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RESUMEN

Al igual que en el caso de muchas especies de peces, la larvicultura del Pez
blanco (Chirostoma estor) se sustenta todavia en el uso de presas vivas como
primera alimentacion, a pesar de los esfuerzos orientados a la sustitucion total o
parcial del alimento vivo. La mayoria de las microdietas para larvas de peces
desarrolladas hasta la fecha son deficientes, sin embargo existen suplementos
dietéticos capaces de mejorar el crecimiento y supervivencia de los peces,
ademas de conferirles beneficios en la salud, a través de la estimulacion del
sistema inmune y la modulacién de su microbiota intestinal. En este trabajo, se
probaron dos tipos de suplementos: prebidticos; inulina de agave (2%) y pared
celular de levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) (0.025%), y un
probiotico; Lactobacillus acidophilus (0.5%), asi como una mezcla de ambos
(simbidticos). Para ello se aplicaron nueve tratamientos de alimentacion, de los
cuales los dos primeros fungieron como controles; 1) alimento vivo rotiferos
(Brachionus plicatilis) y 2) microdieta sin suplementacion. El resto de los
tratamientos constaron de microdietas suplementadas; 3) microdieta + inulina, 4)
microdieta + pared celular, 5) microdieta + pared celular + inulina, 6) microdieta +
L. acidophilus, 7) microdieta + L. acidophilus + inulina, 8) microdieta + L.
acidophilus + pared celular y 9) microdieta + L. acidophilus + inulina + pared
celular, durante 32 dias, en larvas de C. estor. Se evaluaron los efectos de estos
aditivos en el crecimiento, supervivencia y microbiota intestinal, esta Ultima
caracterizada mediante secuenciacion de nueva generacion de la region V3 del
gen ARNr 16S. Los datos obtenidos indican que la supervivencia no se vio
alterada por los tratamientos de alimentacion y sugieren que las larvas
alimentadas con rotiferos, microdieta control y las suplementadas con pared
celular y pared celular-inulina alcanzaron los mejores rendimientos en peso
(p<0.05). Por su parte, las comunidades microbianas estuvieron dominadas en
méas del 80% por los phyla Proteobacteria, Chloroflexi, Planctomycetota,
Acidobacteria y Firmicutes, y por los géneros Providencia, Nitrosomonas, y
miembros sin cultivar de la familia Xanthomonadacea; ademas se identificaron 73
géneros compartidos por todos los tratamientos, conformando estos una
microbiota ndcleo. La diversidad alfa no mostré diferencias significativas entre
tratamientos; no obstante, se determind que la microbiota intestinal se vio
influenciada por la combinacién de pared celular-inulina (R=0.319, p=0.003),
aumentando diferencialmente la abundancia de dos taxones bacterianos
benéficos; Brevundimonas, grupo productor de carotenoides como la astaxantina y
Achromobacter, productoras de enzimas degradadoras de quitina y celulosa.
Estos resultados constituyen un avance importante para la larvicultura y para el
conocimiento de los efectos de estos suplementos en la microbiota de especies de
peces agastricas como C. estor, sugiriendo estudios futuros orientados a dilucidar
la funcionalidad de estas bacterias intestinales y a evaluar el costo-beneficio de la
inclusion de pared celular-inulina en las dietas.

Palabras clave: larvicultura, alimento vivo, microdietas, suplementacion dietética,
microbiomica.



ABSTRACT

Like many species, Mexican pike silverside larviculture is based on the use of live
prey as first food, despite efforts aimed at total or partial replacement of live food.
Most microdiets developed to date are deficient, however there are dietary
supplements capable of improving the growth and survival of the species, in
addition to conferring health benefits through the stimulation of the immune system
and the modulation of the intestinal microbiota of the host organism. In this work,
two types of supplements were tested: prebiotics; agave inulin (2%) and cell wall of
beer yeast (Saccharomyces cerevisiae) (0.025%), and a probiotic; Lactobacillus
acidophilus (0.5%), as well as a mixture of both (symbiotics). For this, nine food
treatments were applied, of which the first two served as controls; 1) Live food
rotifers (Brachionus plicatilis) and 2) microdieta without supplementation. The rest
of the treatments consist of supplemented microdietas; 3) microdieta + inulin, 4)
microdieta + cell wall, 5) microdieta + cell wall + inulin, 6) microdieta + L.
acidophilus, 7) microdieta + L. acidophilus + inulina, 8) microdieta + L. acidophilus
+ cell wall and 9) microdieta + L. acidophilus + inulina + cell wall, for 32 days, in
larvae of C. estor. The effects of these additives on the growth, survival and
intestinal microbiota were evaluated, the latter characterized by new generation
sequencing of the V3 region of the ARNR 16S gene. The data obtained indicate
that the survival was not altered by the food treatments and suggest that the larvae
fed with rotifers, microdieta control and those supplemented with cell wall and cell
wall-inulin reached the best yields by weight (p <0.05). On the other hand, the
microbial communities were dominated by more than 80% by the phyla
Proteobacteria, Chloroflexi, Planctomycetota, Acidobacteria and Firmicutes, and by
the genus Providencia, Nitrosomonas, and without cultivating members of the
Xanthomonadacea family; In addition, 73 genus shared by all treatments were
identified, forming these a microbiota core. Alpha diversity didn’t show significant
differences, however, it was determined that the intestinal microbiota was
influenced by the cell wall-inulin combination (R = 0.319, p = 0.003), differentially
increasing the abundance of two beneficial bacterial taxa; Brevundimonas, a group
that produces carotenoids such as astaxanthin, and Achromobacter, chitin and
cellulose-degrading enzymes. These results contribute for the advancement of
laviculture knowledge and the implications of these supplements in the microbiota
of agastric fish species such as C. estor, suggesting future studies should aim to
elucidating the functionality of these intestinal bacteria and evaluating the cost-
benefit of the inclusion of cell wall-inulin in diets.

Keywords: larviculture, live food, microdiets, dietary supplements, microbiomics.
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1. INTRODUCCION

En los dltimos afios se ha despertado un interés potencial en alimentos o
aditivos funcionales que ademas de estimular el crecimiento y la supervivencia de
los organismos también sean capaces de promover la salud y el bienestar de los
mismos. Dentro de este amplio grupo encontramos a los probidticos y prebioticos,
suplementos ampliamente utilizados en la nutricion humana y animal (Amenyogbe
et al., 2020; Guerreiro et al., 2018; Oliveira et al., 2020).

Las oportunidades en esta area de estudio se derivan en gran parte de lo que
podemos aprender sobre la influencia e interaccion de estos aditivos con la
microbiota intestinal y el huésped (Spacova et al., 2020); sin embargo, los estudios
enfocados en la microbiota intestinal de animales acuéticos se han visto
eclipsados por las investigaciones realizadas en mamiferos y humanos (Bledsoe
et al., 2016; Egerton et al., 2018).

Recientemente, Infante-Villamil et al. (2021) resaltan la importancia de
desarrollar estrategias de gestion para preservar el equilibrio microbiano, incluido
el mantenimiento o el aumento de la diversidad en el huésped. Una de las
alternativas que ha tomado fuerza es el uso de suplementos dietarios como los
probiéticos y prebibticos, capaces de promover el crecimiento y supervivencia de
las especies, ademas de estimular el sistema inmune y la resistencia a patégenos,
a través de diferentes mecanismos entre los que destaca la modulacion de la
microbiota asociada a las especies (Ringg et al., 2010, 2014; Song et al., 2014;
Ringg et al., 2016; Amenyogbe et al., 2020; Vargas-Albores et al., 2021).

La microbiota, que abarca a toda la coleccion de microorganismos presentes en
un ecosistema (Gibson et al., 2017), en este caso el intestino, desempefa un
papel integral en la salud y bienestar de los organismos, incluidos los peces,
donde se relaciona fuertemente con la homeostasis energética, regulando
procesos de alimentacion, digestivos y metabdlicos, ademas de estimular el
desarrollo del sistema inmune y la respuesta a enfermedades (Tarnecki et al.,
2017; Butt & Volkoff, 2019). Su composicion es el resultado de una compleja
interaccion de factores internos y externos como la etapa de desarrollo, nivel

trofico, estacion del afio, ubicacion geogréfica, habitat, fisiologia digestiva,
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manipulaciones dietéticas, entre muchos otros, siendo la dieta uno de los mas
estudiados (Bates et al., 2006; Ringg et al., 2014; Liu et al., 2016; Tarnecki et al.,
2017; Egerton et al., 2018).

El modelo de estudio que proponemos en esta investigacion es el pez blanco de
Péatzcuaro, Chirostoma estor, un pez aterinépsido endémico de la meseta central
de México, de gran importancia, debido entre otros factores a sus altos niveles de
acido docosahexaenoico (DHA) que lo convierten en una excelente fuente de
acidos grasos esenciales (Fonseca-Madrigal et al., 2014; Martinez-Palacios et al.,
2020), sin embargo es una especie en peligro de desaparicion (Martinez-Palacios
et al., 2002; Barriga-Sosa, 2018; Soto-Galera et al., 2019) y aunque se cuenta con
el ciclo completo de cultivo, éste sigue en fase experimental en laboratorio o como
cultivo piloto, donde la nutricibn en la etapa larvaria es la principal limitante
(INAPESCA, 2018; Martinez-Palacios et al., 2008).

Durante toda su vida, C. estor presenta un sistema digestivo con un intestino
corto y carente de estbmago o ciegos piléricos. La primera alimentacién del Pez
Blanco se ha sustentado en el uso de presas vivas (Martinez-Palacios et al., 2002,
2008; Ross et al., 2006), sin embargo requiere de una mayor inversién en tiempo,
espacio y recursos, lo que incrementa el costo productivo durante esta etapa
(Cahu & Zambonino-Infante, 2001; Takeuchi et al., 2003; Martinez-Palacios et al.,
2006). Es por ello que el desarrollo de dietas artificiales que puedan reemplazar al
zooplancton vivo sera un avance sustancial para la larvicultura y para la
acuicultura en conjunto (Holt et al., 2011).

Desde hace unos pocos afios se determiné que la especie es capaz de
consumir alimento balanceado en forma de microdietas desde el momento de la
eclosion, no obstante el tiempo Optimo de destete se consigue hasta los 10 dias
post eclosion (Martinez-Angeles, 2016).

Debido a lo anterior, se planted suplementar las microdietas para esta especie
con prebidticos, probidticos y una combinacibn de ambos, con énfasis en el
desempeio de los peces y los efectos sobre la microbiota intestinal, haciendo uso
de la metagendémica como herramienta de estudio. Todo esto en un intento por

mejorar el crecimiento y supervivencia de la especie en etapa larvaria, a traves de
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cambios benéficos en la microbiota del intestino, ademas de aportar al
conocimiento de los efectos de estos suplementos en la microbiota de una especie
agastrica y de intestino corto. Si bien existen diversas investigaciones donde
prueban estos componentes en peces sin estbmago como el pez cebra (Danio
rerio), principalmente se centran en los efectos inmunoestimulantes y no en los
potenciales impactos sobre las comunidades microbianas asociadas a los
organismos (Lopez Nadal et al., 2020).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Pescado blanco
2.1.1 Historia y situacién actual

El Pescado blanco (Chirostoma estor), descrito inicialmente por Jordan en 1879
es una especie dulceacuicola miembro de la familia Atherinopsidae, nativa del
Lago de Patzcuaro y considerada como una de las especies endémicas iconicas
de Patzcuaro y de Michoacan, formando parte importante de la economia y cultura
regional. Pese a su importancia, desde hace varios afios se encuentra en riesgo
de desaparicion debido a multiples factores como la contaminacién del lago,
pérdida de superficie y profundidad, la sobrepesca, y la introduccion de especies
exoticas, siendo la acuicultura la Unica via de rescate y conservacion (Martinez-
Palacios et al., 2002; Barriga-Sosa, 2018; Soto-Galera et al., 2019).

Los primeros intentos de cultivo fueron realizados por De Buen en 1940,
Solorzano en 1963 y Rosas-Moreno en 1970. Actualmente se cuenta con el ciclo
de vida completo en cautiverio, sin embargo sigue en fase experimental en
laboratorio o como cultivo piloto en granjas de produccién con un nivel de dominio
biotecnoldgico incompleto, siendo la nutricibn en la etapa larvaria la principal
limitante, donde todavia existe una fuerte dependencia del alimento vivo
(INAPESCA, 2018; Martinez-Palacios et al., 2008).

Es preciso profundizar el conocimiento en aspectos como la nutricion, genética,
sanidad y practicas de manejo para lograr cultivos semi-intensivos e intensivos de
ciclo completo a escala comercial, priorizando la etapa larvaria donde se
presentan altas mortalidades y que ademas requiere reducir los costos de
produccion ligados al uso de alimento vivo que encarece el proceso productivo
(INAPESCA, 2018).

En los ultimos afios de investigacion se ha logrado disminuir el tiempo de
destete (Martinez-Angeles, 2016), potenciar el crecimiento mediante el uso de
fotoperiodos continuos (Corona-Herrera, 2017) e identificar, desde un enfoque
nutrigendmico, las limitaciones de las microdietas desarrolladas para la especie

frente al alimento vivo (Juarez-Gutiérrez et al., 2021).
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2.1.2 Caracteristicas generales

Chirostoma estor es un organismo eurihalino, zooplanctofago filtrador, de
cuerpo alargado con cabeza y boca pequefias (21mm de apertura bucal maxima
en adultos), en posicion terminal y protractil con finos dientes unicuspides en la
mandibula y dientes faringeos indicativos de un depredador pelagico que se
alimenta de presas pequefias (Ross et al., 2006; Martinez-Palacios et al., 2008).

