 5
. o ) 7x107, 8x107, 1x10
Streptococcus thermophilus, Tilapia del nilo 6 . o ) ) Ayyat et al.
- ] -~ o y 4.2x10” células/g tCrecimiento y supervivencia
Bifidobacterium bifidum y Oreochromis niloticus 08 di 2014
fas
Saccharomyces cerevisiae
] _ 1x10’, 2x10" y
] Carpa comun Cyprinus ; o
Bacillus coagulans ) 4x10" UFC/g 1Crecimiento Xu et al. 2014
carpio
45 dias
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Lactococcus lactis BFE920
y Lactobacillus plantarum
FGL0001

Lenguado verde
Paralichthys olivaceus

log10 7.0 UFCl/g
30 dias

tCrecimiento

Beck et al.
2015

Lactobacillus plantarum

Esturidn persa

Acipenser baerii

1x107, 1x10°% y
1x10° UFClg

1Crecimiento en 1078

Pourgholam et
al. 2015

56 dias
Lactobacillus reuteri,
Bacillus subtilis, o ) ) ) ) )
_ Tilapia del nilo 5g/kg 1 Longitud y densidad de microvellosidades | Standen et al.
Enterococcus faecium y o ; ] L
) T Oreochromis niloticus 56 dias tLeucocitos 1Bacterias acido lacticas 2015
Pediococcus acidilactici
(AquaStar® Growout)
Lactobacillus rhamnosus, ) i 5 .
) Pargo japonés Pagrus 1x10” UFCl/g tCrecimiento 1Bacterias acido lacticas Dawood et al.
Lactococcus lactis y mezcla ] i )
. major 56 dias (conteo por medio MRS) 2016
de L. rhamnosus y L. lactis
|Apetito
) 6 tLongitud de enterocitos y o
. Larva pez zebra Danio 1x10° UFC/mL ) ) Falcinelli et al.
Lactobacillus rhamnosus ) microvellosidades
rerio 8 dias ) 2016
tLactobacillus y Streptococcus
Bacillus subtilis, o o o
) 8 1Crecimiento tActividad enzimatica
Lactobacillus plantarum y Japuta plateada 1x10° UFC/g i . o Gao et al.
o i (proteasa, lipasa y amilasa) tActividad de
Clostridium Pampus argenteus 60 dias S 2016
] lisozima
butyricum
Lactobacillus plantarum AH Tilapia del nilo 0.5%, 1% y 2% o Hamdan et al.
o L. plantarum 1% fcrecimiento
78 Oreochromis niloticus 40 dias 2016
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Pediococcus acidilactici

Pez blanco del Caspio

Rutilus kutum

1x10°, 2x10° y
3x10° UFC/kg
56 dias

1Crecimiento y supervivencia

Valipour et al.
2016

Bacillus subtilis

Ciprinido rohu Labeo

1x10" UFClg

1 Crecimiento y supervivencia

Munirasu et al.

y Lactobacillus rhamnosus rohita 60 dias 2017
_ . Carpin dorado 3x10" CFU/g o Ahire et al.
Lactobacillus helveticus ) 1Crecimiento
Carassius auratus 98 dias 2018
Cachama o pacu negro
P J 4.2x10% 3.9x10° y _
. Colossoma 8 o ) ) Dias et al.
Bacillus cereus 3.3x10° UFC/g) 1Crecimiento y supervivencia
macropomum 2018
120 dias
; Vieira de
. Guarupaya Astyanax 1x10" UFC/g ] )
Lactobacillus spp. . 1Supervivencia Moraes et al.
bimaculatus 90 dias
2018
Lactobacillus rhamnosus o ) 1x10°
Tilapia del nilo o . ) ) )
JCM1136 y Lactococcus o UFCl/g 1 Crecimiento y supervivencia en L. lactis Xia et al. 2018
) ) Oreochromis niloticus
lactis subsp. lactis JCM5805 42 dias
1 Crecimiento en 105 y 107
_ 1x10° 1x10°, 1x10’ | Supervivencia 100% en 1073, 105 y 10°7
_ _ ) Bagre Pangasianodon 9 Akter et al.
Lactobacillus acidophilus y 1x10” UFC/g tEnzimas digestivas en 107
hypophthalmus 2019
84 dias 1Bacterias acido lacticas
tLongitud de microvellosidades en 1075
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y1077
Mero Epinephelus
Bacillus velezensis K2 lanceolatusd y E. 1x10" UFC/g tSupervivencia contra reto de infeccion con Li et al. 2019
ietal
fuscoguttatus? 28 dias Vibrio harveyi
Lactobacillus delbrukei subs
p. bulgaricus, Lactobacillus Juvenil trucha arcoiris 5x10" UFC/g 1Crecimiento con L. acidophilus y L. Mohammadian
acidophilus Oncorhynchus mykiss 60 dias bulgaricus et al. 2019
y Citrobacter farmeri
Bagil Rohu Lab it 1x10" células/g 1Crecimiento en combinacion de B. Mukherjee et
acillus spp. ohu Labeo rohita
PP 60 dias methylotrophicus y B. licheniformis al. 2019
] o ] 10, 20 y 50 ppm en
Lactobacillus plantarum L- Tilapia Oreochromis ] o Nguyen et al.
o el alimento 1Crecimiento en 50 ppm
137 niloticus 2019
150 dias
0.1x10°, 1x10° y o Cal
. . . . - ang et al.
Lactobacillus delbrueckii Carpa Cyprinus carpio 1x10" UFC/g 1Crecimiento en 1X10"6 2019
56 dias
Lactococcus lactis, 8 o
Ent ¢ lis v L Pez cabeza de 1x10° UFCl/g tCrecimiento en Lactococcus Kong et al.
nterococcus faecalis y )
lactis + E. f i serpiente Channa argus 56 dias 1Sistema inmune 2020
actis + E. faecalis
Ghanei-
Bacillus thuringiensis y B. Barramundi Lates 1x10° UFCl/g 1Crecimiento Motlaah et al
) otlagh et al.
cereus calcarifer 42 dias tActividad enzimatica (proteasa, lipasa) 2021
Probioticos comerciales o . AquaStar® 1Crecimiento
. Tilapia Oreochromis 3 o o El-Kady et al.
AquaStar® (Bacillus sp., ot (0.0015g/m” de tActividad de lisozima 2022
niloticus
Pediococcus sp., agua por dia) 1Genes de crecimiento (IGF-1y GHR) y de
91

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS LANMDA



Apeve 1

[1AF, UMSNH

Enterococcus sp.) y

spp., Lactobacillus spp.,

Saccharomyces spp.)

