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RESUMEN

El aumento en la demanda de proteina de origen animal, hace que un objetivo sea
maximizar y optimizar la produccion, aumentando a su vez la suceptibilidad a
enfermedades de los organismos cultivados. Los peces estan expuestos a un alto
contenido de bacterias muchas de ellas patogenas, siendo las infecciones
bacterianas el mayor problema en la produccion acuicola. El uso de aditivos en el
alimento como prebidticos ha sido una alternativa para la solucién de dicha
problematica ya que, entre otros efectos, existen evidencias de que estos aditivos
favorecen el funcionamiento del sistema inmune de los peces. En el presente
trabajo se evaluo el efecto del uso de los prebidticos en la microbiota intestinal y
en el crecimiento de la tilapia (Oreochromis niloticus). Se utilizaron dos dietas, una
enriquecida con pared celular de levadura, otra enriquecida con [(-glucanos
aislados y una control. El disefio experimental consistio de dos experimentos, uno,
para el efecto de los prebidticos en los parametros zootécnicos ya que se
registraron las mejores ganancias de peso y talla en tilapias alimentadas con
prebioticos (pared celular de levadura). Segundo experimento, fue un analisis de
secuenciacion del gen 16S rRNA en heces de peces expuestos a los diferentes
tratamientos, se logro determinar las poblaciones microbianas transitorias y a
través de comparaciones entre los distintos tratamientos, se identific6 una
microbiota nucleo en donde se registré el género Cetobacterium en el 100% de la
muestras. La microbiota forma agrupaciones, que se diferencian del control, este
cambio ocurre a partir de la segunda Y tercera semana, volviéndose nuevamente
similar para la cuarta semana. Estos resultados nos podrian ayudar a entender la
manera en la que actuan los prebioticos sobre el microbioma intestinal de la
tilapia, con datos como que la comunidad microbiana se ve modulada solo en un
lapso de tiempo, esta modificacion consiguid mejorar algunos parametros
productivos, esto también ayudara a la formulacion de alimentos para esta
especie.

Palabras clave: demanda, ganancia, prebidticos, microbioma, modulada



ABSTRACT

The increase in the demand for protein of animal origin, makes it an
objective to maximize and optimize production, in turn increasing the
susceptibility to diseases of cultured organisms. Fish are exposed to a
high content of bacteria, many of them pathogenic, with bacterial
infections being the biggest problem in aquaculture production. The
use of additives in food as prebiotics has been an alternative for the
solution of this problem since, among other effects, there is evidence
that these additives favor the functioning of the fish's immune system.
In this work, the effect of the use of prebiotics in the intestinal
microbiota and the growth of tilapia (Oreochromis niloticus) was
evaluated. Two diets were used, one enriched with yeast cell wall,
another enriched with isolated [-glucans and a control. The
experimental design consisted of two experiments, one, for the effect
of prebiotics on zootechnical parameters since the best weight and
height gains were recorded in tilapia fed with prebiotics (yeast cell
wall). Second experiment, was a sequencing analysis of the 16S rRNA
gene in fish feces exposed to the different treatments, it was possible
to determine the transient microbial populations and through
comparisons between the different treatments, a core microbiota was
identified where the genus Cetobacterium was recorded in 100% of the
samples. The microbiota forms clusters, which differ from the control,
this change occurs from the second and third week, becoming again
similar for the fourth week. These results could help us understand the
way in which prebiotics act on the intestinal microbiome of tilapia, with
data such as that the microbial community is modified only in a period
of time, this modification managed to improve some productive
parameters, this also It will help the formulation of food for this species.



INTRODUCCION

La produccion de especies pecuarias en forma intensiva ha aumentado debido a la
demanda de alimentos causada por el crecimiento de la poblacion (Huerta, et al.,
2005).

La pesca y la acuicultura no son excepcion ya que son una importante fuente de
alimento, nutricion, ingresos economicos y un medio de vida para cientos de
millones de personas. De hecho, la oferta mundial per capita de productos
acuaticos alcanzé un nuevo maximo histérico de 20 kg en 2014, gracias a un
intenso crecimiento de la acuicultura, que en la actualidad proporciona la mitad de
todo el pescado y marisco destinado al consumo humano (FAO, 2016).

En México, las especies que principalmente se cultivan son camardn, tilapia y
ostion. Para el 2008, el 45.91% de la produccion correspondia al camarén, el
25.04% a la tilapia y el 14.86% para el ostion (Mojica et al., 2010).

Un objetivo persistente en varios tipos de acuicultura es maximizar y optimizar la
produccion para lo cual se han intensificado los diversos sistemas productivos. Lo
anterior conlleva a una mayor suceptibilidad a enfermedades de los organismos
cultivados debido a una mala calidad de agua lo cual genera un aumento en el
estrés (Gatlin et al., 2006; Carbone y Faggio, 2016).

Especificamente los peces en cultivo, se encuentran expuestos a un alto numero
de bacterias presentes en el agua, siendo muchas de ellas patdogenas facultativas.
De hecho, en los sistemas intensivos de acuicultura, las infecciones bacterianas
son el mayor problema y la causa de grandes perdidas econdmicas (Wang et. al.,
2008; Jung et al., 2016).

En el sector productivo, la tilapia es ampliamente utilizada por poseer una gran
capacidad de adaptacién a diferentes temperaturas, un rapido crecimiento, alta



eficiencia en la conversion del alimento, mayor tolerancia a inadecuada calidad del

agua, por ser resistente a parasitos y enfermedades, etc. (Mojica et al., 2010).