Posee un tracto digestivo simple, carente de estbmago y ciegos piléricos, con
intestino corto formado por tres regiones: anterior, posterior y recto. La longitud
total del intestino en relacién con la longitud corporal (longitud relativa del intestino:
LRI) permanece constante hasta la edad adulta (LRI 0.3:1). Estas caracteristicas
sugieren que se alimenta continuamente de presas abundantes y de alta
digestibilidad (Martinez-Palacios et al., 2002, 2008; Ross et al., 2006).

Es un organismo oviparo cuyos huevos son transparentes, esféricos y
pequefios de entre 0.9 y 1.2 mm con seis a ocho hilos adherentes. Las larvas
eclosionan a los siete u ocho dias post fertilizacion (a 25°C) y el saco vitelino
desaparece al octavo dia post eclosion (dpe) (Rios-Duran et al., 2016). Al
eclosionar, las larvas miden entre 4.5 - 5 mm, son transparentes y poseen una
linea de cromatdéforos negros a lo largo del cuerpo, una vesicula biliar visible, asi
como una fuerte pigmentacién ocular y gran desarrollo de los ojos, que se hace
evidente en su capacidad de captura de presas desde el momento de la eclosion.
No se ha definido con exactitud la duracién del periodo larvario y se carece de
conocimientos basicos acerca de los cambios funcionales y estructurales del
aparato digestivo y del metabolismo de sus estadios tempranos (Martinez-
Palacios et al., 2002, 2006).

2.1.3 Primera alimentacion

Al eclosionar, las larvas de C. estor exhiben una apertura de boca pequefia y
una alta selectividad, es decir que solo consumen particulas de menor tamafio que
su boca, debido a ello su larvicultura esta sustentada en el uso de presas vivas

(rotiferos pequefios) como primer alimento (Martinez-Palacios et al., 2006).
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Inicialmente se empled el rotifero de agua dulce Brachionus rubens, no
obstante se determind que solo los neonatos eran aptos debido al tamafio de la
boca de las larvas. Para eliminar la necesidad de clasificacion, se opt6 por utilizar
rotiferos marinos B. plicatilis, debido a su tamafio que oscila entre los 90-150 pym
(Campos-Mendoza, 2000; Martinez-Palacios et al., 2002, 2006), sin embargo
investigaciones actuales indican que alcanza tamafios por encima de este rango
(Mills et al., 2017), lo que sigue haciendo necesario el uso de neonatos o machos.

A inicios de los 2000’s las larvas se alimentaban durante los primeros 15 dpe
con B. plicatilis, seguido de nauplios de Artemia franciscana hasta el dia 30,
cuando se daba inicio al destete con alimento artificial. Investigaciones siguientes
lograron eliminar el uso de artemia durante esta etapa (Martinez-Palacios et a.,
2002). Mas recientemente se redujo el tiempo de destete a 10 dpe y se comprobo
que las larvas pueden consumir alimento artificial desde el momento de la
eclosion, sin embargo, los resultados en cuanto a crecimiento y supervivencia no

son optimos  (Martinez-Angeles, 2016).

2.2 Microdietas

El crecimiento de la larvicultura intensiva y semi-intensiva de peces trajo
consigo la necesidad de formas mas eficientes de alimentar a los organismos (Holt
et al., 2011). Desde hace algunos afios se han empleado dos estrategias para la
alimentacion de larvas de peces marinos: la primera basada en el uso de presas
vivas como rotiferos, Artemia y copépodos, y la segunda mediante el desarrollo de
dietas artificiales, principalmente microparticuladas (Lazo, 2000; Kolkovski, 2013).

Por lo general, se conoce como microdieta a la dieta formulada seca, inerte o
de destete que se administra a las larvas como primer alimento, cuyo tamafio de
particulas varia entre 25 y 800 um, aunque debe adaptarse al tamafo de la boca
de la especie. Dependiendo la técnica utilizada para su elaboracién encontramos
dietas microparticuladas, microagregadas, microrevestidas o microextruidas
(Fernandez-Diaz et al., 1994; Cahu & Zambonino-Infante, 2001; Langdon &
Barrows, 2011; Kolkovski, 2013).
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A pesar del éxito que representa el uso del alimento vivo también presenta
algunas limitantes como calidad nutricional incierta y mayor inversion de espacio,
tiempo y dinero al conformar los llamados “cultivos auxiliares” que incrementan los
costos de produccion durante esta fase del cultivo (Cahu & Zambonino-Infante,
2001; Takeuchi et al., 2003; Martinez-Palacios et al., 2006).

La sustitucion de presas vivas por microdietas tiene muchas ventajas como;
composicién nutricional uniforme y adaptable a las necesidades de cada especie,
disponibilidad constante y reduccion de costos de alimentacion. Pese a ello, las
dietas desarrolladas no han igualado la eficiencia del alimento vivo y se carece de
microdietas que puedan reemplazar por completo al alimento vivo en el cultivo
larvario de muchas especies de peces (Lazo, 2000; Holt et al., 2011; Kolkovski,
2013).

En el caso particular del Pez blanco, Martinez-Angeles (2022) probé una serie
de microdietas formuladas (52% de proteina y 22% de lipidos), combinando
proteinas solubles y fibrosas en diferentes proporciones. En este estudié se
concluy6é que la especie puede consumir microdietas desde el momento de la
eclosion, sin embargo cuando las larvas son destetadas a los 10 dpe el
crecimiento y la supervivencia son mejores. Se encontr6 que la dieta mas
adecuada para las larvas de C. estor bajo las condiciones experimentales es la
que contiene 278 g de proteina soluble Kg™*. Aunque la microdieta fue aceptada
por los organismos y se obtuvieron resultados prometedores, no se consiguio
superar al desempefio logrado con el rotifero.

Con la finalidad de mejorar dicha microdieta se han agregado algunos
ingredientes como el acido alfa lipoico, pero el alimento vivo sigue presentando
mejores resultados (Monroy De la Pefia, 2018). Recientemente, nuestro grupo de
investigacion logré dar una respuesta mas concreta del por qué el rotifero sigue
siendo la mejor opcion para la larvicultura. En dicho estudio se vio que el rotifero
ejerce un efecto positivo en la expresion de genes involucrados en el crecimiento
de cartilago, hueso y musculo, ademas de genes relacionados con enzimas
digestivas y desarrollo del sistema digestivo (Juarez-Gutiérrez et al., 2021). La

autora recomienda la suplementaciéon con probidticos, prebidticos o enzimas
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digestivas como via potencial de progreso en este campo de estudio (Juarez-
Gutiérrez, 2020).

2.3 Suplementos dietéticos

Los ingredientes funcionales son componentes alimenticios que tienen un
efecto fisiolégico mas alla de su aporte nutricional y afecta una o mas funciones en
el organismo, mejorando la salud o la resistencia a las enfermedades (Roberfroid,
2000). En los ultimos afios estos suplementos han cobrado relevancia, debido a la
necesidad de nuevas medidas profilacticas que puedan reemplazar o reducir el
uso de antibiéticos en alimentos para animales como promotores de crecimiento y
estimulantes del sistema inmune (Amenyogbe et al.,, 2020), ademas de ser
notables al mejorar la eficiencia productiva y la calidad de los peces en cultivo
(Yukgehnaish et al., 2020a).

Dentro de este variado grupo encontramos a los probibticos y prebioticos,
aditivos ampliamente utilizados en la nutricion humana y animal (Amenyogbe et
al., 2020; Guerreiro et al., 2018; Oliveira et al., 2020).

2.3.1 Probidticos

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administran en
concentraciones adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped
(FAO/OMS, 2001; Hill et al., 2014). Existen diversas revisiones donde describen a
profundidad los usos, mecanismos de accién y criterios de seleccion de los
probiéticos en acuicultura (Kesarcodi-Watson et al., 2008; Merrifield et al., 2010;
Hai, 2015; Ringg et al., 2018; Hasan & Banerjee, 2020; Ringg et al., 2020).

Tomando como base la revisibn de Merrifield et al. (2010), las caracteristicas
esenciales que debe tener un microorganismo para ser considerado como
probidtico dirigido a organismos acuaticos son:

1) No deben ser patdgenos, no solo con la especie huésped sino también con
los animales acuaticos en general y los consumidores humanos.

2) Libres de genes de resistencia a antibioticos codificados por plasmidos.
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3) Resistentes a las sales biliares y a un pH bajo.

Y preferentemente deben ser capaces de adherirse y/o crecer bien dentro de la
mucosa intestinal, colonizar la superficie epitelial intestinal, poder registrarse para
Su uso como aditivo alimentario, mostrar caracteristicas de crecimiento ventajosas
y/o crecimiento a temperaturas de crianza del huésped, exhibir propiedades
antagonicas hacia uno o mas patdgenos clave, producir enzimas digestivas
extracelulares relevantes, ser autoctono del huésped o del entorno de crianza, ser
viable en condiciones normales de almacenamiento y suficientemente robusto
para sobrevivir los procesos de manejo y produccion de los alimentos a nivel
industrial.

Hasta la fecha, una gama de probiéticos potenciales han sido investigados para
su aplicacién en el sector acuicola, incluyendo bacterias como Aeromonas,
Alteromonas, Arthrobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Clostridium,
Enterobacter, Enteroccus, Lactobacillus, Lactococcus, Paenibacillus, Phaeobacter,
Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Rhodosporidium, Roseobacter, Shewanella,
Streptomyces y Vibrio; microalgas como Tetraselmis y levaduras como
Saccharomyces, Debaryomyces y Phaffia (Kesarcodi-Watson et al., 2008; Nayak,
2010; Hai, 2015; Amenyogbe et al., 2020; Ringg et al., 2020). Dentro del género
Lactobacillus existen varias especies de interés probidtico en animales acuaticos,
entre las que destacan L. plantarum, L. acidophilus, L. casei, L. paracasei, L.
delbrueckii, y L. rhamnosus (Ringg et al., 2018).

La actividad y uso de los probiéticos depende de varios factores, principalmente
de la especie huésped, origen, forma de administracion, dosis y duracién de la
suplementacién. Se pueden administrar de manera prolongada o en intervalos
regulares, por via oral junto con el alimento para mejorar la microbiota benéfica
asociada al intestino o en el agua de cultivo, donde proliferan y eliminan a las
bacterias patdogenas del medio por inanicidon, al consumir todos los nutrientes
disponibles. También es comun administrar varias cepas probidticas o de manera
conjunta con prebidticos u otros productos vegetales (Hai, 2015; Hasan &
Banerjee, 2020; Ringg et al., 2020).
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Los probidticos presentan varios mecanismos de accion como: sintesis de
compuestos que ayudan en la digestibilidad o aportan nutrientes al huésped (p.e
enzimas digestivas, vitaminas, antioxidantes, &cidos grasos y minerales),
secrecion de sustancias importantes en la inhibicién y proliferaciéon de patdgenos
(p. e lisozima) lo que regula la microbiota intestinal, competencia fisica con los
patbgenos por los sitios de unidon en la mucosa intestinal, cambios en la
histomorfometria intestinal (p.e mayor nimero o tamafio de microvellosidades)
aumentando el area de absorcion de nutrientes, reduccion de hormonas
relacionadas con el estrés, promocion de la respuesta inmune (p.e mayor actividad
fagocitica de los leucocitos) y mejora de la calidad del agua al participar en la
renovacion de nutrientes organicos (Ringg et al., 2018, 2020; Hasan & Banerjee,
2020).

2.3.2 Prebidticos

El concepto prebidtico se introdujo por primera vez hace mas de 25 afios
(Gibson & Roberfroid, 1995) y desde entonces ha sufrido diversas modificaciones.
Actualmente, se definen como “sustrato que es utilizado selectivamente por los
microorganismos hospedadores que confieren un beneficio para la salud”, es
decir, estos ingredientes se dirigen a la microbiota asociada a humanos y animales
con el objetivo de mejorar la salud. Se trata de sustratos no viables y no digeribles
por el huésped, que sirven como nutrientes para los microorganismos benéficos
gue habitan en el tracto gastrointestinal del hospedador (Gibson et al., 2017).

En el sector acuicola han recibido menos atencion con respecto a los
probiéticos (Butt & Volkoff, 2019), pese a que se consideran suplementos
respetuosos con el medio ambiente y son Utiles para mejorar el crecimiento y las
actividades microbianas del tracto digestivo, lo que a menudo fortalecen el sistema
inmune y la tolerancia al estrés (Yukgehnaish et al., 2020a).

Los prebioticos son carbohidratos, que se clasifican en monosacaridos,
oligosacaridos o polisacaridos por su tamafo molecular o polimerizacion. En
cultivo de peces, los mas empleados son: inulina, los fructooligosacaridos (FOS),

fructooligosacéaridos de cadena corta (scFOS), oligofructosa, mananoligosacaridos
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(MOS), galactooligosacaridos (GOS), xilooligosacaridos (XOS) vy los
arabinoxilooligosacaridos (IMOXoligosacéaridos) (Ringe et al., 2010, 2014;
Yukgehnaish et al., 2020a).

La inulina es un oligosacarido natural con actividad prebiética que se encuentra
presente en gran cantidad de plantas como carbohidratos de almacenamiento
(Niness, 1999), compuesta de B-D-Fructofuranosa unidas con enlaces B-2-1
(Yukgehnaish et al., 2020a).