EM® (Rhodopseudomonas

EM® (10 mL/m® de
agua por dia)
60 dias

sistema inmune (TNF-a y IL-1B)

Los simbolos representan incremento (1), no efecto (—) o decremento () en el parametro de respuesta del probiotico relativo al testigo.

Resumen de estudios sobre efectos de suplementos simbidticos administrados en peces con importancia

comercial.
Especie Prebiodtico (dosis) | Probiético (dosis) Simbidtico Duracion Efecto Referencia
MOS + E. faecali, T Crecimiento (excepto E.
Mananooligosacari Polihidroxibutirato + faecalis y
Trucha arcoiris do 0 MOS (0.4%) y Enterococcus E. faecalis y Polihidroxibutirato) 1 Rodriguez-
e . . i 0, i
Oncorhynchus Polihidroxibutirato faecalis (1%) oS + 84 dias Actividad hemolitica y Estrada et
mykiss (1%) o fagocitica (excepto al. 2009
Polihidroxibutirato +
) Polihidroxibutirato)
E. faecalis
—Supervivencia T
Crecimiento en B. subtilis
(1.35 UFC/qg) en los
Corvina amarilla Bacillus subtilis P .
o Fructooligosaccarid , 3 ) simbidticos B. subtilis (1.35 Ai et al.
Larimichthys 0 (FOS) 0.2 y 0.4% 0.42x10 7UFC/g y FOS + B. subtilis 70dias | ec/g) mas FOS0.2% Yy en po11
crocea 1.35x10" UFC/g los simbidticos B. subtilis
(1.35 UFC/g) mas FOS
0.4%
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- —Supervivencia T
Cobia B. subtilis (0.1y o
Quitosano (0.3 y 0.29) 2x10™° Quitosano + B. , Crecimiento excepto en Geng et al.
Rachycentron 0.6%) .y subiilis S6dias | simbistico B. subtilis 2.0 2011
canadum g .
g/kg y quitosano 3.0 g/kg
FOS (0.5%), - .
T Actividad de amilasa
MOS (0.5%) Prebidticos y simbidticos 1
FOS + B. clausii, imient B
crecimiento .
Lenguado verde | Fos + MOS (0.25 y : " MOS + B. clausii y
i Bacillus clausii i clausii y simbiGticos 1 Ye et al.
Paralichthys 0.25%) ; FOS + MOS +y B 56 dias y
li . (1x10" UFC/g) . actividad de lisozima 2011
olivaceus i
clausii
Simbidticos T actividad de
proteasa
1 Bacterias acido lacticas
Surubi | Vibrio spp. y
Pseudoplatystom ] Weissella cibaria ) o Pseudomonas spp. Mourifio et
Inulina (0.5%) (7.87 log UFC/g) Inulina + W. cibaria 15 dias
a corruscans y P. : Simbiético 1 lisozima al. 2012
fasciatum cross Inulina y simbiético 1
eritrocitos
MOS + E. faecalis T Crecimiento
Trucha arcoiris Enterococcus (0.25 y 0.25%) y Rodriguez-
Oncorhynchus MOS (0.25 y 0.5%) faecalis (0.25y MOS + E. faecalis 84 dias 1 Actividad hemolitica y Estrada et
93
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—Crecimiento y
supervivencia

Levadura y simbiético T

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS

Levadura Bacillus Gonzélez-
Totoaba Totoaba o ) ) lonaitud d »
_ GroBiotic® (2%) Aquablend® Levadura + Bacillus | 109 dias ongitud de Félix et al.
macdonaldi (11x109 UFC/kg) microvellosidades 2018
Simbidtico T cantidad total
de bacterias
T Crecimiento y actividad
de enzimas digestivas
Tilapia . ) . . Simbidtico T longitud de . ol
) spergillus oryzae -glucano + A. i : ; awood e
Oreochromis B-glucano (0.05%) . 60 dias microvellosidades de
niloticus (0.05%) oryzae enterocitos del intestino al. 2019
Simbidtico y probidtico 1
sistema inmune
T Crecimiento y
supervivencia
Tilapia Lactobacillus i Probidtico y simbidtico T
Oreochromi Inulina'y FOS h Inulinay FOS + L. 30 di Y Sewaka et
reochromis rhamnosus fas ivi iSO7i
(1.0%) ) rhamnosus actividad de lisozima y al. 2019
spp. (1x10" UFC/g) tamario de
microvellosidades de
enterocitos del intestino
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Lactobacillus

Prebidtico y simbidtico T

Polisacarido (0.1%)

1Supervivencia

Ciprinido Rutilus B-gl (1.0%) ant B-glucano + L. 14 di Kazunh et al.
-glucano (1.0% antarum fas o -
rutilus 9 P ; plantarum actividad de lisozima 2020
(1x10° UFC/g)
GOS +S. Prebidticos y simbidticos 1
Bagre GOS (1.0%), MOS Saccharomyces cerevisiae, MOS + crecimiento, actividad de
Pangasianodon | (0-4%) Y B-glucano cerevisiae S.cerevisiae yB- | g4 gias proteasa y tamafio de Sutriana et
hypophthalmus (0.1%) (1.0%) glucano +S. microvellosidades de al. 2021
cerevisiae enterocitos del intestino
Extracto +
Bagre Extracto de . . . . o o )
i Lactobacillus casei | Lactobacillus casei i Simbidtico tcrecimiento y Hardi et al.
Clarias Solanum ferox 84 dias ) )
o (1.0%) (0.2+1.0,0.4+1.0y supervivencia 2022
gariepinus (0.2%)
0.6+1.0%)
Simbidtico T crecimiento y
. T"?:]P'a | Polisacarido de Pediococeus Ped-:::oic-:l{s actividad de enzimas o y
reochromis X acidilactici ; ; ; ; ohammadi
o cascara de acidilactici ” 56 dias digestivas amilasa, lipasa y .
niloticus pistachio (0.1%) 0.2%) (0.2%) + proteasa et al.