En la actualidad, el disefio de dietas para alimentacién acuicola, va encaminado
no solo a proporcionar los nutrientes necesarios para el desarrollo 6ptimo, sino
también proporcionar ingredientes funcionales que mejoren el estado de salud del
organismo (Burr et al., 2005). Ademas, el estado nutricional de los peces y el
estrés van a influir en su estado inmunoldgico y por lo tanto en la defensa contra
enfermedades (Gatlin et al., 20006).

El uso de antibidticos en la industria acuicola ha sido catalogado como un
problema tanto ambiental como de salud. Se ha sugerido que el uso no restringido
de antibioticos en la acuicultura mundial tiene el potencial de afectar a la salud
humana y animal, y que este problema debe ser tratado a través de enfoques
preventivos locales y globales unificados (Cabello, 2006; Escobar et al., 2006;
Carbone et al., 2016; Jung, 2016). Por lo anterior, existe una creciente necesidad
por adoptar el uso de técnicas alternativas de control de enfermedades, sustancias
profilacticas en nutricion, por ejemplo microorganismos, prebioticos, oligosacaridos

o mezclas de estos componentes (Jung, 2016).

Especificamente, el uso de probidticos y prebiodticos en acuicultura a incrementado
considerablemente, como una alternativa sustentable a el uso de antibioticos. La
meta principal de la administracién de probidticos (organismos vivos) se encuentra
definida como “microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
adecuadas como parte de un alimento, confieren al huésped un beneficio para la
salud” (FAO, 2002; OMS, 2002). Sin embargo los prebidticos son definidos como
“fibras dietéticas no digeribles que afectan beneficiosamente al huésped mediante
la estimulacién selectiva el crecimiento y/o actividad de una o un numero limitado
de bacterias en el intestino, asi como por fermentacion de productos que
promueven el crecimiento de microbios benéficos” (Gibson, 1995; Roberfroid,
2007). Por lo tanto, este tipo de aditivos ha generado interés en la industria



acuicola con la finalidad de manipular la microbiota intestinal y mejorar el
desempenio del hospedero, excluyendo a patégenos oportunistas (Candys, 2017).
El tracto gastrointestinal de los vertebrados, es un ecosistema microbiano que
alberga un consorcio complejo y dinamico de microorganismos (microbiota
intestinal), los cuales desempefian papeles criticos en la nutricion y la salud del
huésped (Brugman y Nieuwenhuis 2010; Cerf-Bensussan y Gaboriau-Routhiau
2010).

En algunos estudios donde se usaron Beta-glucanos (B-glucanos) y probioticos
micro-encapsulados, mejoraron la administracion de probidticos en el tracto
digestivo del camardn y observaron un incremento significativo del peso, asi como

una modificacion en su microbiota intestinal (Boonanuntanasarn, 2016).

Los principales efectos benéficos al usar [(B-glucanos estan relacionados con
cambios en la microbiota que se traducen en una mejora del crecimiento, asi como
en un aumento de la respuesta del sistema inmune, como se ha visto en el
esturion ( Acipenser persicus) que alcanzé un poco mas del doble del peso en 6
semanas (Mohammad et al., 2015) o en la carpa (Cyprinus carpio L.) se en donde
se observo un crecimiento del 600% después de 8 semanas (Kuhlwein et al.,
2013).

Los prebioticos como la pared celular y los B-glucanos, tienen accién en la
modificacion o regulacion de la microbiota intestinal, en la abundancia de cierto
phylum de bacterias o en la estimulacion selectiva de ciertas bacterias en los
animales (Nayak, 2010; Roberfroid, 2007).

Microbiota nucleo

Los organismos acuaticos tienen una microbiota en comun, la que se denomina
“core gut microbiota” o microbiota nucleo intestinal. En peces, tanto marinos como

dulceacuicolas, se ha determinado que Proteobacteria es el phylum dominante



seguido de Firmicutes, Fusobacteria y Bacteroidetes, y éstos comprenden hasta el
90% de los grupos bacterianos presentes en el intestino (Gomez, 2017). Debido a
que estos grupos son casi siempre encontrados, se ha especulado que
contribuyen de manera importante a las funciones del hospedero, tales como
digestion, absorcion de nutrientes y respuesta inmune, ademas de que el habitat
intestinal tiene sitios que “seleccionan” a estos grupos (Roeselers et al., 2011).

Microbiota residente y transitoria

Existen dos grupos distintos de microorganismos en el intestino de los animales,
es decir, la microbiota aloctona (transitoria) y autoctona (adherente), generalmente
se encuentran en el tracto gastrointestinal de los peces. El ultimo grupo de
bacterias, en virtud de su capacidad para tolerar el bajo pH en el estomago, asi
como la resistencia a las acciones de los acidos biliares, solo logra colonizar la
superficie epitelial del estdmago, intestino delgado y grueso (Banerjee et al.,
2017). Mientras que existen bacterias que tiene la facilidad de unirse firmemente
a la mucosa intestinal (moco que forma una capa que separa el contenido luminal
del epitelio intestinal) para convertirse en la microbiota autoctona (adherente) del
huésped. Tenemos el otro grupo de bacterias que esta también presente, pero de
manera transitoria en el tracto gastrointestinal porque no pueden colonizar la capa
mucosa Yy / o la superficie epitelial ya que carecen de la habilidad de adherirse a
esta capa del intestino o son tan ineficaces como otras bacterias (Ring y Birkbeck
1999).