Por su parte, la pared celular es una estructura compleja que brinda proteccion
fisica y soporte osmaético. Esta compuesta principalmente de polisacéaridos (~80 %)
y proteinas (~15%). En S. cerevisiae se compone de tres grupos principales de
polisacéaridos: polimeros de N -acetilglucosamina (quitina, del 1-2%), polimeros de
manosa (manoproteinas, del 35-40%) y polimeros de glucosa (G-
glucano, alrededor del 60%). EI B-glucano se puede dividir en dos subtipos
dependiendo del tipo de enlaces de glucosa: cadenas largas de ~1500 unidades
de B-1,3-glucosa (50-55%) y cadenas cortas de ~150 unidades de -1,6-glucosa
(5-10%) (Aguilar-Uscanga & Francois, 2003; Klis et al., 2002). Los ultimos dos
polisacaridos (B -glucanos y mananoligosacaridos), son prebiéticos de amplio uso
en organismos acuaticos (Meena et al., 2013; Selim & Reda, 2015; Carballo et al.,
2019; Servin-Arce et al., 2021). Existe relativamente poca informacién de su uso
como prebidtico en acuicultura, pero se ha encontrado que tiene influencia positiva
en el crecimiento, morfologia intestinal y composicion corporal de las especies,
ademas de considerarse como un estimulador inespecifico del sistema inmune
(Selim & Reda, 2015; Servin-Arce et al., 2021).

2.4 Efectos de los probioticos y prebidticos en organismos acuaticos

Hay mucha informacion en torno a los usos y potenciales efectos de los
probioticos y prebidticos por separado o en conjuncion, en acuicultura. Diversos
autores les han atribuido diferentes efectos en su mayoria favorecedores como;
mayor crecimiento, aumento en la supervivencia, estimulacion del sistema inmune,
resistencia a patdgenos, cambios benéficos en la morfologia del intestino y

modulacién de la microbiota intestinal, siendo este Ultimo punto uno de los
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principales intereses del uso de aditivos funcionales (Ringg et al., 2010; Ringg et
al., 2014; Song et al., 2014; Torrecillas et al., 2014; Amenyogbe et al., 2020).

En cuanto a la modulacion de la microbiota intestinal, favorecen el desarrollo de
ciertas especies bacterianas (p.e. el género Bacillus) capaces de mejorar la
eficiencia del crecimiento de los peces y reduciendo la susceptibilidad a
enfermedades del huésped, respaldado por investigaciones que indican que el
tracto gastrointestinal constituye la primera linea de defensa contra patdgenos,
ademas de considerarse uno de los principales puertos de entrada de infecciones
(Ringg et al., 2010, 2014; Oliveira et al., 2020; Servin-Arce et al., 2021).

Por el contrario, existen pocos reportes donde los efectos no fueron favorables.
En el caso de la inulina, a altas concentraciones (>7%) se reportaron efectos
negativos sobre el intestino y la diversidad microbiana de algunas especies como
la trucha alpina (Salvelinus alpinus) (Olsen et al., 2001; Ringg et al., 2006), el
Salmon del Atlantico (Salmo salar L.) (Bakke-McKellep et al., 2007) y la Dorada
(Sparus aurata). En esta Ultima especie, la combinacion de Bacillus subtilis e
inulina redujo la riqueza bacteriana del intestino (Cerezuela et al., 2013). En el
anexo 13.1 se presenta una tabla donde se resumen los hallazgos mas relevantes

de algunos probidticos y prebidticos en otras especies de interés acuicola.

2.5 Microbiota intestinal

Se define a la microbiota como la coleccién de microorganismos presentes en
un ecosistema (Gibson et al., 2017), que desempefia un papel fundamental en el
para los organismos, llegando a reconocerse como un “6rgano extra” que ayuda a
mantener la salud y el bienestar de los individuos. Hoy en dia existen revisiones
dedicadas a la importancia de la microbiota intestinal en animales acuaticos, asi
como a los factores que influyen en esta, los enfoques de estudio y los avances en
este campo de investigacion (Nayak, 2010; Ghanbari et al., 2015; Tarnecki et al.,
2017; de Bruijn et al., 2018; Egerton et al., 2018; Wang et al., 2018; Butt & Volkoff,
2019; L6épez Nadal et al., 2020; Yukgehnaish et al., 2020b; Johny et al., 2021).

En estas revisiones podemos ver que la microbiota intestinal de los peces se ve

influenciada por un sinfin de factores que podemos clasificar en internos, como la
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edad, sexo, genética, estrés, etc., y externos; como la dieta, entorno, ubicacion
geografica, estacion del afio, etc. La microbiota intestinal estd involucrada en
procesos fundamentales como la adquisicion, digestion y absorcion de nutrientes,
metabolismo, homeostasis energética, sistema inmune y proteccion contra
patogenos y en la diferenciacion y maduracion del epitelio intestinal.

En peces la microbiota intestinal es muy diversa, incluye protozoarios, hongos,
levaduras, arqueas y principalmente bacterias (Egerton et al., 2018), siendo mas
abundantes los phyla Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria y
Fusobacteria, constituyendo méas del 80% (Nayak, 2010; Bledsoe et al., 2016; Liu
et al., 2016; Yukgehnaish et al., 2020a).

2.5.1 Evaluacién metagendmica de las comunidades bacterianas en peces

Los estudios sobre microbiota gastrointestinal basados en cultivo, con
frecuencia conducen a resultados poco representativos de la comunidad
microbiana total, esto debido a que las bacterias cultivables comprenden un
porcentaje extremadamente bajo (Yukgehnaish et al., 2020a). Actualmente, se
utilizan técnicas moleculares novedosas independientes de cultivo que
proporcionan una perspectiva poderosa y relativamente libre de sesgos (Nayak,
2010). Los enfoques utilizados dependen de los objetivos de estudio (Zhou et al.,
2014) y en general se emplean tres estrategias principales (Tarnecki et al., 2017):

1) Hibridacién fluorescente in situ (FISH por sus siglas en inglés) que utiliza
sondas fluorescentes para observar directamente a los microorganismos
utilizando microscopia y proporcionando una vista tridimensional de la
comunidad, ademas de permitir la observacion de las relaciones espaciales
entre microorganismos.

2) Andlisis de huellas genéticas (DNA fingerprinting), que se basan en la
amplificacion por PCR de regiones variables dentro de los operones
ribosomales exclusivos de las especies bacterianas. Sin embargo, los
resultados son mas cualitativos y en gran medida informan sobre cuan
complejas son las comunidades pero no sobre las unidades taxonémicas

operativas (OTU) especificas que componen cada comunidad.
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3) Secuenciacion de genes bacterianos, basadas principalmente en la
secuenciacion del gen ARNr 16S, constituyendo el enfoque mas completo y
preciso para la identificacion bacteriana.

Los analisis de las comunidades bacterianas en peces han utilizado casi
exclusivamente la secuenciacion del gen ARNr 16S utilizando plataformas de
nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés), como la secuenciacion llumina
(Ghanbari et al., 2015). Este gen se usa ampliamente por el alto grado de
conservacion de su secuencia y su ubicuidad en arqueas y bacterias, ademas de
tener nueve regiones con tasas evolutivas variables que permiten descifrar
relaciones filogenéticas (Ortiz-Estrada et al., 2019).

En general, los objetivos de la investigacion metagenomica de los microbiomas
intestinales de los peces son varios, incluyendo el estudio de los factores que
influyen en la composicion del microbioma intestinal de los organismos y el efecto
fisiolégico de éste en el huésped, identificacion de la microbiota nucleo de las
especies, deteccidbn de patdgenos, reconocimiento y desarrollo de nuevos
probidticos para especies de importancia econdmica y nutricional, desarrollo de
estrategias de manipulacion microbiana, entre otros (Ghanbari et al., 2015;
Martinez-Porchas & Vargas-Albores, 2017; Yukgehnaish et al., 2020a). Este ultimo
punto es uno de los mas importantes para el sector acuicola, debido a la
necesidad creciente de técnicas efectivas para modificar las comunidades
microbianas del intestino en pro del desarrollo y salud de las especies en cultivo.
Los enfoques de manipulaciéon del microbioma incluyen probioticos, prebidticos,
inmunoestimulantes, vitaminas y nucleétidos (Merrifield et al., 2010; Ringg et al.,
2010).
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3. JUSTIFICACION

El desarrollo de microdietas balanceadas eficaces representa un avance crucial
para la larvicultura comercial de muchas especies de peces que no se ha
conseguido. Las microdietas formuladas hasta el momento son deficientes y no
superan el éxito del alimento vivo, por lo que se sigue dependiendo de éste. Una
alternativa que ha ganado interés en el sector productivo es el uso de suplementos
dietéticos del tipo probiotico y prebiodtico, capaces de promover el crecimiento, la
supervivencia y la salud de los organismos, ademas de manipular positivamente a
la microbiota intestinal, que como es bien sabido, desempefia un papel
fundamental para los individuos. Sin embargo, gran parte de los estudios
realizados sobre suplementacion probidtica y prebidtica en peces se centran en
los efectos sobre el crecimiento e inmunidad y las investigaciones que incluyen a
la microbiota del intestino se basan en técnicas de cultivo.

Por lo anterior y aunado a que Chirostoma estor carece de estdmago y su
intestino es relativamente corto, se considera que suplementar microdietas para
larvas de Pez blanco puede abonar al desarrollo de dietas mas eficientes con
capacidad de sustituir total o parcialmente el uso de presas vivas en la larvicultura
y al establecimiento de un cultivo mas rentable de la especie, ademas de aportar

al conocimiento de la manipulacién microbiana en tractos digestivos agastricos.
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4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢La adicion de prebioticos y probioticos en microdietas para larvas de Pez

blanco mejoraré el crecimiento y supervivencia de los peces?
¢Las comunidades microbianas de las larvas alimentadas exclusivamente
con rotiferos seran distintas a la microbiota presente en los organismos

alimentados con microdietas?

¢ Los suplementos utilizados tendran efectos positivos significativos en la

microbiota intestinal de las larvas de C. estor?
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5. HIPOTESIS

Hipétesis 1:

El crecimiento y supervivencia de las larvas de Pescado blanco (Chirostoma
estor) alimentadas con microdietas suplementadas con probiéticos y prebibticos
seran superiores a los obtenidos al alimentarlas con alimento vivo (Brachionus

plicatilis).

Hipotesis 2:
La microbiota intestinal de las larvas alimentadas con rotiferos sera
significativamente distinta a la microbiota presente en los organismos alimentados

con microdietas.

Hipétesis 3:
Las microdietas suplementadas con probidticos y prebiéticos tendran un efecto
significativo en la microbiota intestinal de las larvas de Pescado blanco

(Chirostoma estor), aumentando la abundancia de bacterias benéficas.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de microdietas suplementadas con prebioticos (inulina de
agave y pared celular de Saccharomyces cerevisiae), probioticos (Lactobacillus
acidophilus) y una combinacion de ambos, en el crecimiento, supervivencia y
microbiota intestinal del modelo biolégico agastrico Chirostoma estor, comparadas

con alimento vivo, rotiferos (Brachionus plicatilis).

6.2 Objetivos especificos

e Evaluar el crecimiento y supervivencia de larvas de C. estor alimentadas
con microdietas enriquecidas con prebioticos y/o probidticos y con alimento

Vivo.
e Analizar la microbiota intestinal de larvas de C. estor alimentadas con

microdietas enriquecidas con prebidticos y/o probidticos y con alimento

Vivo.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Evaluacion de prebidticos y probidticos en el crecimiento y supervivencia de

larvas de Pez blanco

Se realiz6 un experimento de alimentacion durante 32 dias donde se probaron
diferentes microdietas suplementadas con probidticos, prebiéticos o una
combinacion de ambos y dos tratamientos control; microdieta sin suplementos y

alimento vivo rotifero (los tratamientos se describen en la seccion 7.1.3).

7.1.1 Descripcion de la unidad experimental

El experimento se realizé en la planta de Pez Blanco del Laboratorio de
Biotecnologia Acuicola (LANMDA-UMSNH). Se utilizé un sistema de recirculacion
de agua (RAS) bajo invernadero, con seis tinas de 50 L de capacidad, dentro de
las cuales se instalaron seis contenedores (unidades experimentales) de 2 L
elaborados con tubos de PVC y malla de 40 micras. En total se manejaron 36
unidades experimentales (UE), cada una representando a una réplica de un

tratamiento, distribuidos al azar (figura 1).

30 cm

A) C)

Figura 1. Sistema de recirculacion de agua (A), distribucion de las unidades
experimentales (B) y unidad experimental (C).

7.1.2 Larvas experimentales

De un lote de peces nacidos en la planta de Pez Blanco del Laboratorio de

Biotecnologia Acuicola se tomaron 5400 larvas de 7 a 11 dias post eclosion (dpe)
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con un peso seco inicial promedio de 0.155 mg y una longitud total inicial de 5.75 +
0.547 mm, que fueron distribuidas aleatoriamente en grupos de 150 larvas por

réplica, es decir 600 peces por tratamiento.

7.1.3 Disefio experimental y plan de alimentacion

Se establecieron nueve tratamientos de alimentacion (tabla 1) por
cuadruplicado, dos de ellos fungieron como testigos: alimento vivo (rotiferos) y
microdieta control. Los siete tratamientos restantes consistieron en microdietas
suplementadas con la cepa probidtica Lactobacillus acidophilus [0.5%]; con
prebioticos, inulina de agave (YUXI ®) [2%] y pared celular de levadura de cerveza
(Saccharomyces cerevisiae) (Safmannan ®) [0.025%] o una combinacion de

ambos (tabla 1).

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos de alimentacion evaluados en larvas de
C. estor durante 32 dias.