Los simbolos representan incremento (1), no efecto (—) o decremento (|) en el parametro de respuesta del simbidtico relativo al testigo.
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Anexo 2. Tablas de muestreo de peces blancos Chirostoma estor adultos

recolectados en diferentes ambientes de desarrollo.

Tabla de muestreo de peces blancos recolectados en el Lago de Patzcuaro

(LP).

No. de Sexo | Pesodelpez | Talla | Peso del Intestino total | Tamafio del intestino

muestra | (M o H) (9) (cm) (incluye digesta) (g) (cm)
1 M 28.5 15.5 - -
2 H 27.2 15.6 0.6 7.5
3 M 25.2 14.5 1.7 6.5
4 - 11 12 0.2 4
5 - 235 14.3 0.7 85
6 - 13.3 16.2 0.7 85
7 - 12.5 11.3 0.3 4.5
8 - 33.3 17.3 0.8 5.8
9 - 15.5 12 0.2 8
10 - 28 15.8 - -
11 - 20.7 14.5 1.9 9
12 - 234 16 1 5
13 - 24.4 15 2.2 10

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomd por alguna razén pero

si se tomo la muestra de pez.

Tabla de muestreo de peces blancos recolectados en Cultivo Intensivo (C).

No. de Sexo Peso del pez | Talla | Peso del Intestino total | Tamafio del intestino
muestra | (M o H) (9) (cm) (incluye digesta) (g) (cm)
1 H 52 15.5 1 9
2 H 37 15.5 1 5
3 - 30 15 - 3.5
4 M 35 15.8 0.64 4.5
5 - 31 15.3 15 8
6 H 42 17.2 0.7 55
7 - 32 16 15 8
8 H 33 15.3 1 6.5
9 - 31 15.3 - 8.3
10 M 43 17 0.9 6.2
11 - 35 15.5 11 7.8
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12 M 37 16.3 0.5 5.2
13 H 45 17.5 2.2 11
14 H 36.9 15.8 0.5 5.8
15 M 40 16 1 10
16 M 24.8 14.5 0.6 5.8
17 H 51.2 18.3 2.1 12
18 M 36.1 15.5 1.2 8.2
19 M 27.5 15 1.2 8
20 H 36.2 14.5 0.8 6.8

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomd por alguna razén pero

si se tomd la muestra de pez.

Tabla de muestreo de peces blancos recolectados en Cultivo Extensivo (E).

No. de Sexo Peso del pez | Talla | Peso del Intestino total | Tamafio del intestino

muestra | (M o H) (9) (cm) (incluye digesta) (g) (cm)
1 M 20.5 14.5 0.4 6.5
2 M 18.1 14 0.5 6
3 - 31.7 17 0.8 10
4 H 28.6 16.5 0.8 7.4
5 H 19.2 13.5 0.5 10.3
6 H 20.4 14.8 0.3 4.5
7 H 21 145 0.7 8
8 M 21 14.9 04 7.8
9 - 17.4 14 0.5 9
10 H 19 14.2 0.5 8.2
11 - 18.1 14 0.3 10
12 M 21 145 0.3 7.2
13 - 204 14.3 0.6 9.5
14 H 21.6 14.6 0.4 8.4
15 - 21.9 15 0.5 9.5
16 M 16.9 13.4 - 6.4
17 - 18.9 14.5 0.6 9
18 H 14 13 0.4 7.5
19
20 M 16.7 13 0.4 11

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomd por alguna razén pero

si se tomo la muestra de pez.
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Anexo 3. Extraccion de ADN por CTAB.

1. Colocar las muestras en tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL.

2. Agregar 480 puL de EDTA 0.5 My 120 yL de lisozima (100 mg/mL), incubar a
37°C por 30 min, posteriormente centrifugar por 2 min a 15,000 rpm, una vez
realizado lo anterior tirar el sobrenadante.

3. Agregar 350 pL de buffer CTAB a cada tubo.

4. Agregar 20 pL de proteinasa K en una concentracion de 20 mg/mL y agitar
brevemente.

5. Colocar los tubos en un termoblock a 55°C hasta que el tejido este lo
suficientemente digerido.

6. Agregar 300 puL de LiCI 5M, 5 pL de RNAsa y agitar por un minuto;
posteriormente agregar 600 pL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y
agitar brevemente.

7. Agitar la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente, posteriormente
centrifugar a 13,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente.

8. Extraer 500 pL de la capa acuosa (parte superior) del centrifugado y transferir
a un nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL.

9. Anfadir 50 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 1 mL de Etanol 100% frio;
agitar y colocar a -20°C por 1 hora aproximadamente.

10. Centrifugar durante 20 min a 13,000 rpm a 4°C y retirar el sobrenadante
cuidadosamente para no perder el ADN sedimentado.

11.Agregar 750 pL de etanol al 70%, agitar por 15 min a temperatura ambiente,
enseguida centrifugar a maxima velocidad (14,000 rpm) durante 5 min a
temperatura ambiente y retirar el sobrenadante por decantacion.

12.Secar el pellet de ADN en una campana de flujo laminar, una vez seco, afiadir
entre 50 y 100 pL de buffer TE (dependiendo del tamafio del pellet) para
resuspender el pellet, durante 30 min a temperatura ambiente.

13.Calentar los tubos a 95°C por 5 minutos e inmediatamente colocar en hielo.

14.Guardar las muestras a -20°C.
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Anexo 4. Muestreo (muestra representativa de la poblacion) de peces blancos
antes de iniciar el experimento de prebidticos y simbidticos.