En la lubina (Dicentrarchus labrax) encontraron que la microbiota residente era
mas diversa que la transitoria y lo atribuyeron a la menor presencia de bacterias
asociadas al mucus (Diéguez et al., 2014). Diferencias significativas entre ambos
tipos de microbiota también se han reportado para el pargo flamenco (Lutjanus
guttatus), con una mayor riqueza de Unidades Operacionales Taxonomicas (OTUs
por sus siglas en inglés) en la transitoria que en la residente (Garcia, 2016). Un

comportamiento similar se observo en el salmon del Atlantico (Salmo salar) en



donde tanto la riqueza como la abundancia de bacterias fue mayor en la
microbiota transitoria, que esta presente en la “contenido luminal o bolo
alimenticio” a diferencia de la residente que esta presente en la “mucosa” intestinal

de los organismos (Gajardo et al., 2016).

En la tilapia, se han observaron cambios en la microbiota en el colon y en el ciego
en periodos de inanicion, con cambios de temperatura del agua, productos
quimicos, antibidticos, pesticidas, alimentacion y condiciones de alimentacion,
etapas de crecimiento (Ni et al., 2014; Brunvold et al 2007; Reid et al. 2009; Kohl
et al., 2014).

Por otro lado las dietas suplementadas con prebi6ticos han demostrado generar
una mayor diversidad microbianas del tracto digestivo. Una manera de evaluar la
eficiencia de los prebidticos es determinar la abundancia de las diferentes
especies de bacterias en el intestino de los peces a través del tiempo (Jatoba et
al., 2010).

En peces de agua dulce las bacterias mas comunmente encontradas son,
Enterobacteriaceae, Aeromonas sp., Acinobacter sp. Pseudomonas sp. Las
especies bacterianas predominantes pertenecen al filo, Fusobacteria,
Bacteriodetes, Planctomycetes y Gammaproteobacteria. Algunas de estas
bacterias contribuyen al estado nutricional del pez o a procesos nutricionales como
la degradacion de moléculas complejas y produccion de vitaminas. (Tsuchiya et
al., 2007; Banerjee et al., 2016)

En peces, la microbiota intestinal puede regular la expresion de mas de 200 genes
en el tracto digestivo, no solamente controlar la proliferacion epitelial, si no el
metabolismo de algunos nutrientes y también la respuesta inmune. Algunas
bacterias en el tracto digestivo producen compuestos que posiblemente
intervienen en el control de la colonizacién de bacterias patogenas, dado que una
gran poblacion de bacterias excluye competitivamente a los patdégenos, al ocupar
receptores y competir por el espacio y los nutrientes (Rastall, 2014).



La suplementacion en el alimento con prebiéticos induce el crecimiento en
proporcion de algunas especies bacterianas predominantes como se comprobo en

Solea senegalensis (Tapia et al., 2010).

Prebidticos como aditivos alimenticios

Los prebidticos son aditivos alimenticios que han sido ampliamente estudiados,
como es el caso de los B-glucanos. Estos carbohidratos estan presentes en las
paredes celulares de los granos de cereales, bacterias, algas, levaduras y hongos
(Zekovic et al., 2005).

Existen diversas maneras de aislar a los 3-glucanos, por medio de la hidrdlisis de
las levaduras a través de métodos quimicos (hidrélisis acida y quimica), métodos
fisicos (hidrélisis térmica) y métodos bioldgicos (autolisis con o sin control,

hidrolisis enzimatica) (Olivar et al., 2008).

Los efectos de los [B-glucanos dependen del peso molecular y el grado de
ramificacion, moleculas cortas y de peso molecular bajo favorecen la ganancia de
peso en la tilpia(Oreochromis niloticus). Su estructura se ve afectada por el

método de extraccion, asi sea la misma muestra base de levadura (Pilarski, 2017).

Se ha demostrado que los [(-glucanos como aditivo alimenticio activan
directamente los leucocitos, estimulan la fagocitosis por medio de los macrofagos,
la actividad citotoxica y antimicrobiana, que repercute en una mayor resistencia a

patogenos (Pifieros et al., 2012).

La utilizacion de paredes celulares de levadura (Saccharomyces cerevisiae) como
prebiotico en la alimentacion de animales, se ha convertido en una opcion para la
sustitucion de antibidticos. Dichas paredes celulares estan constituidas de
oligosacaridos, principalmente manano-oligosacaridos (MOS) y B-glucanos,
capaces de actuar en el tracto gastrointestinal disminuyendo la microbiota

patégena e interactuando con las células del sistema inmune, lo que beneficia la



salud del hospedero. Los oligosacaridos (mananos y B-glucanos) no son digeribles
por las enzimas intestinales, por lo que llegan intactos al colon. Debe considerarse
que los microorganismos del colon constituyen el mayor potencial metabdlico del
organismo. El elevado numero y variedad de bacterias que cohabitan en el tracto
gastrointestinal constituyen un complejo ecosistema metabdlicamente muy activo y

versatil, con capacidad de adaptarse a sustratos disponibles (Pérez et al., 2014).