No. Clave Tratamiento Tipo

1 R Rotiferos (Brachionus plicatilis)
: . Control

2 C Microdieta control
3 I Microdieta + inulina de agave
4 W Microdieta + pared celular de levadura Prebiotico
5 Wi Microdieta + inulina + pared celular
6 L Microdieta + L. acidophilus Probidtico
7 LI Microdieta + L. acidophilus + inulina
8 LW Microdieta + L. acidophilus + pared celular Simbiético
9 LWiI Microdieta + L. acidophilus + pared celular + inulina

Los rotiferos fueron producidos en la planta de alimento vivo del LANMDA bajo
las condiciones establecidas por el laboratorio. Por su parte, las microdietas
utilizadas se formularon al 52% de proteina y 22% de lipidos, con 278 g de
proteina soluble Kg™ conforme a Martinez-Angeles, 2022 y fueron elaboradas en
un secador por aspersion Niro Atomizer, Soeborg, Denmark Type MM-100, con los

siguientes parametros promedio: temperatura de entrada 156.25 °C, temperatura
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de salida 96.58 °C, velocidad del atomizador 39227 rpm, volumen de entrada 1.7 L
y cantidad obtenida 348.33 g.

Se traz6 un plan de alimentacién que basicamente consiste en tres partes:
alimentacion con presas vivas, co-alimentacion; administracion de rotiferos y
microdietas, y alimentacion exclusiva con microdietas (tabla 2). Las microdietas se

suministraron a saciedad aparente, de forma manual.

Tabla 2. Plan de alimentacion seguido durante los 32 dias de experimentacion.

Dia .,
: Descripcidn
experimental
1-4 Rotifero: dos veces al dia (10:00 y 15:00 h).
Rotifero: dos veces al dia (10:00 y 15:00 h).
5-20 Microdieta: cuatro veces al dia en intervalos de dos horas
(09:00, 11:00, 13:00 y 15:00 h).
21-32 Microdieta: 24 veces al dia en intervalos de una hora.

*En el tratamiento control rotifero (R) Unicamente se usé este alimento, por lo que se aplicé lo
descrito para los dias 1-4 durante todo el experimento.

7.1.5 Condiciones experimentales y manejo larvario

Durante el periodo experimental se manejé un fotoperiodo de luz continua (24L.:
00D). Dos veces al dia (9:00 y 17:00 h) se determind la temperatura (°C) y
salinidad del agua (g L™), con ayuda de un termémetro de inmersién parcial
(Brannan) y un refractometro (ATAGO ®), respectivamente. Cada semana se
monitoreo el pH con un potenciémetro (Fisher Scientific accumet AB15 Basic ®) y
la concentracién de amoniaco (NHs), amonio (NH,), nitrito (NO3) y nitrato (NO3)
mediante espectrofotometria (Fotometro YSI 9500 ®). En la tabla 3 se resumen los
pardmetros fisicoquimicos registrados y en la figura 2 se muestra el
comportamiento de la temperatura diaria.

Con la finalidad de mantener una buena calidad de agua, cada dia previo a la
primera alimentacion se realizé la limpieza de las unidades experimentales

mediante sifoneo.
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Tabla 3. Valores (promedio + desviacidbn estandar) de los parametros
fisicoquimicos registrados durante el periodo experimental.

Parametro Valor
Temperatura (°C) 17.61 +1.37
Salinidad (g L™) 6.70 + 1.39
pH 8.10 + 1.60

Amonifaco (mg L*NH;3) 0.35+0.36
Amonio (mg L*NH;)  0.37 +0.37
Nitritos (mg L* NO,)  0.17+0.14
Nitratos (mg L NO3) 3.16 + 0.007
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Figura 2. Temperatura del agua (°C) registrada diariamente (promedio *
desviacion estandar) durante el experimento de alimentacion.

7.1.6 Muestreos

Se realizaron dos muestreos, uno al principio de experimento, donde se
tomaron 40 organismos del lote inicial, y otro al concluir el ensayo, donde se
colecté el numero final de larvas, de acuerdo a la supervivencia de cada réplica.
En ambos casos se determiné la longitud total (mm) con un vernier digital (ATAGO
®) y el peso seco (mg) con una balanza analitica (Denver instrument APX-200 ®)
de acuerdo a (Martinez-Palacios et al., 2002a). Durante este ultimo muestreo se

colectaron muestras para el analisis de la microbiota intestinal (ver seccién 7.2.1).
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7.1.7 Estimaciéon de parametros productivos y supervivencia

Tras concluir el experimento de alimentacion, se calcul6 la supervivencia y los
siguientes parametros de produccion: peso ganado (%), tasa de crecimiento
especifico (TCE) (% dia-1) y ganancia de peso individual (GPI) (mg/dia), con las
siguientes férmulas:

Supervivencia (%)= (numero final de larvas/ namero inicial de larvas) x 100

Peso ganado (%) = [Peso final (mg) — Peso inicial (mg)/ Peso inicial (mg)] x 100

TCE (% dia-1)= ((Ln peso final (mg) — Ln peso inicial (mg))/ tiempo (dias)) x 100

GPI (mg/dia)= [Peso final (mg) — Peso inicial (mg)/ Tiempo (dias)]

7.1.8 Andlisis bromatoldgicos

Se realizaron analisis bromatolégicos por triplicado a las diferentes microdietas
utilizadas, conforme a los procedimientos de la AOAC (2000). El analisis incluyo:
determinacion de humedad; donde las muestras fueron secadas a 105 °C por 24
h, en estufa Thermo Scientific Heratherm ®; determinacion de extracto etéreo,
mediante el método de Soxhlet; proteina cruda (N x 6.25) mediante el método
Dumas usando un analizador de Nitrégeno (Leco FP 528 ®) y determinacion del
porcentaje de ceniza por incineracion en mufla Fisher Scientific ® a 550 °C
durante 12 h. Finalmente se calcul6 el extracto libre de nitrégeno (ELN) de la

siguiente manera: ELN= 100 - (% proteina + % lipidos + % cenizas).

7.1.9 Andlisis estadistico

Los resultados de crecimiento en peso seco y longitud total, los parametros
productivos calculados y los analisis bromatologicos de las microdietas se
sometieron a pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk o D’ Agostino & Pearson) vy
homocedasticidad (Prueba de Levene), si los datos cumplian con los supuestos
se utilizé un analisis de varianza a una via (ANOVA) con una prueba post hoc de
Tukey, de lo contrario se empled la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con

una prueba de Dunn’s como post hoc, con un nivel de significancia a=0.05.
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También se calculd la prueba de poder estadistico para cada analisis de varianza
realizado, obteniéndose un valor de p=1.

Todas las pruebas mencionadas se realizaron en el software R v4.0.2 (R Core
Team, 2020).

7.2 Evaluacion de la microbiota intestinal utilizando prebidticos y probiéticos en la
dieta

7.2.1 Muestreo y extraccién de material genético microbiano del intestino de peces

Para el analisis de la microbiota intestinal se sacrificaron por shock térmico tres
peces por réplica. Como las larvas eran muy pequefias para extraer el tracto
intestinal, después del sacrificio se realiz6 un procedimiento de eliminacion de la
microbiota externa que consistié en sumergir a los organismos por tres segundos
en solucién de hipoclorito de sodio al 0.05%, seguido de un enjuague con buffer
fosfato salino (PBS) todo ello con el fin de obtener una muestra representativa de
la microbiota interna utilizando larvas completas. Finalmente, se cortaron las
cabezas de las larvas con navajas desechables para cada una y se descartaron.
El resto de los cuerpos se colocaron en un “pool” de tres peces por réplica, en
tubos eppendorf de 1.5 mL con etanol al 96% y se preservaron a una temperatura
de -80°C hasta su posterior procesamiento.

La extraccion del ADN metagenomico se realizd6 por el método de buffer
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (anexo 13.2). La pureza y la cantidad
del ADN extraido se midi6 usando NanoDrop 2000 (ThermoFischer Scientific®),
basandose en la relacion de absorbancia a 260/280 nm.

Como las muestras W1, L1 y WI2 fueron excluidas del analisis de desempefio
larvario por presentar valores extremos, también fueron descartadas para la

extraccion de ADN y demas analisis posteriores.

7.2.2 Secuenciacion

El material genético obtenido fue enviado para su secuenciacién al Laboratorio

de Genodmica Microbiana del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo
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(CIAD) unidad Mazatlan, perteneciente al LANMDA. Para la preparacion de la
biblioteca de amplicones se amplifico por PCR la region V3 del gen 16S ARNr con
los cebadores V3-338f y V3-533r (Huse et al., 2008). La secuenciacion se realizo
en un equipo llumina Miniseq en condiciones estandar (300 ciclos, 2x150 pair-

end), conforme a los protocolos del laboratorio.

7.2.3 Anélisis bioinformético

Inicialmente, se revisd la calidad de las secuencias con FastQC v0.11.7
(https://lwww.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), enseguida se
combinaron las lecturas pair-end utilizando FLASH v1.2.11 (Mago¢ & Salzberg,
2011). La dereplicacion, eliminaciébn de quimeras y la agrupacion de las
secuencias en Unidades Taxondmicas Operativas (OTU) al 97% de identidad se
realiz6 con la herramienta VSEARCH v2.10.4 (Rognes et al.,, 2016), los
singletones (secuencias Unicas) fueron eliminados del analisis. La anotacion
taxonodmica se llevo a cabo con la base de datos SILVA v138.1 (Quast et al., 2013;
Yilmaz et al., 2014).

Debido a la baja cantidad de secuencias obtenidas en la réplica 1 del
tratamiento L. acidophilus - inulina (LI1) se excluyé del andlisis, por lo que en el

analisis final solo se incluyeron 32 muestras.

7.2.4 Andlisis estadistico y graficacion

El esfuerzo de muestreo de especies se determiné a partir de curvas de
rarefaccion, también se calcularon los indices de diversidad alfa Chaol y Shannon
gue fueron sometidos a un andlisis de varianza a una via (ANOVA) y la prueba
post hoc de Tukey con un p-valor=0.05.

La diversidad beta se visualizO mediante un escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS) con distancias de Bray-Curtis y 999 permutaciones a nivel de
OTUs, utilizando el paquete Vegan version 2.5-6 (Oksanen et al., 2019). Las
variaciones de las comunidades se compararon con un analisis de similaridades

(ANOSIM) y un analisis de varianza multivariante permutacional (PERMANOVA
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Adonis). Se construyeron graficos de abundancia relativa (%) a nivel phylum y a
nivel género y se identificaron los géneros y OTUs Unicos y compartidos con
graficos de intersecciones (UpSet). Todos los andlisis antes mencionados se
realizaron en R v4.0.2 (R Core Team, 2020).

Finalmente, se reviso la abundancia diferencial de phyla y géneros mediante un
analisis discriminante lineal (LDA) del tamafo del efecto (LEfSe) (Segata et al.,

2011), realizado en Galaxy (http://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/).
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8. RESULTADOS

8.1 Analisis bromatolégicos de las microdietas

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de los analisis
bromatoldgicos de las microdietas usadas. Aunque su formulacion fue igual, al
analizar la composicion final se encontraron diferencias significativas en su
composicién (p<0.05), lo que pudo haber interferido en los resultados finales del

experimento.

Tabla 4. Composicion proximal (promedio * desviacion estandar) o de las
microdietas utilizadas durante el experimento de alimentacion. Indices diferentes
en las columnas indican diferencias significativas (p<0.05).

T Proteina (%) Lipidos (%) ELN (%) Humedad (%) Cenizas (%)
C 5430+0.21° 16.41+062°% 2328+0.39” 200+0.06°  6.01+0.05°
| 49.00+0.08° 16.73+0.42% 26.22+055% 157+0.09¢  8.06+0.05%
w 56.96+0.18% 11.01+0.65° 28.72+0.46% 581+0.23% 6.70+0.17°
WI  5576+0.21° 10.33+0.36° 27.45+054% 2.16+0.16° 6.46+0.095°
L 55.27+0.20° 12.83+0.44° 2495+050° 298+0.13° 6.95+0.07°"
LI 56.06+0.12° 11.81+0.34° 26.44+045% 2.21+0.03°™ 568+0.04°
LW  54.33+0.26° 16.60+0.82% 23.33+1.05° 261+0.22° 573+0.01°

LWI  5352+0.05° 1590+062% 2472+0.71% 215+014° 578+0.10°%
Donde T= tratamiento, ELN= extracto libre de nitrégeno, C= control, I= inulina, W= pared celular,
WI= pared celular - inulina, L= L. acidophilus, LI= L. acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus +
pared celular, LWI= L. acidophilus - pared celular - inulina.

8.3 Desempefio larvario

A los 32 dias de alimentacion, se encontraron diferencias estadisticas (p<0.05)
en peso seco, donde las larvas de los tratamientos controles (R y C) y las
suplementadas con pared celular (W) y pared celular-inulina (WI) alcanzaron
pesos mas altos. Por su parte, en los organismos que consumieron microdieta con
inulina (1) y L. acidophillus (L, LI, LW y LWI) el crecimiento fue menor (figura 3).