No. de muestra | Peso del pez (g) | Talla (cm)
1 7.3 10
2 6 9.7
3 6.1 9.6
4 7 9.4
5 34 7.8
6 6.5 9.8
7 4.9 8.8
8 34 7.5
9 3.6 8
10 10 11
11 7 9.8
12 6.5 10
13 4.8 9
14 10.5 7.9
15 6.7 10
16 8.3 10.4
17 9.4 10.5
18 8 10.3
19 5.6 9.6
20 4.9 9
21 6.4 10
22 3.7 7.8
23 4.1 8.5
24 7.3 10.2
25 5 9
26 8.2 10.5
27 8.3 11
28 4.9 9.5
29 6.9 10
30 5.6 9
31 6.2 9.5
32 4.8 9
33 7.7 10.6
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34 6.8 10
35 11 12
36 4.7 9
37 6.4 9.7
38 7.1 10
39 7.6 10.5
40 4.6 9.5
41 6.3 10
42 3.9 7.5
43 8 10.5
44 8.4 11
45 5.9 9
46 4.2 9
47 4.3 8.8
48 4.2 8.9
49 4.5 9
50 31 7.8
51 7.7 10
52 34 8
53 3.2 7.1
54 6.9 10.3
55 4 8.7
56 5.2 9.5
57 10.6 11.7
58 53 9.2
59 5.2 9.4
60 6.6 10.3
61 4.3 8.2
62 4.4 8.6
63 6.6 10.3
64 9.4 115
65 4.4 8.7
66 8.3 10.9
67 6.5 10.3
68 3.3 7
69 5.7 9.9
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70 6.5 10.3
71 34 7.4
72 3 7.6
73 9.3 115
74 6.1 9.7
75 5 8.8
76 9.3 11

77 51 9.3
78 4.4 9

79 4.1 8.1
80 5.6 9.4
81 3.8 8.3
82 4.1 8.6
83 4 8.2
84 10.2
85 5.6 9.5
86 34 8

87 4.5 8.6
88 53 9.4
89 4.9 9

90 5.9 9.7
91 3.8 8

92 8.2 10.6
93 7.7 10.1
94 4.5 9.1
95 4.5 8

96 31 7.8
97 4 8.7
98 3.6 7.5
99 31 7.9
100 4.6 8.7
101 4 7.9
102 4.3 8.9
103 6.9 9.8
104 3 7.9
105 4.8 8.8
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106 5.5 9.1
107 6.1 9.5
108 54 9

109 4.6 8.9
110 4.5 8.8
111 5.6 9.2
112 6.5 10.2
113 3.7 8.2
114 5.7 10.2
115 10.1 115
116 3.3 7.8
117 25 7.6
118 2.8 7.6
119 54 9.4
120 5.8 9.4
121 3 7.6
122 35 7.9
123 7.7 10.2
124 4.6 8.9
125 4.8 85
126 54 9.3
127 4.2 8.8
128 4.4 8.4
129 3 8

130 4.9 8.8
131 3.6 7.4
132 5.2 9.3
133 4.2 8.5
134 4.9 9

135 4.6 8.8
136 4.2 8.5
137 4.3 7.8
138 4.3 9

139 6.5 9.6
140 7.6 10.5
141 4.8 8.4
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142 35 7.8
143 4.9 8.9
144 5.7 9.5
145 3.6 7.8
146 4.1 8.5
147 8.1 10.6
148 6.7 11

149 5.7 9.1
150 4.9 9.2
151 5 8.7
152 6.3 9.7
153 5.7 9.4
154 7 10.2
155 9.4 10.8
156 7.9 10.5
157 5.1 9.3
158 4.7 9.1
159 7.5 10.2
160 12.9 12.5
161 4.6 9

162 53 9.3
163 51 9

164 6.8 10

165 3.7 8.2
166 5.9 9.3
167 5.1 8.6
168 53 8.7
169 7.5 10

170 10 114
171 8.2 10.7
172 35 7.7
173 5.6 9.2
174 7.6 10.3
175 4.6 9

176 5 9.1
177 6.4 9.5
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178 4.6 9

179 4.6 8.5
180 4.4 8.7
181 11.1 11.3
182 5 8.7
183 3.9 8.5
184 9.8 11

185 3.8 7.9
186 3.8 7.5
187 35 7.1
188 3.2 7.7
189 5.1 9.3
190 6.6 9.9
191 5.6 8.7
192 5.2 9.1
193 4.3 8.8
194 7.2 10.5
195 4.3 85
196 6.2 9.6
197 53 9.2
198 8.1 10.6
199 4.2 85
200 45 8.8
201 55 9.5
202 7.2 10.3
203 8.4 10.4
204 5.1 9.1
205 4.7 8.5
206 54 9.2
207 5.5 9.3
208 6.5 9.3
209 4.5 8.6
210 6.8 9.8
211 4.8 9

212 8.8 10.8
213 4.5 8.9
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214 6.7 9.8
215 4.4 8

216 3.8 8.9
217 5.1 8.5
218 7.3 9.6
219 6.7 10.5
220 54 9.5
221 4.6 8.7
222 6.9 9.9
223 35 8

224 3.3 7.9
225 6.4 9.4
226 3.7 8.5
227 4.6 8.7
228 8.9 11

229 5.7 9.2
230 3 7.6
231 3.9 8.1
232 6 9.6
233 6.4 9.6
234 4 8.6
235 4.2 8.6
236 7.8 10.5
237 3.3 8

238 3.7 8.4
239 3.9 8.6
240 5.8 9.7
241 7.5 10.2
242 9.6 11.6
243 7.8 10.4
244 5.9 9.5
245 7.9 10.4
246 7.7 10.2
247 4.8 9

248 4.5 8.6
249 7.5 10
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250 4.1 8.7
251 4.9 9.4
252 114 12.1
253 5.3 9.5
254 5.3 9.5
255 7.8 10