Existe numerosa informacion con respecto a los efectos positivos de los [B-
glucanos en animales de granja como cerdos (Li et al., 2006), aves (Chen et al.,
2008), en peces como Sparus aurata y Dicentrarchus labrax (Ganduly y Prasad,
2012; Carbone y Faggio, 2016) como salmonidos (Lauridsen y Buchmann, 2010),
ciprinidos (Siwicki et al., 2010), moluscos (Hai y Fotedar, 2009), y otros peces
(Schoulz et al.,1999; Li & Gatlin, 2003; Li & Gatlin, 2004). En tilapia (Oreochromis
niloticus ), la pared celular demostré mejorar la ganancia de peso y una resistencia

al estrés asi como a enfermedades (Abass, 2108).

Asimismo, existe evidencia de que peces alimentados con un prebidtico rico en [3-
glucanos, presentan una mejor salud intestinal, presentando un aumento en la
densidad de las microvellosidades del intestino y, en consecuencia, una mejor

asimilacion de los nutrientes ofrecidos en la dieta (Abu-Elala, 2013).

En el grupo de investigacion del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y
Forestales de la UMSNH han encontrado un mejor desempefio en cultivo de la
tilapia (Oreochromis niloticus) cuando fue alimentada con un aditivo que contenia
pared celular de levadura (Saccharomyces cerevisiae) y Seleno-levadura
(Fonseca et al., 2016).

Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende analizar los efectos efecto que
tiene el uso de los prebioticos en los parametros productivos y en la posible
modificacion de la microbiota intestinal de la tilapia (Oreochromis niloticus).
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JUSTIFICACION

Existe evidencia de que la pared celular de levadura y los R-glucanos que la
componen, tienen un efecto positivo sobre el crecimiento, sin embargo, se
desconoce la accion especifica de dichos aditivos, considerados prebidticos, en el
microbioma intestinal de esta especie. Los resultados serviran para tener un mejor
entendimiento de la nutricion en la Tilapia (Oreochromis niloticus) y daran
informacion relevante para la formulacion y disefio de alimentos mas efectivos

para coadyuvar al desarrollo del cultivo de esta especie.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la suplementacién con [3-glucanos aislados y pared celular de
Saccharomyces cerevisiae en el desempefio en cultivo y en el microbioma

intestinal de la tilapia Oreochromis niloticus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la suplementacion alimenticia con R-glucanos aislados y con pared celular

de levadura en el desempefio en cultivo de la tilapia.

Analizar y comparar la accion de los R-glucanos aislados y la pared celular de

levadura, en el microbioma intestinal de la tilapia.

HIPOTESIS

La suplementacion alimenticia con [R-glucanos aislados y pared celular de
Saccharomyces cerevisiae tendra un efecto positivo en el desempefio de la tilapia
y su microbiota intestinal sera modificada.

11



MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion se realizO en las instalaciones del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales unidad San Juanito, de la Universidad
Michoacana San Nicolas de Hidalgo.

Organismos experimentales

Los organismos experimentales fueron suministrados por la empresa TECNOPEZ,
S. de P.R. de R.L. ubicada en el Municipio de Medellin de Bravo, Veracruz. Los
organismos fueron transportados via aérea con certificado de inocuidad y salud.
Los peces fueron medidos y pesados antes del inicio del experimento, y se
mantuvieron en aclimatacién en el sistema experimental, durante dos semanas,

antes de iniciar el experimento.

Dietas experimentales

El alimento balanceado fue elaborado por una empresa comercial de alimentos
para tilapia, cumpliendo con los requerimientos nutricionales para la especie,
ademas de contener los aditivos alimenticios experimentales y formuladas con un
32% de proteina y 5% de lipidos. La alimentacion de los peces se llevé a cabo tres
veces al dia con una racidn de alimento ajustada al peso de los animales (5% de
Su peso corporal).

Se formularon tres alimentos balanceados para tilapia con distintos porcentajes de
inclusion de prebidticos, 1) una dieta control sin incluir aditivos, 2) una dieta con
125 g de R-glucanos por tonelada de alimento, y 3) una dieta con 250 g de pared

celular de levadura por tonelada de alimento.
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Experimento de desemperio en cultivo

El experimento se llevd a cabo en un invernadero de 10x20m, el sistema
experimental consisti6 en 15 tanques circulares de 2m de diametro con
aireadores, un sedimentador, pediluvios y una bomba para circulacién de agua. Se
realizaron recambios de agua tres veces por semana para mantener la calidad de
agua en condiciones Optimas para el desarrollo en cultivo de la tilapia, con
excepcion de la temperatura, que no fue controlada pero que junto con otros
parametros fisico-quimicos fueron monitoreados semanalmente (oxigeno disuelto,

pH, amonio, nitritos y nitratos).

El trabajo experimental se disefid con 5 repeticiones para cada tratamiento, cada
repeticion contenia 27 peces para un total de 135 peces por tratamiento, siendo el

alimento la unica variable independiente.

El peso inicial de los organismos fue de 19.1+ 5.3 g y una longitud total
aproximada de 10.6+? cm. El experimento de alimentacion se realizé por 3 meses,
tiempo en el que los organismos alcanzaron un peso de aproximadamente

77+24.4g y una longitud total promedio de 15 £1.8 cm.

Al término de los tres meses de experimentacion se evaludé su desempeio en

cultivo tomando en cuenta los siguientes parametros:

« Supervivencia (%)= (numero de peces vivos/numero inicial de peces)*100.

* Peso ganado (PG)= peso final en (g) — peso inicial (g).