En el crecimiento en longitud se encontré que los organismos que consumieron
solo rotifero (R) y pared celular-inulina crecieron mas, alcanzando los 12.37 +

1.88 mmy 11.40 + 1.25 mm, respectivamente. En este caso, microdieta control (C)
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y microdieta + pared celular (WI) obtuvieron un crecimiento similar, aunque
estadisticamente menor, al igual que los tratamientos LW y LWI. Los peces que
consumieron inulina (1), L. acidophilus (L) y L. acidophilus-inulina (LI) crecieron

menos (Figura 4).
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Figura 3. Peso seco final de larvas de C. estor alimentadas durante 32 dias con
rotifero (B. plicatilis) y microdietas suplementadas con prebioticos y probiéticos.
indices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). Donde R= rotifero, C=
control, I= inulina, W= pared celular, WI= pared celular - inulina, L= L. acidophilus,
LI= L. acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus + pared celular, LWI= L.

acidophilus - pared celular - inulina.
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Figura 4. Longitud total final de larvas de C. estor alimentadas durante 32 dias con
rotifero (B. plicatilis) y microdietas suplementadas con prebidgticos y probioticos.
indices diferentes indican diferencias significativas (p<0.05). Donde R= rotifero, C=
control, I= inulina, W= pared celular, WI= pared celular - inulina, L= L. acidophilus,
LI= L. acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus + pared celular, LWI= L.
acidophilus - pared celular - inulina.
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Los parametros productivos calculados; peso ganado (PG), tasa de crecimiento
especifico (TCE) y ganancia de peso (GPD),
comportamiento similar al crecimiento en peso, donde los tratamientos rotifero (R),

microdieta control (C), microdieta + pared celular (W) y microdieta + pared celular-

individual mostraron un

inulina (WI) mostraron mejores resultados (Tabla 5).

Tabla 5. Peso ganado (%), tasa de crecimiento especifico (% dia™) y ganancia de
peso individual (mg dia™) (promedio + desviacién estandar) de larvas de C. estor
alimentadas durante 32 dias con rotifero (B. plicatilis) y microdietas
suplementadas con prebidticos y probiéticos. indices diferentes en las columnas

indican diferencias significativas (p<0.05).

T PG (%) TCE (% dia™) GPI (mg dia™)
R 966.9 + 282.52 7.095 + 0.7682 0.043 + 0.013?
C 613.3 + 221.9% 5.520 + 1.097%® 0.025 + 0.011%°
| 419.1 + 74.71° 4.436 + 0.601"° 0.015 + 0.004°
W 602.1 + 22.53% 5.609 + 0.116%¢ 0.024 + 0.001%°
Wi 614.4 + 88.82% 5.651 + 0.464% 0.025 + 0.004%
L 489.0 + 58.43" 4.946 + 0.363" 0.019 + 0.003°
LI 565.7 + 261.5%° 5.197 + 1.301%° 0.022 +0.013°
LW 476.0 + 87.98° 4.834 + 0.592" 0.018 + 0.004°
LWI 316.4 + 85.34° 3.507 + 0.901°¢ 0.010 + 0.004°
p-valor 0.0016 0.0004 0.0007

Donde T= tratamiento. PG= peso ganado. TCE= Tasa de crecimiento especifico. GPI= Ganancia
de Peso Individual. R= rotifero, C= control, I= inulina, W= pared celular, W= pared celular - inulina,
L= L. acidophilus, LI= L. acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus + pared celular, LWI= L.
acidophilus - pared celular - inulina.

8.4 Supervivencia

La supervivencia no se vio afectada por los tratamientos de alimentacion
(p=0.0586), aunque de manera general se obtuvo una baja tasa (Figura 5). Si bien
estadisticamente los resultados no son significativos, se observa que en los
tratamientos que incluian L. acidophilus hubo un mayor numero de larvas al
término del experimento (LWI, L LI y LW, en ese orden), lo que pudo haber tenido

alguna influencia en los resultados de desempefio.
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Figura 5. Supervivencia (%) de larvas de C. estor alimentadas durante 32 dias con
rotifero (B. plicatilis) y microdietas suplementadas con prebioticos y probiéticos (p=
0.0586). Donde R= rotifero, C= control, I= inulina, W= pared celular, WI= pared
celular - inulina, L= L. acidophilus, LI= L. acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus
+ pared celular, LWI= L. acidophilus - pared celular - inulina.

8.5 Microbiota intestinal

8.5.1 Diversidad alfa

El esfuerzo de muestreo medido en curvas de rarefaccion presenté variabilidad

en las muestras, encontrdndose ocho particularmente bajas: 11, W2, WI1, L2, L3,

LI2, LWI2 y LWI4 (Figura 6), considerandose poco representativas.
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Figura 6. Curvas de rarefacciéon de OTUs al 97% de identidad observadas en la
microbiota intestinal de larvas de C. estor alimentadas durante 32 dias con rotifero
(B. plicatilis) y microdietas suplementadas con prebidticos y probidticos.
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En general se obtuvieron valores altos de riqueza, en términos de los indices
Chaol y Shannon, que se muestran en la Figura 7 y anexo 13.3. Se detectaron
diferencias significativas (p<0.05) en el estimador Chaol, donde las larvas
suplementadas con L.acidophilus-inulina LI obtuvieron una riqueza menor con
respecto al resto de los tratamientos, aunque no es muy claro. Por otro lado, el

indicador Shannon no presento diferencias estadisticas entre tratamientos.

Chao1 Shannon
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B3 Lactobacillus
B3 Lacto-Inulin
B3 Lacto-Wall

B3 Lacto-Walk-inu

6000
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3000 -
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Figura 7. Alfa diversidad expresada en términos de los indices Chaol y Shannon
de la microbiota intestinal de larvas de C. estor alimentadas durante 32 dias con
rotifero (B. plicatilis) y microdietas suplementadas con prebioticos y probiéticos.
indices diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).

8.5.2 Diversidad beta

La representacion visual de la diversidad beta de los diferentes tratamientos
mediante escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) exhibe en
agrupamiento la mayoria de muestras mientras que otras se encuentran
dispersas. Algunas de las muestras que estan fuera de los elipses coinciden con
las muestras con baja rarefaccion y que se consideran poco representativas (11,
W2, LI2 y LWI2). Los tratamientos que se aprecian mas dispersos son L, LIy LWI
(Figura 8A).
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Por otro lado, al hacer un acercamiento al agrupamiento, encontramos cinco
grupos distinguibles: R, C, I, LW y W-WI. Este ultimo conjunto engloba a los
tratamientos W y WI que presentaron un comportamiento muy similar tanto en
desemperio larvario como en supervivencia. Podemos observar que los grupos de
los tratamientos rotifero (R) y microdieta control (C) se sobreponen, mientras que

el resto de los agrupamientos estan separados (Figura 8B).
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Figura 8. Escalamiento multidimensional no métrico (NMDS distancias Bray-Curtis)
de la microbiota intestinal de larvas de C. estor alimentadas durante 32 dias con
rotifero (B. plicatilis) y microdietas suplementadas con prebibticos y probibticos,
donde A) representacion del total de los tratamientos y B) acercamiento al grupo
observable en la figura A.

Aunado a la representacion visual, el andlisis de similaridades (ANOSIM)
sugiere que hay diferencias en las comunidades bacterianas entre tratamientos
(R= 0.319, p=0.003). ElI andlisis PERMANOVA Adonis muestra que aunque
visualmente hay separacion entre grupos, solo la microbiota intestinal de las larvas
suplementadas con pared celular y pared celular-inulina (W-WI) es diferente

(p<0.05) del resto de los tratamientos (tabla 6).
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Tabla 6. Resultados del analisis de varianza multivariante permutacional
PERMANOVA Adonis correspondiente al NMDS Figura 8B. * Indica diferencias
significativas (p< 0.05).

Grupos R p-valor Grupos R p-valor
comparados comparados

Rvs C 0.132 0.268 C vs W-WI 0.530 0.027*
Rvs | 0.211 0.267 Cvs LW 0.169 0.256

R vs W-WI 0.610 0.026* I vs W-WI 0.318 0.084*
Rvs LW 0.274 0.141 lvs LW 0.125 0.675
Cvs | 0.155 0.436 W-WI vs LW 0.405 0.029*

Donde: R= rotifero, C= control, I= inulina, W= pared celular, WI= pared celular - inulina, LW= L.

acidophilus - pared celular.

8.5.3 Composicion de la microbiota

En las comunidades bacterianas del intestino se identificaron un total de 51
phyla de los cuales el dominante fue Proteobacteria con un 45.10%, seguido de
Planctomycetota (14.92%), Chloroflexi (11.94%), Acidobacteriota (7.56%) vy
Firmicutes (5.84%), que en conjunto constituyen méas del 85% (Figura 9).
Esporadicamente se presentaron los phyla MBNT15, Halanaerobiaeota,
Elusimicrobiota, Caldisericota, entre otros. Se adjunta la lista de los 15 phyla con
mayor presencia (anexo 13.4).

Por su parte, a nivel de género se encontraron 584 géneros, donde los mas
abundantes fueron: Providencia (16%), Nitrosomonas (10.48%),
Uncultured_Xanthomonadacea (9.55%), Pasteurella (6.73%), Luteitalea (3.51%) y
Brevundimonas (3.51%), conformando el ~50% de la microbiota (Figura 10). En el

anexo 13.5 se enlistan los 22 géneros con mayor prevalencia.
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Figura 9. Abundancia relativa a nivel phylum de la microbiota intestinal de larvas
de C. estor alimentadas durante 32 dias con rotifero (B. plicatilis) y microdietas
suplementadas con prebidticos y probiéticos. Donde R= rotifero, C= control, I=
inulina, W= pared celular, WI= pared celular - inulina, L= L. acidophilus, LI= L.
acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus + pared celular, LWI= L. acidophilus -
pared celular - inulina.
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Figura 10. Abundancia relativa a nivel género de la microbiota intestinal de larvas
de C. estor alimentadas durante 32 dias con rotifero (B. plicatilis) y microdietas
suplementadas con prebidticos y probidticos. Donde R= rotifero, C= control, I=
inulina, W= pared celular, WI= pared celular - inulina, L= L. acidophilus, LI= L.
acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus + pared celular, LWI= L. acidophilus -
pared celular - inulina.
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8.5.4 Abundancia diferencial de taxones

El andlisis LEfSe a nivel phylum identific6 14 taxones diferencialmente
abundantes en solo cuatro de los tratamientos de alimentacion, con puntuaciones
LDA positivas entre ~3.9 y ~5.4. Siete de estos taxones se encontraron
sobrerrepresentados en la microbiota intestinal de las larvas suplementadas con
una combinacién de L. acidophilus-pared celular (LW). El resto de los phyla se
hallaron en los tratamientos microdieta testigo (C) (4), rotifero (R) (2) y L.
acidophilus-inulina (LI) (1) (Figura 11).
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Figura 11. Phyla diferencialmente abundantes en la microbiota intestinal de larvas
de C. estor alimentadas durante 32 dias con rotifero (B. plicatilis) y microdietas
suplementadas con prebi6ticos y probidticos, determinados por un andlisis
discriminante lineal del tamafio del efecto (LEfSe) de todos los tratamientos de
alimentacion. Donde C= microdieta Testigo, LI= microdieta + L. acidophilus +
inulina, LW= microdieta + L. acidophilus + pared celular y R= rotifero.

Por otro lado, a nivel género se encontraron 31 taxones diferencialmente
abundantes en cinco de los nueve tratamientos. De estos tratamientos, ambos
controles R y C mostraron el mayor nimero de taxones; 13 y 11, respectivamente.
El resto de los tratamientos fueron L. acidophilus-pared celular (LW) (4), pared

celular-inulina (W1) (2) y L. acidophilus-inulina (LI) (1) (Figura 12).
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Figura 12. Géneros diferencialmente abundantes en la microbiota intestinal de
larvas de C. estor alimentadas durante 32 dias con rotifero (B. plicatilis) y
microdietas suplementadas con prebiéticos y probidticos, determinados por un
analisis discriminante lineal del tamafio del efecto (LEfSe) de todos los
tratamientos de alimentacion. Donde C= microdieta control, LI= microdieta + L.
acidophilus + inulina, LW= microdieta + L. acidophilus + pared celular, R= rotifero
y WI= microdieta + pared celular + inulina.
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8.5.6 Microbiota Unica y compartida

Mediante graficos de intersecciones (UpSet) se identificd la microbiota Unica y
compartida por todos los tratamientos. Se encontré que los nueve tratamientos
comparten 833 OTUs, ademas se observdO que mas de 1000 OTUs solo se
encuentran en los tratamientos controles; rotifero (R) y microdieta control (C).
Estos tratamientos también fueron los que mostraron un mayor nimero de OTUs

anicos; 585 y 497, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Grafico de intersecciones UpSet que representa los OTUS unicos y
compartidos presentes en la microbiota intestinal de larvas de C. estor
alimentadas durante 32 dias con rotifero (B. plicatilis) y microdietas
suplementadas con prebidticos y probidticos.
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A nivel de género, se identificaron 73 géneros presentes en todos los
tratamientos, algunos de ellos: Providencia, Nitrosomonas, Pasteurella, Luteitalea,
Brevundimonas, Sumerlaea, Ruminococcus, Clostridium, Cetobacterium, Vibrio,
Bacillus, Cutibacterium, Lactobacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas,
Streptococcus, etc. (lista completa en anexo 13.6).

Ademas, todos los tratamientos, excepto el tratamiento microdieta control (C),
presentaron géneros unicos, de los cuales inulina presentd el mayor nimero de

géneros unicos (34) seguido de pared celular (31) (Figura 14).
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Figura 14. Gréfico de intersecciones UpSet que representa los géneros unicos y
compartidos presentes en la microbiota intestinal de larvas de C. estor
alimentadas durante 32 dias con rotifero (B. plicatilis) y microdietas
suplementadas con prebioticos y probidticos.
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9. DISCUSION

9.1 Evaluacion del efecto de las microdietas suplementadas con probiéticos y

prebioticos en el crecimiento y supervivencia

El desarrollo de microdietas para la cria de larvas de peces es un objetivo
importante en el establecimiento de la acuicultura comercial de muchas especies
de peces y hasta que se logren desarrollar microdietas adecuadas capaces de
reemplazar al zooplancton, la larvicultura dependera del uso de presas vivas que
son costosas y a menudo, no confiables en cuanto a suministro y calidad (Holt et
al., 2011; Langdon & Barrows, 2011).