256 10.5 11.6
257 4.7 9

258 53 9.2
259 5.1 8.8
260 4.1 8.7
261 6.6 9.9
262 5.8 9.1
263 6 9.2
264 4.2 8.6
265 4.8 8.8
266 4.1 8.5
267 24 7.8
268 10.6 11

269 4.8 9.4
270 5.9 9.5
271 2.6 7.2
272 5.6 9.4
273 7.4 10.2
274 4.1 8.2
275 6.6 10

276 4.4 8.9
277 6.2 9.7
278 4.9 9

279 5.2 9

280 6.2 9.6
281 34 7.8
282 5.7 9

283 6.7 10

284 35 8

285 4.7 8.5
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286 5 9
287 6.8 9.8
288 4.7 8.9
289 6.6 9.7
290 6.5 9.8
291 3.7 8.3
292 6.9 10.2
293 4.7 9
294 5.8 9.5
295 4.5 8.4
296 2.8 7.5
297 55 9.4
298 4.6 8.7
299 3.3 7.8
300 5.1 9
301 8.9 11
302 3.8 8.4
303 5.2 9
304 4.8 9
305 5 9.2
306 6.8 9.2
307 4.5 8.7
308 9.7 8
309 6.1 9.7
310 4.7 8.6
311 6.5 10
312 4.3 8.7
313 5.3 9
314 6 9.4
315 3.8 8
316 9.1 10.9
317 5.2 9.2
318 6.5 9.5
319 6 9.2
320 6.2 9.7
321 4.6 8.8
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322 4.8 9

323 4.9 8.7

324 6.7 9.5
Promedio 5.6 9.2
Desviacion

5 1.8 1.0
estandar
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Anexo 5. Composicion proximal de ingredientes utilizados para la formulacion

de dietas de prebiodticos y simbidticos (% de materia himeda + DE).

Ingrediente Humedad Ceniza Lipido Proteina

Harina de pescado 5.27+0.19 20.34+0.08 10.30+0.04 62.68 £0.47

Harina de Krill 584+0.03 866+0.01 23.27+0.39 53.59+0.83
Suero de leche 206+0.42 7.42+0.01 094+0.11 8.89+0.08
Proteina de soya 4.23+0.04 5.61+0.01 0.39+0.05 84.87+0.13

Albumina 427+0.17 6.16+0.14 040+0.35 84.84+0.13
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Anexo 6. Tablas de muestreo de peces blancos Chirostoma estor juveniles recolectados en la semana 12 del
experimento de prebidticos y simbidticos.

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento testigo (C) réplica 1.

No. de Sexo |Peso del | Talla .Peso .del Talla .del Pe,so del o .
muestra | Mo H) | pez(@) | cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
(C)) (cm) C))

1 M 10.6 12.1 0.2 5.5 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 9.2 11.2 0.2 4.5 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 9.3 11.6 0.2 4.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 M 8 10.8 0.2 5.5 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 H 9.2 11.4 0.2 6.3 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
6 H 11.9 11.6 0.3 6.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
7 M 11.6 12.1 0.2 5.5 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 20.8 145 0.6 6.7 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 8 10.6 0.2 4.6 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
10 H 11.7 12.1 0.2 6 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 M 14.4 12.7 0.3 5.9 0.2 Morfologia intestinal

12 M 9.5 115 0.2 54 0.2 Enzimas digestivas

13 M 114 11.8 - - 0.2 Enzimas digestivas

14 H 13.7 13 0.3 6 0.2 Morfologia intestinal

15 H 9.3 11.7 0.2 5.8 0.2 Morfologia intestinal

16 H 18 13.8 0.5 - 0.3 Enzimas digestivas

17 - 14.3 12.6 - - - Andlisis proximal

18 - 12 12.3 - - - Andlisis proximal

19 - 9.7 10.7 - - - Andlisis proximal

20 - 13 12.8 - - - Analisis proximal

Nota: El guion (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomd por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento testigo (C) réplica 2.

No. de Sexo | Peso del | Talla .Peso .del .Talla .del Pe,so del o .
muestra | (Mo H) | pez (@) cm) intestino | intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) (9)

1 H 10.4 11.7 0.2 5.1 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 8 10.9 0.2 5.1 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 10.5 11.6 0.2 4.8 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 M 8.9 115 0.2 4 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 M 8.7 11.2 0.2 4.3 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
6 H 9.6 11.2 0.2 5.4 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
7 M 7.3 10.6 0.2 4.2 0.1 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 114 12.2 0.2 5.2 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
9 M 10.1 11.7 0.2 6.0 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, &cidos grasos
10 M 10 11.9 0.3 3.8 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 M 10 11.7 0.2 5.8 0.2 Morfologia intestinal

12 M 9.2 11.3 0.2 5.4 0.2 Morfologia intestinal

13 M 11.2 11.8 0.2 5.9 0.1 Morfologia intestinal

14 M 13.1 12.3 0.3 4.8 0.2 Enzimas digestivas

15 H 11.8 11.7 0.2 5.9 0.2 Enzimas digestivas

16 H 125 12.4 - - 0.2 Enzimas digestivas

17 - 13.7 125 - - - Analisis proximal

18 - 11.2 11.8 - - - Analisis proximal

19 - 8.3 11.2 - - - Analisis proximal

20 - 9.7 11.4 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomé por alguna razén pero si se tomd la muestra de pez.
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No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .del Talla fm Pe’so del o .
muestra | (Mo H) | pez(@) | cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) 9)

1 M 12.6 11.8 0.2 5.0 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 12.1 12.1 0.2 5.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 H 13.1 125 0.2 5.4 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 M 12.7 12.7 0.2 5.0 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 H 10.3 115 0.2 4.9 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
6 M 10 11.7 0.2 4.5 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
7 M 135 12.7 0.3 5.9 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 M 11.5 12.3 0.2 5.4 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 11.9 12.2 0.2 7.0 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, &cidos grasos
10 H 13.3 12.3 0.4 5.0 0.1 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 15.3 12.9 0.2 4.9 0.1 Morfologia intestinal

12 H 12.9 12.5 0.2 55 0.2 Morfologia intestinal

13 M 10.5 11.9 0.2 4.6 0.2 Morfologia intestinal

14 M 12.9 12 0.2 5.1 0.1 Enzimas digestivas

15 H 11.2 115 0.2 4.0 0.2 Enzimas digestivas

16 M 14.4 125 0.3 4.8 0.2 Enzimas digestivas

17 - 194 14 - - - Analisis proximal

18 - 18.7 14 - - - Analisis proximal

19 - 13.9 12.7 - - - Andlisis proximal

20 - 13.9 12.7 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Aneca §

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento inulina (I) réplica 1.