+ Peso ganado (%)= Peso ganado x 100/ peso inicial.

* Peso en canal (9)= Peso total del pez sin visceras.

« Indice viscerosomatico (VSI)= Definida como la proporcién del peso de las

visceras con respecto al peso corporal total del organismo.
« Indice hepatosomatico (HSI)= Definido como la proporcién del peso del

higado con respecto al peso corporal total del organismo.
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* Largo total (LT)= Largo de la punta del hocico del pez hasta la punta del
I6bulo mas largo de la aleta caudal.

Se realizaron 40 biometrias al inicio del experimento para determinar el peso
inicial de los organismos. Al final del experimento, después de 90 dias de
alimentacion, todos los organismos experimentales fueron medidos y pesados

para la determinacion final de los parametros de desempefio en cultivo.

Analisis Bromatoldgicos.

Al inicio, y al final del experimento (90 dias), fueron colectados dos peces por
tratamiento y seis muestras del alimento extruido para la realizacion de analisis
proximales (porcentaje de humedad, fibra, proteina, extracto etéreo, extracto libre
de nitrogeno y cenizas).

-Humedad.

La determinacion del contenido de humedad se realizd6 mediante el uso del
método 10.184 (A.O.A.C., 2000).

La determinacion del contenido de humedad es una de las mediciones analiticas
mas importantes y mas ampliamente usadas en el procesamiento y analisis de
productos alimenticios. Los métodos comunmente usados son los de secado, los
cuales consisten en someter las muestras a condiciones de temperatura de 150 °C
por 12 horas, para permitir la deshidratacion de la muestra, causando una
disminucién en el peso, que permite determinar el contenido de humedad del

alimento.
Calculo:

Contenido de humedad (%) = [(A-B)/A]*100
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Donde:

A= Peso de la muestra humeda (g).
B= Peso de la muestra seca (g).
-Extracto Etéreo

El método Soxhlet utiliza un sistema de extraccion ciclica de los componentes
solubles en éter que se encuentran en el alimento, esto se realizé utilizando un
equipo Soxtec Avanti (modelo 2050). La extraccion se realizé adicionando éter de
petroleo a la muestra como solvente (A.O.AC., 2000).

Calculos:

Contenido de lipidos (%) = [(B-A)/C]*100
Donde:

A= Peso del crisol limpio y seco (g).

B= Peso del crisol con grasa (Q).

C= Peso de la muestra (g).

-Cenizas

El porcentaje de cenizas corresponde al contenido de minerales totales o
materiales inorganicos de una muestra. Se determind por calcinacion de la

muestra en una mufla a 550°C por 12 horas a peso constante (A.O.A.C.,2000).
Calculos:

Contenido de cenizas= 100%{(A-B)/C]*100}
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Donde:
A= Peso del crisol con muestra (g).
B= Peso del crisol con cenizas (g).
C= Peso de la muestra (g).

- Extracto libre de nitrogeno

El extracto libre de nitrégeno es una medida que representa el porcentaje total de
carbohidratos en una muestra. Este se obtuvo simplemente al restar al 100% la
suma de los componentes analizados previamente (humedad, proteina, lipidos y
cenizas) (A.O.A.C., 2000).

Calculos:

Extracto libre de nitrégeno (%) = 100- (A+B+C+D).
Donde:

A= contenido de humedad (%).

B= Contenido de proteina cruda (%).

C= Contenido de extracto etéreo (%).

D=Contenido de cenizas (%)
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Experimento microbioma intestinal

Para evaluar el efecto de las dietas en el microbioma intestinal de la tilapia
(Oreochromis niloticus) se disefid un sistema de cultivo en el cual cada pez se
mantuvo en contenedores con dimensiones de 30 cm de largo y 15 cm de ancho,
y con un volumen de agua de 10 L. Dichos contenedores se instalaron con
suministro de aire para mantener la oxigenaciéon adecuada y se realizaron
recambios de agua diariamente. En total se instalaron 10 contenedores para cada

tratamiento, teniendo un total de 30 organismos experimentales (Fig.1).

Disefio experimental 2

NS EEEE0 -
SESNEEEEED--

10/SEP

3/SEP 17/SEP 24/SEP
METODO CONDICIONES
* Muestreos mediante * Aireacién individual.
masaje abdominal. * Sin recirculacién de
agua.
* 30 muestras * Recambio de agua
semanales. diario.

Figura 1. Esquema del disefio experimental, para la alimentacion y toma de muestras de los
organismos experimentales (Oreochromis niloticus).

El alimento ofrecido en este experimento fue una dieta enriquecida con [-
glucanos, una dieta enriquecida con pared celular de levadura y una dieta control.
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Los peces fueron alimentados individualmente tres veces al dia por 30 dias, a
saciedad aparente.

Los 30 organismos utilizados para este experimento fueron obtenidos del grupo
control del experimento de desempefio en cultivo. Todos con un peso y tamaino
similar (12.5 £ 0.5 cm).

Toma de muestras para microbiomica

A partir del inicio de la alimentacion con las dietas experimentales, se extrajeron
las digestas directas del intestino de los organismos, una vez por semana durante
cuatro semanas. Esto se logré realizando un masaje abdominal en direccion
craneal-caudal hasta obtener una muestra minima de 20 mg de heces.
Posteriormente, la muestra se colocd en tubos estériles eppendorf de 1.5 ml y
adiciond alcohol al 96% para fijar la muestra y mantenerla a -20°C, hasta su

posterior analisis.