El éxito del alimento vivo se le ha adjudicado a diversos factores tanto internos
como externos, principalmente la busqueda, identificacion e ingestion, que
depende de factores fisicoquimicos como el color, la forma, el movimiento,
estimulo olfatorio, entre otros, ademas de secreciones atrayentes que son
identificados por la larva y estimulan la respuesta de alimentacién (Kolkovski,
2013; Kolkovski et al., 1997). Un estudio reciente con larvas de C. estor, donde se
evalué el efecto nutrigenémico de la alimentacion con microdietas versus rotifero
revelé que este Ultimo sobreexpresa un nimero importante de genes involucrados
en el crecimiento y digestion, promoviendo un crecimiento adecuado, lo que
proporciona una vision mas clara del porqué los rotiferos proporcionan mejores
rendimientos. Por otro lado se observé que las larvas alimentadas con microdieta
sobreexpresaron genes de inestabilidad celular, como genes inductores de
apoptosis y estrés oxidativo, relacionados con dafio mitocondrial y degradacion de
proteinas (Juarez-Gutiérrez et al., 2021).

Una forma de aumentar la eficiencia de las dietas artificiales en el cultivo de
larvas es el uso de aditivos como los probiéticos y prebioticos, debido a que se ha
demostrado que mejoran el crecimiento, el sistema inmune y modulan la
microbiota intestinal de las especies cultivadas (Lazo, 2000; Ringg et al., 2010;

Amenyogbe et al., 2020).
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Uno de los probidticos de amplio estudio en acuicultura es la cepa L.
acidophilus, de la cual diversos autores concluyen que mejora el crecimiento, la
utilizacion de nutrientes y la supervivencia de especies en etapa larval como el
bagre africano (Clarias gariepinus) (Al-Dohail et al., 2009) y el pez cola de espada
(Xiphophorus helleri) (Hoseinifar et al., 2015), asi como en juveniles de bagre
rayado (Pangasionodon hypoththalmusi) (Akter et al., 2019). Por otro lado, en
tilapia (O. niloticus) no se detectaron aumentos en el crecimiento (Villamil et al.,
2014a), al igual que en la presente investigacion donde las larvas que
consumieron el probiotico solo o0 en conjunto con prebidticos alcanzaron un menor
crecimiento.

La inulina de agave es otro de los suplementos utilizados que no surtieron
efectos significativos en C. estor en fase larvaria, sin embargo los resultados no
son claros, debido a que la microdieta suplementada con este prebidtico presentd
un menor porcentaje de proteina (ver tabla 4). En otras especies como la lubina
(Lates calcarifer) (Raffic Ali et al., 2016) vy tilapia (O. niloticus) (Zhou et al., 2020)
se observé una mejora en el crecimiento. Por otro lado, en juveniles de beluga
(Huso huso) (Akrami et a., 2009) y larvas de rodaballo (Psetta maxima) (Mahious
et al., 2006) y de carpa comun (Cyprinus carpio) (Eshaghzadeh et al., 2015), no se
encontraron aumentos en el crecimiento.

A menudo, los probidticos y prebibticos son utilizados de manera conjunta, con
la finalidad de proporcionar la ventaja de ambos en el desarrollo de los peces
(Akrami et al., 2013), debido a un efecto sinérgico (Gibson & Roberfroid, 1995).

En larvas de Pescado Blanco, el uso de L. acidophilus junto con inulina y/o
pared celular (simbidticos) no mostraron ventajas tanto en crecimiento como en
microbiota intestinal, caso contrario a lo observado en juveniles de la misma
especie, donde en una investigacion similar se determiné que los organismos
presentaron mejores resultados en crecimiento con la combinacion de L.
acidophilus - pared celular y L. acidophilus - inulina (datos no publicados). Oliveira
et al. (2020) tampoco observaron sinergia entre B. subtilis e inulina en larvas de
surubi atigrado (P. reticulatum); esta combinacion no mostré efectos positivos

sobre el crecimiento e histomorfometria intestinal de los peces, encontrandose
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disminucién de la altura y grosor de las vellosidades del intestino y menor espesor
del epitelio (p<0.05).

En las condiciones aqui expuestas, la suplementacion probidtica y simbibtica no
resulté ventajosa, lo que pudo deberse a varios factores como el tiempo de
suplementacioén, las concentraciones utilizadas o la etapa fisioloégica de la especie,
pues estos factores varian de un estudio a otro. Ademas, es importante mencionar
que estos tratamientos presentaron un mayor numero de larvas supervivientes al
término del experimento y por ende una mayor densidad de organismos, lo que
pudiera estar enmascarando los resultados de desemperio.

En términos de crecimiento, los mejores pesos se alcanzaron con los
tratamientos controles; rotifero (R) y microdieta control (C), y con las microdietas
suplementadas con pared celular (W) y pared celular-inulina (W1), mientras que el
crecimiento en longitud total fue superior en los organismos que consumieron
rotifero (R) y microdieta enriquecida con pared celular-inulina (WI). Lo anterior
sugiere que la mejor opcién de suplementacion para Chirostoma estor en fase
larvaria es la combinacion prebidtica pared celular-inulina, igualando el crecimiento
con los organismos alimentados con rotiferos.

La pared celular de S. cerevisiae es un prebibtico interesante para la
acuicultura, sin embargo es un suplemento relativamente poco probado en este
sector. En tilapia (O. niloticus) se ha documentado que la pared celular promueve
el crecimiento y optimiza la utilizacion del alimento, ademas de otros beneficios
como resistencia a patégenos, cambios benéficos en el intestino y estimulacion
inespecifica del sistema inmune (Selim & Reda, 2015; Abu-Elala et al., 2018;
Marquez-Martinez, 2020). Una reciente experiencia donde se aplicé un
suplemento comercial a base de pared celular de S. cerevisiae con enzimas
fungicas de Trichoderma longibrachia en juveniles de camarén blanco del pacifico
(P. vannamei) revelé que en esta especie la supervivencia y el rendimiento se
vieron beneficiados probablemente como resultado de la estimulacion directa del
sistema inmunoldgico por el alimento rico en polisacaridos, es decir, el $-glucano
de la pared celular de la levadura junto con otros constituyentes como

proteoglicanos y manano-oligosacaridos (MOS) (Servin-Arce et al., 2021), lo que
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posiblemente también haya sucedido en las larvas de C. estor, aunado a los
cambios producidos en la microbiota intestinal.

Las concentraciones en que ha sido aplicada la pared celular de levadura van
del 0.025% al 1.0% y el tiempo de aplicacion oscila entre los 30 y 102 dias. En
esta investigacion se aplicé la dosis y duracion mas bajos reportados (0.025%
durante 32 dias) y se obtuvieron resultados importantes, sin embargo
desconocemos si estos resultados pudieran mejorar al aumentar estos
parametros, puesto que hasta el momento no se encontraron referencias con
peces en etapa larvaria.

La supervivencia no se vio influenciada por los tratamientos de alimentacion
(p>0.05), sin embargo de manera general se obtuvo una baja tasa (entre 24 y
51%) en comparacion con otras investigaciones de este tipo realizadas con larvas
de C. estor (Martinez-Angeles, 2016; Monroy De la Pefia, 2018), por una parte
atribuido a la manipulacion de la especie, que al ser un organismo altamente
susceptible al estrés en cultivo por el manejo y los cambios en las condiciones
ambientales, resulta en altas tasas de mortalidad (Martinez-Palacios et al., 2002;
Rios-Duran et al., 2006). Respecto a las condiciones ambientales, la temperatura
juega un papel de gran impacto en los peces, que al ser animales ectotérmicos no
pueden mantener una temperatura corporal constante y por ende la temperatura
del entorno influye enormemente (Boltaiia et al., 2017). En el caso de las larvas de
peces controla procesos bioquimicos fundamentales, repercutiendo directamente
en las tasas de desarrollo y supervivencia (O’Connor et al., 2007). En el Pescado
blanco el intervalo 6ptimo de temperatura es de 22 a 25°C (Martinez-Palacios et
al., 2002a), sin embargo debido a que el ensayo de alimentacion tuvo lugar en
invierno, la temperatura del agua fluctué entre los 15.17 y 20.75°C, que de
acuerdo a los autores citados anteriormente se consideran bajas, por lo que se
infiere que pudo afectar en las tasas de crecimiento y supervivencia obtenidas.

Aunque no se encontraron diferencias significativas en la supervivencia, el
mayor numero de larvas al término del experimento se encontrd en el tratamiento
LWI, que también fue el tratamiento que presentd los pesos mas bajos, lo que

podria indicar una posible correlacion entre ambas variables. Esto cobra sentido
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dado que autores sefialan que la densidad poblacional impacta en el crecimiento
de los individuos (Lorenzen & Enberg, 2002), donde a densidades mas altas se

observa una ralentizacion del crecimiento (Matthias et al., 2018).

9.2 Evaluacion del efecto de los probioticos y prebidticos en la microbiota intestinal

La colonizacién intestinal comienza cuando el saco vitelino se consume y la
boca se abre para la alimentacion exdgena  (Egerton et al., 2018). El
establecimiento de la microbiota intestinal impacta ain mas en el desarrollo
inmunoldgico e histolégico de las larvas de peces (Vadstein et al., 2013), por lo
que el desarrollo de una microbiota benéfica es crucial para la produccién estable
de larvas sanas (Deng et al., 2022). La composicion es variable, y depende de
multiples factores entre los que destacan la etapa de vida, dieta, entorno, nivel
trofico, ubicacién geografica, temperatura, etcétera (Tarnecki et al., 2017; Egerton
et al., 2018; Butt & Volkoff, 2019; Le et al., 2020).

En su mayoria, los estudios sobre suplementacién probidtica y prebidtica se
centran en su influencia sobre el crecimiento, inmunidad e histologia del intestino
(Cerezuela et al., 2013; Eshaghzadeh et al., 2015; Selim & Reda, 2015; Raffic Ali
et al., 2016; Abu-Elala et al., 2018; Akter et al., 2019; Oliveira et al., 2020). Sin
embargo, las oportunidades en el area de estudio de estos ingredientes se derivan
en gran parte de lo que podamos aprender sobre su influencia en la microbiota
intestinal (Spacova et al., 2020). Debido a ello en estudios recientes se ha
empezado a abordar estos efectos y la posible manipulacion de las comunidades
microbianas mediante la suplementacion dietética (Carballo et al., 2019; Foysal et
al., 2020; Marquez-Martinez, 2020; Servin Arce et al., 2021; Deng et al., 2022).

Se estima que en el intestino de los peces habitan alrededor 10" ** bacterias g*
(Nayak, 2010), aunque la composicion de estas comunidades es controvertida
(Romero et al.,, 2014). Gracias a los enfoques moleculares, diversos autores
coinciden en que mas del 80% esta compuesta de cinco phyla dominantes:
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria y Fusobacteria (Nayak,
2010; Sullam et al., 2012; Bledsoe et al., 2016; Liu et al., 2016; Wang et al., 2018;
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Yukgehnaish et al., 2020; Borges et al., 2021). Ademas de estos phyla, en larvas
se han encontrado en gran abundancia Verrucomicrobia, Chloroflexi vy
Planctomycetota (Zhang et al., 2021; Deng et al., 2022), curiosamente, este ultimo
solo se ha encontrado esporadicamente en la microbiota larvaria del bacalao
(Gadus mohua) (Bakke et al., 2015). Esta composicién varia entre especies,
debido a factores propios de los organismos hospedadores (p.e., edad y genética),
factores ambientales (p.e., estacion del afio y entorno) y factores microbianos
(p.e., capacidad de adhesion) (Tarnecki et al., 2017; Egerton et al., 2018; Wang et
al., 2018; Le et al., 2020).

Nuestros resultados indican que la microbiota intestinal de las larvas de C. estor
se encuentra dominada por Proteobacteria, Planctomycetota, Chloroflexi,
Acidobacteriota y Firmicutes, formando mas del 85%. Esto coincide con lo
obtenido en un estudio reciente con larvas de tilapia (O. niloticus) donde se
encontré6 que Proteobacteria, Actinobacteriota y Planctomycetota componen el
87% de la composicion de la comunidad, ademés de otros phyla como Firmicutes,
Fusobacteria, Verrucomicrobia y Chloroflexi (Deng et al., 2022).

Como vimos anteriormente, uno de los factores que afectan a la estructura de la
microbiota es la etapa fisiolégica, cambiando considerablemente con la edad. Un
ejemplo actual es el pez disco (Symphysodon haraldi) donde se observé un
aumento constante de Firmicutes desde la etapa larvaria hasta la fase adulta,
ademas de una disminucién gradual de Chloroflexi y cambios en la abundancia de
otros phyla (Zhang et al.,, 2021). Este comportamiento es consistente con los
hallazgos hechos en juveniles de Pescado blanco (datos no publicados) donde se
encontré una mayor abundancia de Firmicutes (61%) y una menor presencia de
otros phyla como Proteobacteria, Actinobacteria y Chloroflexi, con respecto a los
resultados aqui presentados.

Algunos géneros reportados con mayor frecuencia en peces de agua dulce son
Aeromonas, Cetobacterium, Clostridium, Plesiomonas y Pseudomonas (Romero et
al., 2014; Bledsoe et al., 2016; Liu et al., 2016; Zhang et al., 2021; Deng et al.,
2022). Sin embargo, estos taxones se encontraron en abundancias menores,

identificAndose como dominantes a Providencia, Nitrosomonas,
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Uncultured_Xanthomonadaceae, Pasteurella, Luteitalea, Brevundimonas,
Sumerlaea, Cutibacterium, Uncultured_Xanthobacteraceae,
Uncultured_Vicinamibacteraceae, Pseudomonas, Ruminococcus, entre otros.