I1AF, UMSNH

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .del Talla fm Pe’so del o )
muestra | Mo H) | pez(g) cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) 9)

1 M 10.7 11.8 0.1 3.0 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 11.6 12.3 0.2 4.3 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 12.1 12.3 0.3 5.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
4 H 8.6 10.3 0.2 4.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 H 12 12 0.2 6.3 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
6 M 13.9 12.1 0.3 3.5 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
7 M 10.1 11.7 0.2 4.0 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 17 13.4 0.5 55 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 194 14 0.3 5.3 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
10 M 9.2 11.3 0.2 4.1 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 M 9.8 11.6 0.2 5.3 0.1 Morfologia intestinal

12 M 9 11.4 0.2 - 0.1 Morfologia intestinal

13 M 10.1 11.6 0.2 4.5 0.1 Morfologia intestinal

14 M 11.7 121 0.3 4.0 0.1 Enzimas digestivas

15 M 9.2 11.3 0.2 5.8 0.1 Enzimas digestivas

16 H 145 12.6 0.3 4.0 0.1 Enzimas digestivas

17 - 12.2 11.7 - - - Andlisis proximal

18 - 10.9 11.9 - - - Andlisis proximal

19 - 9.8 115 - - - Analisis proximal

20 - 8.4 10.7 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Anevo 6

[IAF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento inulina (I) réplica 2.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .dEI .Talla fjel Pe’so def o )
muestra | (Mo H) vez (@ | em) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) (9)

1 M 11.3 12.2 0.2 5.4 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 H 10.7 12 0.2 45 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 H 14.3 12.7 0.3 6.0 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 H 8.8 11.4 0.2 5.0 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 M 11.3 12 0.3 6.3 0.1 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
6 M 12.9 121 0.3 6.5 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
7 H 15.4 12.7 0.3 6.2 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 M 14 12.7 0.3 5.4 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 135 125 0.3 5.4 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
10 M 9.7 11.6 0.2 7.0 0.1 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 M 15.1 13.2 0.3 - 0.2 Morfologia intestinal

12 H 11.6 12.2 0.2 5.6 0.2 Morfologia intestinal

13 H 9.2 10.9 0.2 53 0.1 Morfologia intestinal

14 H 13.1 12.9 0.4 6.0 0.2 Enzimas digestivas

15 H 10 155 0.2 5.0 0.1 Enzimas digestivas

16 - 10.6 11.3 0.3 4.2 0.2 Enzimas digestivas

17 - 114 11.8 - - - Analisis proximal

18 - 9.6 11.4 - - - Andlisis proximal

19 - 10.8 11.7 - - - Andlisis proximal

20 - 11.6 12 - - - Analisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomd por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Aneca §

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento inulina (1) réplica 3.

I1AF, UMSNH

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .deI Talla .deI Pe’so del o .
muestra | Mo H) | pez(@) |m) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
9) (cm) 9)

1 H 12 12.3 0.2 4.1 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 10.8 11.8 0.2 55 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 14.6 12.3 0.2 6.1 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
4 H 111 11.9 0.2 4.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 M 17.9 135 0.3 5.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
6 M 17 12.8 0.4 6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
7 H 21.2 14.8 0.6 55 0.4 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 M 16.3 12.9 0.4 5 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 13.7 12.3 0.2 6.2 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
10 H 11.5 12.3 0.2 5.2 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 104 11.6 0.3 5.4 0.2 Morfologia intestinal

12 H 16.6 13.2 0.5 5.3 0.3 Morfologia intestinal

13 H 10.3 11.8 0.2 5.5 0.1 Morfologia intestinal

14 M 10.7 115 0.3 5.6 0.2 Enzimas digestivas

15 H 7.4 10.2 0.2 3.6 0.2 Enzimas digestivas

16 H 9.5 115 0.3 4.2 0.2 Enzimas digestivas

17 - 13.9 12.3 - - - Andlisis proximal

18 - 10.9 11.8 - - - Andlisis proximal

19 - 8.4 10.8 - - - Andlisis proximal

20 - 11.9 12.4 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Aneca §

[IAF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento pared celular (P) réplica 1.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .deI Talla .deI Pe’so del o .
muestra | MoH) | pez@ |m) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) 9)

1 M 18.4 14.1 0.4 5.4 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 H 13.7 12.3 0.4 54 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 12.4 12.4 0.2 5.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 M 15 13.3 0.2 5.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 M 10 115 0.2 4.6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
6 M 13.1 12.6 0.3 5.0 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
7 H 11 12.2 0.3 5.2 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 15.2 12.9 0.2 4.8 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 15.7 13.3 0.2 5.6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
10 - 14.4 12.7 0.3 5.0 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 13.6 12.4 0.3 4.9 0.2 Morfologia intestinal

12 H 194 13.9 0.4 5.8 0.3 Morfologia intestinal

13 H 22.3 14.4 0.5 6.4 0.3 Morfologia intestinal

14 M 22.5 14.6 0.3 6.2 0.3 Enzimas digestivas

15 H 17.7 13.7 0.4 5.7 0.3 Enzimas digestivas

16 M 14.4 13.2 0.3 5.4 0.2 Enzimas digestivas

17 - 15.8 13.2 - - - Analisis proximal

18 - 115 12 - - - Analisis proximal

19 - 11.4 12.1 - - - Analisis proximal

20 - 12.4 12 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Anevo 6

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento pared celular (P) réplica 2.