Analisis del microbioma intestinal

Una vez tomadas las muestras del contenido intestinal se realizé la extraccion de
DNA mediante el protocolo CTAB obteniendo un minimo de 5 ng de DNA

genomico microbiano.

El método CTAB consiste en los siguientes pasos: colocar las muestras en tubos
Eppendorf estériles de 1.5 ml, agregar 480 pL de EDTA 0.5 M y 120 pL de
lisozima, incubar a 37°C por 30 min, posteriormente centrifugar por 2 min a 15,000
rom, descartar el sobrenadante, agregar 350 pL de buffer CTAB a cada tubo,
agregar 20 pL de proteinasa K en una concentracion de 20 mg/mL y agitar
brevemente, colocar los tubos en un termoblock a 55°C hasta que el tejido esté lo
suficientemente digerido, agregar 300 yL de LiCl 5M, 5 yL de RNAsa y agitar por
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un minuto; posteriormente agregar 600 yL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
y agitar brevemente, agitar la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente,
posteriormente centrifugar a 13,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente.
Extraer 500 yL de la capa acuosa (parte superior) del centrifugado y transferir a un
nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, afadir 50 yL de acetato de sodio 3 M pH
5.2 y 1 mL de Etanol al 100% frio (mantener el alcohol en el congelador); agitar y
colocar a -20°C toda la noche, centrifugar durante 20 min a 13,000 rpm a 4°C y
retirar el sobrenadante cuidadosamente para no perder el ADN sedimentado.
Agregar 750 pyL de etanol al 70%, agitar por 15 min a temperatura ambiente,
enseguida centrifugar a maxima velocidad (14,000 rpm) durante 5 min a
temperatura ambiente y retirar el sobrenadante por decantacién, secar el pellet de
ADN en una campana de flujo laminar, una vez seco, afiadir 20 yL de agua de
18Q estéril para resuspender el pellet, durante 30 min a temperatura ambiente.
Calentar los tubos a 95°C por 5 minutos e inmediatamente colocar en hielo,

guardar las muestras a -20°C.

Posteriormente se realizaron las bibliotecas para secuenciacion masiva con el kit
nextera XT de lllumina, el cual de manera general consta de los siguientes pasos:
a) Amplificacién por PCR de la regién variable V4 del gen 16S RNA ribosomal; b)
Limpieza de PCR utilizando las perlas magnéticas AMPure XP que elimina restos
de primer y los primer-dimeros formados de la region V4 amplificada; c) PCR de
Indexado que adiciona indices duales y adaptadores de secuenciacion lllumina a
los amplicones de la region V4; d) Limpieza de PCR utilizando las perlas
magnéticas AMPure XP para limpiar la libreria final antes de la cuantificacidn; e)
cuantificacion, normalizacion y mezclado de librerias; f) Desnaturalizacion de
librerias y colocacion de muestras en el secuenciador MiniSeq bajo el protocolo de
metagenodmica 16s; g) Obtencion de las secuencias en archivos FASTQ. (Anexo
2).
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Estadistica
Los datos se reportan como la media £ desviacion estandar. Las diferencias entre

medias de los distintos tratamientos se determinaron mediante ANOVA de una via,
con una significancia de p<0.05, utilizando el programa Sigma Plot.

Las graficas NMDs (Non-metric Multidimensional Scaling) de escala
multidimensional no métrica, es un enfoque de analisis de gradiente indirecto que
produce una ordenacion basada en una matriz de distancia, que intenta
representar la diferencia de pares entre objetos en un espacio de baja dimension.
Para la realizacion de las graficas de abundancia de relativa en barras NMDs se
utilizé el programa R version 3.6.
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RESULTADOS

Desemperio en cultivo.

En el experimento 1, la supervivencia de los peces alimentados con pared celular
fue de 100%, mientras que la del tratamiento con R-glucanos fue de 98%. El
menor porcentaje de supervivencia se registré para el tratamiento control con un
97% de supervivencia. No se encontraron diferencias estadisticas significativas (P

< 0.05) entre los tratamientos (Tabla 1).

La comparacién entre los tratamientos, referente al peso final de los peces, resultd
con diferencias significativas (P<0.05) entre los tres tratamientos. La mayor
ganancia de peso fue obtenida con el uso de la pared celular de levadura, seguida

de R-glucanos y finalmente la del grupo control (Fig. 2).

Peso Final

120.00

100.00 95.59*

81.62
80.00

65.97

60.00

Peso (g)

40.00

20.00

0.00
Control 3-glucano Pared

Figura 2. Peso final (g) de los organismos (Oreochromis niloticus) alimentados con dos diferentes prebioticos (R-

glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento control sin aditivos, en un periodo experimental de 90 dias.
El asterisco en la tercer columna seiala el grupo que presento una diferencia significativa (P<0.05)
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Tomando en cuenta el peso en canal de los organismos al finalizar el experimento,
los resultados indican que no hay diferencias significativas entre el tratamiento con
pared celular y B-glucanos, sin embargo, con ambos tratamientos se observaron

mejores resultados que con el tratamiento control (Fig. 3)

PESO CANAL
%0 83.1
80
70
60
50

40

Peso (g)

30

20

10

Control 3-glucano Pared

Figura 3. Peso canal (g) de los organismos (Oreochromis niloticus) alimentados con dos diferentes prebiéticos (B-
glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento control sin aditivos, en un periodo experimental de 90 dias.