Como vemos, el género con mayor presencia es Providencia, sin embargo los
informes en peces son poco frecuentes, se trata de un género asociado a
insectos, considerandose como dominante en la microbiota intestinal de larvas de
mosca comun (Musca domestica) (Zhao et al.,, 2017) y miembro natural de la
mosca de la fruta (Drosophila melanogaster) (Galac & Lazzaro, 2011).
Comunmente los reportes en peces describen al grupo como patdégeno, sin
embargo en estudios con carpa rohu (Labeo rohita) y carpa herbivora
(Ctenopharyngodon idella) se determind que pueden ser miembros de la
microbiota normal de estos peces, llegando a ser patdégena en condiciones
especificas y por ende, oportunista para ellos (Jiang et al., 2011; Ramkumar et al.,
2014).

La microbiota intestinal puede clasificarse en microbiota transitoria, asociada
con los alimentos y la digesta y microbiota nucleo o central, que coloniza la
superficie de la mucosa gastrointestinal (Romero et al., 2014; Ringg et al., 2016;
Vargas-Albores et al.,, 2021). En este estudio se distinguieron 73 géneros
compartidos por todos los tratamientos (lista completa en anexo 13.6), de los
cuales Bacillus, Cutibacterium, Lactobacillus, Pseudomonas, Stenotrophomonas y
Streptococcus también se identificaron como parte de la microbiota nucleo de
juveniles de Pescado blanco (datos no publicados). Lo encontrado en larvas y en
juveniles podria indicar la presencia de una microbiota central en C. estor, aunque
definir una microbiota nucleo puede ser dificil (Tarnecki et al., 2017).

En cuanto a diversidad alfa, los suplementos dietarios no siempre han generado
efectos significativos (Shi et al., 2020; Maas et al., 2021; Servin Arce et al., 2021,
Deng et al., 2022). Nuestros resultados muestran que en términos de indice de
Chaol se produjo una disminucion de la rigueza en los individuos que
consumieron L. acidophilus-inulina (LI) (p<0.05), sin embargo no es muy claro,
mientras que el indice de Shannon tomé valores entre 2.86 y 5.57 sin reflejar

diferencias estadisticas. De manera general se obtuvieron altos valores en
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contraste con lo reportado en larvas de otras especies, donde indices de Shannon
oscilan entre 1.30 y 3.9 (Bakke et al., 2013, 2015; Xia et al., 2019; Zhang et al.,
2021; Deng et al., 2022) y con respecto a estudios con juveniles y adultos de C.
estor, uno de ellos recién publicado, donde se compara la microbiota intestinal de
adultos de vida libre contra cultivados (Amillano-Cisneros et al., 2022) y otro sobre
suplementacion prebidtica y simbidtica en juveniles por publicarse. Teniendo en
cuenta que la diversidad microbiana en los organismos tiende a aumentar
gradualmente con la edad, alcanzando un maximo cuando se acerca a la etapa
juvenil (Borges et al., 2021), probablemente como resultado de la diferenciacion
gastrointestinal (Vadstein et al., 2018) y el aumento en la complejidad de los
regimenes alimenticios (Ingerslev et al., 2014), nuestros resultados sobresalen
debido a que se estima que una mayor diversidad microbiana puede traer
beneficios al huésped como una mayor probabilidad de tener caracteristicas
antagonicas para eliminar o controlar patégenos (Xiong et al., 2019).

Por otro lado, la representacion visual de la beta diversidad mediante NMDS
sugirio disimilitud entre tratamientos, reforzado por el analisis estadistico
(PERMANOVA Adonis) que indica que las comunidades bacterianas de las larvas
suplementadas con los prebiodticos pared celular (W) y pared celular-inulina (WI)
son diferentes del resto de los tratamientos (R= 0.319, p=0.003).

La pared celular es un prebidtico de amplio uso en la industria avicola, capaz de
reemplazar a los antibidticos en el alimento (Ahiwe et al., 2021), atribuyéndole
beneficios como promotor de crecimiento, produccién de acidos grasos de cadena
corta (AGCC), regulacién del pH del colon, competencia contra patégenos por los
receptores de la mucosa celular y aumento de bacterias benéficas como
Lactobacillus y Faecalibacterium (Fowler et al., 2015; Park et al., 2016, 2017,
Ahiwe et al., 2021). En acuicultura es un ingrediente relativamente poco estudiado,
principalmente con enfoques en crecimiento e inmunidad. Hasta donde tenemos
conocimiento, sélo un par de investigaciones abordan los efectos de este
suplemento en la microbiota intestinal de especies de interés acuicola: la tilapia
(O. nilaticus) y el camaron blanco del pacifico (P. vannamei). En la experiencia con

tilapia, se observo una posible modulacion de la microbiota intestinal (Marquez-
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Martinez, 2020); sin embargo, la autora no lo describe a profundidad. Por su parte,
en el caso del camaron se observaron diferencias en la composicion de la
microbiota intestinal, aumentando significativamente la abundancia relativa del
género probidtico Bacillus, ademas de Sphingobium, en ambos niveles de
inclusion; 0.5 % o 1.0%. Asimismo, en el analisis LEfSe este altimo género se vio
diferencialmente enriquecido y con la mayor puntuacion LDA en el grupo del
1.0%. Algunos autores sugieren que este género tiene una gran relevancia y
podria explicar parte de las diferencias entre este tratamiento (Servin-Arce et al.,
2021).

Por otro lado, la inulina constituye uno de los prebiéticos mas probados en
multiples organismos, incluidos los peces. Los primeros estudios que evaluaron
sus efectos en la microbiota intestinal de peces se basaron en técnicas de cultivo y
se realizaron hace mas de 15 afios. En ellos se encontr6 que a un nivel de
inclusion del 2% en larvas de rodaballo (Psetta maxima L.) hubo un aumento de
las poblaciones de Vibrio sp. (Mahious et al.,, 2006), mientras que a una
concentracion del 15% en Salvenilus alpinus hubo una disminucion de los
recuentos viables totales y alteraciones en la microbiota adherente (Ringg et al.,
2006). En este estudio, al usar inulina de agave no se observaron efectos de
interés, sin embargo al combinarla con pared celular se obtuvieron efectos
significativos en las comunidades microbianas.

Al analizar la abundancia diferencial a nivel género, mediante el andlisis LefSe,
encontramos que cinco de los nueve tratamientos de alimentacion mostraron
taxones diferencialmente enriquecidos. Uno de estos fue precisamente el
tratamiento pared celular-inulina (WI), donde se vieron sobrerrepresentados dos
géneros de interés; Brevundimonas y Achromobacter. Las Brevundimonas son
bacterias acuaticas tipicas que constituyen uno de los géneros dominantes en
carpas como Ctenopharyngodon idella, Carassius auratus e Hypophthalmichthys
molitrix (Li et al., 2014). Se considera como un grupo potencialmente productor de
carotenoides como la astaxantina, antioxidante ampliamente utilizado en dietas
(Asker et al., 2018; Liu et al., 2020). Ademas, los resultados también sugieren que

este género forma parte de la microbiota central de las larvas de C. estor.
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Por otro lado, Achromobacter ha sido reportado en otras especies de peces
como la tilapia (O. niloticus), el jurel (Seriola lalandi) y el salmén del atlantico
(Salmo salar) en el cual se considera parte de la microbiota nucleo (Dehler et al.,
2017; Soriano et al., 2018; Xia et al., 2018, 2019). En el caso de C. estor, en una
investigacion por publicar se encontré un aumento de estas bacterias en juveniles
suplementados con inulina de agave, L. acidophilus-inulina o L. acidophilus-pared
celular. Se ha informado que este género tiene potencial celulolitico (Dar et al.,
2015) y como productor de quitinasa en conjunto con N-acetil-D-glucosamina
(Subramanian et al., 2020). El enriquecimiento de estos grupos bacterianos podria
explicar parte de los resultados obtenidos en el rendimiento de los organismos,
debido a su potencial benéfico para los peces.

Pese a la evidencia existente de que la adicion de probidticos surte efectos
positivos en el desempefio y microbiota de especies acuaticas, en la presente
investigaciéon la respuesta obtenida no fue la esperada, sin embargo no
descartamos la posibilidad de que los resultados obtenidos hayan sido afectados
por otros factores como la viabilidad de la cepa al momento del ensayo o bien,
debido a la cantidad de secuencias obtenidas en algunas de las muestras

pertenecientes a estos grupos.
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10. CONCLUSIONES

En términos de crecimiento en peso, las larvas alimentadas con rotiferos,
microdieta control, y microdietas suplementadas con los prebidticos pared
celular y pared celular-inulina obtuvieron mejores resultados.

La supervivencia de los organismos no se vio afectada por los tratamientos
de alimentacion.

La suplementacion con el probidtico L. acidophilus y con una mezcla de
este con los prebioticos utilizados no mostraron efectos significativos en
desempefio 0 microbiota intestinal, sin embargo los resultados no son
contundentes, pudiendo estar enmascarados por factores intrinsecos.

La inulina de agave no mostré resultados favorables en crecimiento y
microbiota intestinal, no obstante no descartamos la posibilidad de que
estos resultados se hayan visto influenciados por el menor contenido de
proteina en dicha dieta. Por otro lado, al aplicarla en conjunto con pared
celular de levadura, los efectos en rendimiento y microbiota intestinal
mejoraron sustancialmente.

La microbiota intestinal de las larvas que consumieron pared celular y pared
celular-inulina se vio influenciada significativamente por estos suplementos.
La adicibn de pared celular-inulina enriquecié diferencialmente a dos
géneros benéficos; Brevundimonas, potencial productor de astaxantina, y
Achromobacter, con potencial celulolitico. En este sentido, la combinacion
de ambos prebidticos mostré ser una buena opcidon de suplementacion
para las larvas de C. estor.

Con base en lo obtenido y considerando que la aplicacion de prebidticos es
mas simple que el uso de bacterias vivas, optamos por la suplementacion
dietética del Pescado blanco en fase larvaria con una mezcla de pared

celular de S. cerevisiae e inulina de agave.
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11. RECOMENDACIONES

En los futuros estudios sobre comunidades microbianas es importante
dilucidar la funcionalidad de los microbiomas, en este sentido,
complementar las investigaciones sobre microbiota intestinal del Pescado
blanco con otros enfoques dmicos como la transcriptomica, protedmica y
metaboldmica, es necesario para comprender esta compleja relacion.
Considerando que, la suplementacién prebidtica con la mezcla de pared
celular e inulina generé buenos resultados en desempefio larvario y en
microbiota intestinal, se deben dirigir esfuerzos a evaluar el costo-beneficio
de la inclusion de estos en el cultivo del C. estor.

Finalmente, seria interesante evaluar los efectos de la combinacion de
estos prebidticos en otros aspectos de importancia, como la morfologia

intestinal e inmunidad de la especie.
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13. ANEXOS

13.1 Resultados mas relevantes del uso de probidticos y prebidticos en organismos acuaticos

Especie y etapa

Concentracion y duracién

Efectos

Fuente

fisiolégica
. . © peso
Tilapia L'lgé:ﬁg%h”ﬂs ivenci (Villamil et al.,
(O. niloticus) 15 diasg < Supervivencia 2014b)
t resistencia a patégenos (A. hydrophilay S. agalactiae)
t GDP, TCEy FCR
Pez cola de espada L. acidophilus 1 resistencia al estrés por salinidad

(Xiphophorus helleri)

1.5x10°% 3x10° y6 x 10°UFC g™

(Hoseinifar et al.,

t BAL 2015)
Larvas 10 semanas ) ) ]
t respuesta inmune de la mucosidad de la piel
Dosis 6ptima: 6 x 10° UFC g*
5 7 -1 . T ,

Bagre rayado _ _ t [10°y 10" UFC g~] GDP, TCE, PER y digestibilidad de proteina
(Pangasionodon 3 L5 aCIQOphILUS 1 0 [107 UFC '1] actividad de amilasa, proteasa y lipasa
hypoththalmus) 10°, 10% 10"y 10° UFC g 9 P ylip (Akter et al., 2019)

y%uveniles 12 semanas 1 [10°y 10" UFC g'] vellosidades intestinales

Dosis 6ptima: 10° UFC g*

L. acidophilus y L. plantarum

« peso

Cangrejo de rio (Cherax 10° UFC Lt 1 diversidad alfa (indices Chao1, Shannon y Simpson) (Foysal et al.,
cainii) 60 dias t+ abundancia de taxones benéficos 2020)
t respuesta inmune
Rodaballo Inulina « crecimiento (Mahious et al
Psetaa maxima 2% + supervivencia 2006) N
Larvas 26 dias 1 Vibrio
< peso
Beluga Inulina < supervivencia .
(Huso huso) 1,2y 3% . (Akram et al.
Juveniles 8 semanas | recuento total de bacterias intestinales )

Relacion negativa entre el % de inclusion y algunos parametros de
rendimiento (p.e TCE, aumento de peso, etc.)
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t respuesta inmune