I1AF, UMSNH

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .del .Talla .del Pe’so def o )
muestra | MoH) | pez@ | m) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) (9)

1 M 14.4 125 0.3 4.0 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 111 11.6 0.2 4.7 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 H 16.4 13.4 0.4 5.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 M 13.7 12.4 0.2 5.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 M 15.8 12.9 0.2 4.3 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
6 H 14.7 12.8 0.2 5.4 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
7 M 145 12.4 0.3 4.8 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 M 14.2 12.3 0.3 5.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 134 12.4 0.5 5.6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
10 H 16.4 12.9 0.4 4.6 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 16.3 13.9 0.4 6.1 0.2 Morfologia intestinal

12 M 17.1 13.4 0.3 54 0.2 Morfologia intestinal

13 H 17.2 134 0.4 5.8 0.3 Morfologia intestinal

14 H 13.3 12.4 0.4 5.0 0.3 Enzimas digestivas

15 M 16.6 13.3 0.3 53 0.2 Enzimas digestivas

16 H 17 13.6 0.5 5.8 0.3 Enzimas digestivas

17 - 13.9 12 - - - Andlisis proximal

18 - 13.9 12.2 - - - Analisis proximal

19 - 10.1 115 - - - Analisis proximal

20 - 14.9 12.8 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomé por alguna razén pero si se tomd la muestra de pez.
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Aneca §

[IAF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento pared celular (P) réplica 3.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .deI Talla .deI Pe’so del o )
muestra | MoH) | pez@ | em) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) 9)

1 H 13 12.1 0.5 6.5 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 H 17.4 13.3 0.4 4.9 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 13.9 12.3 0.3 4.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 H 13.4 12.6 0.2 5.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 M 17.4 12.9 0.3 6.2 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
6 M 15.1 13 0.4 5.4 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
7 M 22.3 14.4 0.4 7.6 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 M 16.2 12.9 0.6 5.6 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 H 21.8 13.9 0.4 6.4 0.4 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
10 M 13.2 12.3 0.3 4.2 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 M 17 13 0.4 6.1 0.2 Morfologia intestinal

12 M 204 14.1 0.5 6.6 0.2 Morfologia intestinal

13 H 21.4 14.4 0.5 7.9 0.4 Morfologia intestinal

14 H 21.1 14.2 0.5 7.8 0.4 Enzimas digestivas

15 M 18.8 134 0.4 6.0 0.2 Enzimas digestivas

16 M 12.9 12 0.3 5.0 0.2 Enzimas digestivas

17 - 14.8 12.3 - - - Analisis proximal

18 - 141 12.4 - - - Analisis proximal

19 - 14.2 12.5 - - - Andlisis proximal

20 - 12.9 12 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Aneca §

[IAF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento Lactobacillus acidophilus + inulina (L+I) réplica 1.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .deI Talla .deI Pe’so del o .
muestra MoH) | pez@@ |m) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) 9)

1 M 15.3 13.1 0.3 5.9 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 17.3 13.2 0.4 51 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 19.7 13.6 0.4 6.8 0.4 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
4 M 14.2 13 0.2 4.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 H 135 12.6 0.2 4.6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
6 H 16.1 13.2 0.5 45 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
7 H 17 13.2 0.3 6.0 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 M 15.6 131 0.3 5.1 0.4 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 H 17.7 13.3 0.4 5.9 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
10 H 14.3 131 0.3 4.1 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 M 24.6 14.5 0.5 6.5 0.5 Morfologia intestinal

12 M 20 13.8 0.5 6.9 0.4 Morfologia intestinal

13 M 16.3 12.8 0.3 5.1 0.3 Morfologia intestinal

14 M 15.6 13 0.3 5.4 0.2 Enzimas digestivas

15 H 19.6 13.9 0.5 5.9 0.4 Enzimas digestivas

16 H 21.5 14.4 0.3 4.9 0.4 Enzimas digestivas

17 - 225 14 - - - Analisis proximal

18 - 15.9 13.5 - - - Analisis proximal

19 - 15.7 13 - - - Andlisis proximal

20 - 13.4 13 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Anevo 6

I1AF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento Lactobacillus acidophilus + inulina (L+I) réplica 2.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .del .Talla .del Pe’so def o .
muestra (Mo H) pez (g) (cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) (9)

1 H 18.7 13.9 0.4 5.7 0.2 Metagendmica, metaboldémica, transcriptomica, acidos grasos
2 H 19.7 14 0.3 5.3 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 16.2 13.2 0.3 5.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 H 17.3 13.3 0.4 5.7 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
5 H 17.6 13.4 0.3 5.0 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
6 H 16.5 13.6 0.2 5.6 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
7 M 15.2 13.1 0.3 5.4 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 16.1 131 0.4 6.8 0.4 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
9 H 16.3 134 0.3 5.5 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
10 M 20.9 14.2 0.5 6.9 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 15.7 135 0.3 5.6 0.2 Morfologia intestinal

12 H 22.7 14.9 0.5 6.5 0.3 Morfologia intestinal

13 M 18.1 13.4 0.3 54 0.2 Morfologia intestinal

14 H 22.8 145 0.6 6.0 0.4 Enzimas digestivas

15 M 19.3 135 0.4 5.6 0.2 Enzimas digestivas

16 M 17.6 134 0.3 5.2 0.2 Enzimas digestivas

17 - 17.3 13.7 - - - Analisis proximal

18 - 17.8 13.5 - - - Analisis proximal

19 - 17.1 13.5 - - - Analisis proximal

20 - 18.5 13.9 - - - Analisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.