Al analizar la longitud total final a los 90 dias de experimentacion se pudo observar
que con el uso de pared celular de levadura hay un mayor crecimiento, ya que los
resultados estadisticos muestran diferencias significativas con los encontrados en
los tratamientos R-glucano y control. Estos dos ultimos tratamientos arrojaron
resultados similares entre ellos, no encontrando diferencias estadisticas

significativas (Fig. 4).
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Figura4. Longitud total final (cm) de los organismos (Oreochromis niloticus) alimentados con dos diferentes
prebioticos (B-glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento control sin aditivos, en un periodo

experimental de 90 dias.

El indice hepatosomatico y viscerosomatico calculado para los organismos al final

del experimento, fue mayor (P<0.05) en el tratamiento control, comparado con los

dos tratamientos que contenian algun aditivo prebidtico (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros productivos de los organismos (Oreochromis niloticus) alimentados con dos diferentes
prebioticos (BR-glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento control sin aditivos, en un periodo
experimental de 90 dias. Los asteriscos sefalan los resultados donde hubo una diferencia significativa mayor

(P<0.05)
CONTROL | B-GLUCANOS PARED CELULAR
SUPERVIVENCIA (%) 97 98 100
PESO GANADO (g) 41.8+16.5 48.64+20.1 56.44+30.6
PESO GANADO (%) 214.23 239.32 267.19*
LONGITUD TOTAL (cm) 14.84+1.4 15.24+1.6 15.71+1.8
PESO CANAL (g) 56.7+13.8 68.5+17 83.1+27*
iNDICE VISCEROSOMATICO 12.03*+1.8 11.84+2.1 11.84#2.1
NDICE HEPATOSOMATICO 3.29%+1.1 2.38+1 2.3840.7
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Por otro lado, los analisis bromatologicos de los organismos experimentales
distinguen algunas diferencias entre tratamientos.

El mayor porcentaje de proteina se registré para el tratamiento con pared celular
(P<0.05) siendo diferente al encontrado en los tratamientos con R-glucano y en el
grupo control. Por su parte, al realizar analisis bromatolégicos de los peces
completos, se pudo observar que los menores porcentajes de extracto etéreo
(lipidos) se obtuvieron en los tratamientos que contenian prebidticos, es decir,
pared celular de levadura y R-glucanos, siendo el tratamiento control el mas alto
(P<0.05). Se realiz6 un analisis de extracto etéreo en las visceras de los peces
cultivados con pared celular y del grupo control el contenido de grasa perivisceral
en los organismos experimentales fue mayor en los peces del grupo control (Tabla
2).

Tabla 2. Porcentaje proximal (base seca) de tilapias completas, alimentadas con dos tratamientos con diferentes
prebidticos (R-glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento control sin aditivos en un periodo
experimental de 90 dias. Los asteriscos sefalan los resultados donde hubo una diferencia significativa mayor
(P<0.05)

Visceras Visceras

Control |R-glucano |Pared celular Pared celular | Control

Proteina 53.62 57.79 62.48* N.A N.A
Lipidos 30.0* 23.68 22.04 48.32* 51.24
Cenizas 15.06 16.93 16.07 N.A N.A

N.A.= No analizado
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Al realizar el analisis de la secuenciacion de la regiéon V3 del gen 16S rRNA de los
intestinos de la tilapia (O. niloticus) y al observar los resultados de la microbiota a
nivel de Phylum, se observd que la abundancia relativa o riqueza de especies de
bacterias evidencia la existencia de una microbiota nucleo en tilapia; ésta fue
encontrada en los tres tratamientos experimentales y se presenta en el 95% de las
muestras analizadas. Los Phylum mas representativos son: Fusobacteria,
Proteobacteria, Bacteriodetes Firmicutes, las cuales estarian representando la
microbiota nucleo. Las abundancia relativa esta conformada por estas mismas
bacterias, en orden descendente. Asimismo fue posible observar que en los
resultados de las semanas dos y tres, las Fusobacterias son mas abundantes en
las mayoria de las muestras (Fig. 5).
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Figura 5. Abundancia relativa a nivel de Phylum de bacterias presentes en las heces de la tilapia, O. niloticus, alimentada
con dos tratamientos con diferentes prebidticos (B3-glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento control sin
aditivos, durante cuatro muestreos semanales progresivos. S= semana de tratamiento, B= R-glucanos, C= grupo control y
P= pared celular.
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Al realizar el analisis de la microbiota intestinal de la tilapia (O. niloticus) a nivel de

género, se puede diferenciar una riqueza de bacterias comunes en todas las

muestras sin efecto del tratamiento experimental. Los tres géneros de bacterias

mas abundantes fueron: Fusobacteria, con 51% de las lecturas, seguido de

Cetobacterium, con 19% y Aeromonas con 4%; esta distribucion se puede

observar en mas del 90% de las muestras analizadas (Fig. 6). Asimismo, es

importante destacar la presencia de una microbiota nucleo que, aunque

representa un porcentaje menor de la diversidad total, se distingue claramente.

Esta microbiota nucleo que esta presente en el 95% de las muestras se compone

por GQ360012, GQ360021(las cuales no estan clasificadas a este nivel),

Cetobacterium, Fusobacteriaceae y Plesiomonas.
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Figura 6. Abundancia relativa a nivel de género de bacterias presentes en las heces de la tilapia, O.