« crecimiento

(C():/z:ﬁ]i gc():rz;]pri]o) O'g“}'/irﬁ/o « actividad de lipasa, proteasa y amilasa (Eshaghzadeh et
. . . . ., 2015
Alevines 7 semanas T supervivencia a )
t lipidos corporales
| proteina corporal
t crecimiento
Lubi inuli « lipidos corporales
ubina nulina -
(Lates calcarifer) 0.5,1,1.5y2% t proteina corporal (Raff'zcoqg)et al,
Alevines 60 dias 1 indice hepatosomatico
Posible efecto benéfico en la microbiota intestinal
Dosis optima: 1.5%
Inuli t crecimiento
I nulina
Tilapia 2 0.4 Y | estrés oxidativo por hipersalinidad (L. Zhouetal.,
(Oreochromis niloticus) 0.2,04y0.8% . . o . 2020)
8 semanas Aparente modulacion de la microbiota intestinal
Dosis dptima: 0.4%
t peso final, peso ganado, SGR y PER
- | FCR
I Pared celular de S. cerevisiae
Tilapia o . - (Selim & Reda,
(Oreochromis niloticus) OE%)&I(;ZSS % t proteina cruda vy lipidos 2015)

t altura y densidad de las vellosidades intestinales

t células caliciformes y linfocitos intraepiteliales del intestino

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Pared celular de S. cerevisiae
0.1y 0.2%
60 dias

t peso, SGR, PER y conversién alimenticia
t actividad fagocitica y de la lisozima

t resistencia a patégenos (A. hydrophila y L. gravieae)

(Abu-Elala et al.,
2018)

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

B-glucanos aislados de pared celular de
S. cerevisiae [0.0125%]
Pared celular de S. cerevisiae (PC)
[0.025%]

90 dias (crecimiento)

4 semanas (microbiota intestinal)

< supervivencia
t (PC) peso y proteina cruda

| (PC) lipidos e indice vicerosomatico
Aparente modulacion de la microbiota intestinal

(Méarquez-Martinez,
2020)
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Camarén blanco del

Pared celular de S. cerevisiae con

t Supervivencia

Pacifico enzimas fungicas de Trichoderma o ] (Servin-Arce et al.,
(Penaeus Vannamei) |Ongibrachia 1 peso ﬁnal, ganancia de peso, SGR Yy rendimiento final 2021)
Juveniles 0.5y 1.0% I FCR
102 dias
« diversidad alfa
t abundancia relativa de Bacillus
Inulina [1%] « area de absorcion intestinal
Dorada B. subtilis [10° UFC g'l] Cambios negativos en la mucosa intestinal (signos de edema e (Cerezuela et al.,
(Sparus aurata) B. subtilis + inulina inflamacién) 2013)
4 semanas I diversidad bacteriana
Surubi atigrado 0 Inuline_1_[1.16 9 Lil]_l + (B) pesoy SGR
(Pseudoplatystoma (B) B. subtlis [1.16 g L] © supervivencia (Oliveira et al.,
reticulatum) (BI) B. subtilis + inulina 2020)

Larvas (2 dpe)

Nauplios de artemia enriquecidos
12 dias

L (I) nimero de células caliciformes

| (Bl) area de absorcion de nutrientes

Los simbolos representan un aumento (1), una disminucion (|) o ningun efecto («) en la respuesta especificada.
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13.2 Extraccion de ADN por método CTAB

e Limpiar el area de trabajo con alcohol al 96%.

e Colocar las muestras en tubos para precellys estériles de 2 mL, con 20-30 perlas
de ceramica de 1.4 mm.

e Agregar 480 uL de EDTA 0.5 M, homogenizar en precellys a 5000 rpm durante 20
s (5000 — 2x20 — 005).

e Anadir 120 pL de lisozima (100 mg/mL), incubar a 37°C por 30 min, posteriormente
centrifugar a temperatura ambiente por 2 min a 15,000 rpm. Retirar el
sobrenadante.

e Adicionar 350 puL de buffer CTAB y 20 pL de proteinasa K [20 mg/mL]. Agitar
brevemente.

e Colocar los tubos en un termoblock a 55°C hasta que el tejido esté lo
suficientemente digerido (aprox. 20 minutos).

e Transferir el sobrenadante a tubos Eppendorf estériles de 1.5 mL.

e Agregar 300 pL de LiCl 5M, 5 pL de RNAsa y agitar por un minuto; posteriormente
afiadir 600 uL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y agitar brevemente.

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

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

e Afadir 50 uL 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.

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

e 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 cuidando de no perder el pellet.

e Secar el pellet de ADN en una campana de flujo laminar, una vez seco, afadir 20
uL (dependiendo del tamafio del pellet) de buffer TE para resuspender el pellet.
Incubar a 55°C por 10 minutos.

e Almacenar a 4°C, -20°C o -80°C para uso continuo, mediano o largo plazo,

respectivamente.
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13.3 indices de diversidad alfa

Resultados expresados en promedio * desviacion estandar. indices diferentes
denotan diferencias significativas (p<0.05).

Tratamiento Chaol Shannon

R 9537.24 + 1337.86% 4.37 +0.62

C 8764.83 + 962° 492 +0.74

I 5545.42 + 3439.35* 4.49+1.03

W 4754.63 + 3279.16° 4.52+1.77

Wi 5574.82 + 2741.57* 5.57 +1.26

L 3537.48 £ 3471.18% 4.17 +1.43

LI 2823.84 + 1884.32% 2.86+1.10

LW 9760.19 + 1558.06* 5.29+1.12

LWI 5811.28 + 4337.43% 3.86 + 0.63

p-valor 0.005 0.132

Donde: R= rotifero, C= control, I= inulina, W= pared celular, WI= pared celular -
inulina, L= L. acidophilus, LI= L. acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus - pared
celular, LWI= L. acidophilus-pared celular-inulina.
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13.4 Phyla encontrados en mayor abundancia en la microbiota intestinal

Se enlistan los 15 phyla mas abundantes, expresados en abundancia relativa promedio (%) + desviacion estandar.

Tratamientos

Phyla Total R c I W Wi L LI LW LWI
Protecbacteria 45102298 2500+ 298 2620+3.28 57 80=x218 5850x2300 51.60=x1020 644022090 7590x3080 36.50+509 2760x9714
Planctomycetota | 14.92+1514| 1490+543 12904522 6.83+5822 1420+17.30 1240+ 1160 17.60+1260 775+1020 482+173 4100+ 2440
Chloroflexi 11.94+7.20 [16.90+ 287 1920+246 B870+876 6G644+674 1050+226 431+338 265+3095 1970+269 1310+3M
Acidobacteriota 7.56+4.82 | 1070+204 1210+297 617+555 529+336 430+ 237 343 +£337 2900+447 1240+143 TAT 570
Firmicutes 584412 | 107+223 1190+182 446+375 302+298 406+108 265+0M 157 +213 784102 338240
Actinobacteriota 350373 | 2092036 236+044 589+666 456+584 G610+ 275 258280 4957323 222+015 177 x1.30
Sumerlaeota 288257 | 519x142 456062 179+£220 195+283 236+199 031051 005009 617114 1782275
Cyanobacteria 222220 | 408x492 160074 271234 230+195 349249 168+082 140069 220+049 049047
Desulfobacterota 1.37+112 | 255+037 212+099 125+120 080+113 115+ 057 015+015 016+022 261+080 07V6+1.32
Bacteroidota 0.85+0.83 | 097+092 034+£031 101+£105 033+036 1.31+115 168+110  137+£112 034+012 061+052
Fibrobacterota 0.61+0.56 | 0.99+034 119057 051+£051 040+0860 056+ 041 005+0080 001001 112+021 031+056
Myxococcota 0.40+040 | 0732036 075058 040022 017019 022+019 005009 006+x010 079x035 021x034
Fusobactenota 0.39+0.61 | 0082010 0714+£002 O076+122 065095 0.85+083 036+050 042+£0458 018+009 024036
Gemmatimonadota| 0.39+0.33 | 0.69+030 060+031 034+017 023+029 0.41+003 0.04+004 0001+£0002 079+£010 017x032
Verucomicrobiota | 0332048 | 1.02+065 0853x055% 025+038 008+0714 0.03+002 001+£002 003+£005 026+x010 0112022

Donde: R= rotifero, C= control, I= inulina, W= pared celular, WI= pared celular - inulina, L= L. acidophilus, LI= L.

acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus - pared celular, LWI= L. acidophilus - pared celular - inulina.
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13.5 Géneros encontrados en mayor abundancia en la microbiota intestinal

Se enlistan los 22 géneros dominantes, expresados en abundancia relativa promedio (%) = desviacion estandar.

. Tratamientos
Género Total

R C | w Wi L LI LW LW
Provi dericia 16.00+253z 073+109 O065+107 2640+2370 3360+451 210+152 249+2380 5580+3590 570+754 7244930
Mitrosomonas 10.48+893 18.8+308 2000x392 B55x0974 G44+103 973+£581 117181 011x010 18321 506+7.36
L Yanthormonadacea 0F5+833 17.70+230 1690+316 826+977 434+739 931+336 091+128 006+010 1830229 430+7.92
Pasteurella B73+1897 091+06Y 072+017 070x091 475+783 088+106 419+589 105+133 025+009 4310+4010
Liteitalea 251+315 G605+ 149 727+ 074 313+ 309 180% 248 205+ 140 033+ 050 O0MM+009 BE9+£123 177+ 335
Brevund monas 351+801 028+003 022+009 468+860 068+022 1530+2290 313+458 3761565 320+436 255+269
Sumerlaea 343+314 678+ 143 592+ 111 212+ 275 223+ 331 275+ 233 035+ 060 00509 G6BE&+122 171+ 32
Cutibacteriurm 293+442 015+ 021 031+ 017 450+x 735 322+ 438 G624+ 297 335+ 459 553+880 093+x012 379x404
L ¥anthobacteraceae of4+470 022+044 271+460 303+353 339+339 B847+1380 446+329 239+224 078+062 034+050
U Vicinamibacteraceae 250+291 504+106 469+076 221+211 159+200 185109 035+049 009+009 449+002 135245
Fseludomonas 23F+224 098+x047 1082018 153x097 254+273 218x165 559+340 589+340 162+030 152+27
Ruminoc occ s 234223090 537T+x241 TH4+x463 114128 0472036 059+036 128x115 0N x014 1.91+064 0810890
Rheinheimera 1.99+425 004+008 028+030 235264 836+1220 1.05+124 388Bx393 281+321 041+023 075101
Aguirmixticola 104+924 000+000 012+015 132+243 044+074 052+089 1750+3020 009009 O0Q17+023 002+004
g%:;Desu.‘fosafcff?aceae 114+ 008 216+ 054 152+053 099109 078+£115 127046 011020 001002 216053 064100
Clostriciuim 114+104 258x027 184075 112126 0482071 091x112 023z016 001 x002 A77+x047 056081
Stenotrophomonas 088+147 029+x042 025+013 150+282 019023 159+x121 119186 1422228 0681714 1.01x1.81
Kiebsiella 077+4152 025+023 004+009 114+215 024+020 010+011 196+ 339 122+169 026+022 182+203

Possible_Fibrobacteraceae 073+ 0.67 131+ 042 146057 060+£060 0452069 064x051 006x010 001001 125020 037x064

Rhodobacter 070+157 007+015 009+007 069+087 274:472 109+176 130+133 067:036 036030 0052011
Achromobacter 0GE9+168 002+x003 000+000 047083 0022002 295x474 135279 099x158 049+064 060=x063
Vibrio 065+430 081+x071 007x008 048+x027 068+ 065 257x400 082x082 031050 0715+006 044+069
Donde: R= rotifero, C= control, I= inulina, W= pared celular, WI= pared celular - inulina, L= L. acidophilus, LI= L.

acidophilus - inulina, LW= L. acidophilus - pared celular, LWI= L. acidophilus - pared celular - inulina

67



Alvarez-Alvarez, 2022.

13.6 Géneros compartidos por todos los tratamientos de alimentacion

Se identificaron 73 géneros en comun que se enlistan alfabéticamente a

continuacion:

Acinetobacter

Allorhizobium-Neorhizobium-Pararhizobium-
Rhizobium

Anaeromyxobacter

Atopostipes

Bacillus

Bradyrhizobium

Brevundimonas
Caldicellulosiruptor

Calothrix
Candidatus_Acholeplasmataceae
Candidatus_Cloacimonadaceae
Candidatus_Koribacteraceae
Candidatus_Obscuribacteraceae
Candidatus_Solibacteraceae
Caproiciproducens
Cetobacterium
Christensenellaceae

Clostridium

Comamonas

Cutibacterium

Desulfatiglans
Escherichia-Shigella

Halomonas

Heliimonas

Hoeflea

Hyphomonas
Iron-reducing_Gracilibacter
Klebsiella

Lactobacillus

Legionella

Luteitalea
Metagenome_uncultured_Zavarziniales
Methylobacterium-Methylorubrum
Mobilicoccus
Nitratireductor_Rhizobiaceae
Nitrosomonas

Pasteurella

Pedomicrobium

Photobacterium

Phyllobacterium
Pinus_Mitochondria_Rickettsiales
Possible_Fibrobacteraceae

Providencia

Pseudomonas

Rheinheimera

Rhodobacter

Roseiflexus

Ruminococcus
SEEP-SRB1_Desulfosarcinaceae
Shewanella

Sphingomonas

Sporosarcina

Staphylococcus

Stenotrophomonas

Streptococcus

Streptomyces

Sulfurihydrogenibium

Sumerlaea

Thermobrachium

Thermocrinis
Uncultured_AKYG1722_Thermomicrobiales
Uncultured_Beijerinckiaceae
Uncultured_Caldilineaceae
Uncultured_Diplorickettsiaceae
Uncultured_Gemmatimonadaceae
Uncultured_JG30-KF-CM45_Thermomicrobiales
Uncultured_Obscuribacteraceae
Uncultured_Rhodobacteraceae
Uncultured_Rhodospirillaceae
Uncultured_Steroidobacteraceae
Uncultured_uncultured_Acidobacteriales
Uncultured_uncultured_Actinomarinales
Vibrio
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