131

JESUS MATEO AMILLANO CISNEROS

LANMDA




Anevo 6

I1AF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento Lactobacillus acidophilus + inulina (L+I) réplica 3.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .del .Talla .del Pe’so def o .
muestra (Mo H) vez (g) cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) )

1 H 17.1 13.3 0.2 4.4 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 135 12.7 0.2 5.6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 17.1 13.3 0.2 4.2 0.1 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 M 19.9 14.3 0.2 4.6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 H 16 12.9 0.2 4.4 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
6 M 20.9 19.3 0.2 4.2 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
7 H 17 12.8 0.2 4.5 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 M 13.7 12.4 0.3 5.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 16.1 12.8 0.3 4.2 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
10 H 17.6 13.5 0.3 4.0 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 18.1 14.1 0.2 5.1 0.1 Morfologia intestinal

12 M 19.7 13.8 0.2 4.4 0.1 Morfologia intestinal

13 M 19 13.6 0.2 5.0 0.1 Morfologia intestinal

14 H 145 12.8 0.3 5.3 0.2 Enzimas digestivas

15 M 20.4 145 0.3 5.7 0.1 Enzimas digestivas

16 M 175 135 0.2 45 0.1 Enzimas digestivas

17 - 21 14.4 - - - Andlisis proximal

18 - 19.3 13.6 - - - Andlisis proximal

19 - 17 13.7 - - - Andlisis proximal

20 - 18.2 13.9 - - - Analisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Aneca §

[IAF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento Lactobacillus acidophilus + pared celular (L+P) réplica 1.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .deI Talla .deI Pe’so del o .
muestra (Mo H) pez (g) cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) 9)

1 H 18.4 13.8 0.3 5.7 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 13.9 13.1 0.2 4.6 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 H 13.2 13 0.3 4.3 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
4 H 25.8 154 0.5 5.8 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 M 20.8 14 0.6 5.6 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
6 H 17.8 14 0.3 5.8 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
7 H 16.2 13 0.2 3.8 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 18.7 13.8 0.4 5.4 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 H 21.2 145 0.4 6.4 0.4 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, &cidos grasos
10 - 24.1 15.1 0.5 6.4 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 22.3 14.6 0.5 6.7 0.3 Morfologia intestinal

12 H 18.2 13.9 0.5 6.8 0.3 Morfologia intestinal

13 H 19.9 14 0.4 6.2 0.3 Morfologia intestinal

14 M 24.6 14.8 0.5 6.2 0.2 Enzimas digestivas

15 H 14.7 13.2 0.3 5.1 0.2 Enzimas digestivas

16 H 18.4 13.7 0.4 6.8 0.3 Enzimas digestivas

17 - 14.8 13 - - - Analisis proximal

18 - 15.9 13.1 - - - Analisis proximal

19 - 16.5 13.2 - - - Analisis proximal

20 - 18.9 135 - - - Analisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Anevo 6

I1AF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento Lactobacillus acidophilus + pared celular (L+P) réplica 2.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .del .Talla .del Pe’so def o )
muestra (Mo H) pez (g) cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) (9)

1 H 20.1 14.3 0.5 6.8 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
2 M 16.6 13.3 0.2 5.3 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 M 17.3 13.2 0.4 5.2 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
4 H 17.2 13.5 0.4 5.6 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
5 H 24.3 15.3 0.6 4.8 0.3 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
6 M 19 14.3 0.3 5.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
7 H 18.1 14 0.4 5 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 12.9 13 0.3 4.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
9 M 17.4 13 0.3 5.4 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
10 M 12.6 13 0.2 4.2 0.2 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
11 H 25.8 15.4 0.6 5.5 0.4 Morfologia intestinal

12 M 16.3 131 0.3 4.3 0.2 Morfologia intestinal

13 H 17.3 14 0.3 5.8 0.4 Morfologia intestinal

14 M 16.6 13.2 0.3 5.8 0.3 Enzimas digestivas

15 H 15 13.2 0.4 5.4 0.3 Enzimas digestivas

16 M 14.2 13 0.3 4.8 0.2 Enzimas digestivas

17 - 13.2 13 - - - Analisis proximal

18 - 12.3 13.2 - - - Andlisis proximal

19 - 13.9 13 - - - Analisis proximal

20 - 13.4 14.2 - - - Analisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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Aneca §

[IAF, UMSNH

Tabla de muestreo de peces blancos del tratamiento Lactobacillus acidophilus + pared celular (L+P) réplica 3.

No. de Sexo Peso del | Talla .Peso .deI Talla .deI Pe’so del o )
muestra (Mo H) pez (g) cm) intestino intestino higado Uso (objetivo respectivo de la muestra)
) (cm) 9)

1 H 18 13.9 0.3 4.3 0.2 Metagendmica, metaboldémica, transcriptdmica, acidos grasos
2 H 12.5 13 0.5 6.8 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
3 H 19.5 14.6 0.4 5.2 0.3 Metagendmica, metabolémica, transcriptémica, acidos grasos
4 M 16.5 135 0.3 4.6 0.2 Metagendmica, metaboldémica, transcriptdmica, acidos grasos
5 M 17 135 0.4 5.1 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
6 H 16.6 134 0.3 6.4 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
7 M 16.1 13 0.4 51 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
8 H 14.6 13 0.5 5.2 0.4 Metagendmica, metaboldmica, transcriptomica, acidos grasos
9 H 12.9 13 0.3 5.4 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
10 M 14.1 13.2 0.3 5.9 0.2 Metagendmica, metabolémica, transcriptomica, acidos grasos
11 M 13.2 13 0.3 4.9 0.2 Morfologia intestinal

12 H 21.3 14.3 0.5 6.4 04 Morfologia intestinal

13 H 14.2 13 0.3 4.4 0.3 Morfologia intestinal

14 M 15.3 13.2 0.3 5.7 0.2 Enzimas digestivas

15 H 14.2 13 0.3 5.1 0.2 Enzimas digestivas

16 M 11.9 134 0.2 45 0.2 Enzimas digestivas

17 - 13.5 13 - - - Analisis proximal

18 - 14.7 13.2 - - - Analisis proximal

19 - 14.4 13 - - - Andlisis proximal

20 - 16.2 135 - - - Andlisis proximal

Nota: El guién (-) dentro de las celdas de la tabla indica que el dato no se tomoé por alguna razén pero si se tomé la muestra de pez.
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