P= pared celular.
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niloticus, alimentada
con dos tratamientos con diferentes prebidticos (B3-glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento control sin
aditivos, durante cuatro muestreos semanales progresivos. S= semana de tratamiento, B= R-glucanos, C= grupo control y
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La grafica NMDs representa el total de las muestras tomadas durante los cuatro
muestreos semanales, con las dietas que contenian [3-glucanos, pared celular y el
grupo control; es evidente que no existe un agrupamiento por tratamiento, y por el
contrario, las muestras se presentan agrupadas sin diferenciacion aparente (Fig.
7). Se observan muestras dispersas de diferentes tratamientos y también
muestras agrupadas sin ninguna diferenciacion aparente. El indice de Shannon
resultante de este analisis fue de 2.2, que corresponde a lo descrito como una

“diversidad normal”.
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Fig. 7. Grafica de escala multidimensional no métrica (NMDS) de microbiomas de muestras de heces de tilapia (O. niloticus)
individuales alimentadas con dos tratamientos con diferentes prebidticos (R-glucanos y pared celular de levadura) y un
tratamiento control sin aditivos, durante cuatro muestreos semanales progresivos. MDS1 y MDS2 representan los dos ejes
del espacio de ordenacion bidimensional. Cada punto representa el microbioma de un pez individual.

Para conocer la distribucion temporal del microbioma intestinal de la tilapia con los
tratamientos alimenticios, se hicieron graficas de NMDs con los datos semanales
de la microbiota intestinal. En los resultados correspondientes a la semana uno, no
se observaron diferencias en cuanto a los grupos de bacterias residentes (Fig.

8A). Sin embargo, en los datos correspondientes a las semanas 2 y 3 fue posible
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observar una modulacion de la microbiota intestinal en comparacién a la semana
1, siendo las muestras de los peces alimentados con prebidticos las mas similares,
y en contraste con el grupo control que se observa disperso y separado de los
otros dos grupos (Fig. 8B). Los resultados del microbioma intestinal en la semana
4, al final del experimento, muestran que existe un agrupamiento similar al

encontrado en la semana 1, pero distinguiendo mas muestras dispersas (Fig. 8C).
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Fig. 8. Graficas de escala multidimensional no métrica (NMDS) de microbiomas de muestras de heces de tilapia (O. Niloticus)
individuales alimentadas con dos tratamientos con diferentes prebidticos (3-glucanos y pared celular de levadura) y un tratamiento
control sin aditivos,MDS1 y MDS2 representan los dos ejes del espacio de ordenacién bidimensional. Cada punto representa el
microbioma de un pez individual. La grafica (A) muestra una comparacion de muestras durante la primera, (B) cuarta semana y (C)
semana dos y tres.del tratamiento.
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DISCUSION

Desemperio en cultivo

El uso de prebioticos en la dieta para peces ha sido un tema de estudio muy
explorado en la dultima década. Existen diversas investigaciones que han
demostrado un efecto positivo en el desmepefio en cultivo de algunas especies (Li
et al,. 2006; Hisano et al., 2008; Kuhlwein et al., 2013; Mohammad et al., 2015
Boonanuntanasarn, 2016; Pilarski, 2017;). En el presente trabajo se determiné el
efecto del uso de los beta-glucanos aislados de la pared celular de levadura y para
observar si tiene el mismo efecto que la pared celular de la levadura independiente
o en su totalidad ya que ésta contiene -glucanos y otras moléculas que ya se han
relacionado de alguna forma con la nutricion animal, como son los oligo-mananos
(Selim y Reda, 2015). En el presente trabajo, no se observaron efectos negativos
por el uso de los prebidticos, tomando en cuenta la alta supervivencia registrada
en todos los tratamientos.

En cuanto a la ganancia de peso, se observaron los mejores resultados en los
peces que fueron alimentados con ambos prebidticos (pared y R-glucanos).
Anteriormente se han encontrado resultados similares con el uso de R-glucanos
(Dawood et al., 2015; Pilarski et al., 2107), y pared celular de levadura (Li et al,.
2006; Hisano et al., 2008; Kuhlwein et al., 2013; Abu-Elala et al., 2013;Mohammad
et al., 2015; Boonanuntanasarn, 2016; Li et al., 2019). El efecto positivo que se
observa en la ganancia de peso al final del experimento, sefialan algunos autores,
podria ser debido a que en etapas tempranas de desarrollo se reduce la
inflamacion del tracto intestinal promoviendo su crecimiento (Ai et al., 2007; Aramli
et al., 2015).

Aunque en diferencia de peso no se observaron diferencias significativas entre los
tratamientos con prebioticos, si fue posible encontrar diferencias entre los
tratamientos cuando se evalud el crecimiento longitudinal de los organismos

experimentales. La longitud total obtenida en los peces alimentados con pared
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celular y 3-glucanos aislados fue similar pero mayor a la encontrada en el grupo
control. Esto confirma nuevamente que el uso de prebidticos como estimulante del
crecimiento de los peces es efectivo. Esto se encuentra en concordancia con lo
observado en otros organismos acuaticos como camaron y peces incluyendo
tilapia, (Hisano et al., 2008; Kihlwein et al, 2103; Mohammad et al., 2015;
Dawood et al., 2015; Abu-Elala et al., 2013; Selim y Reda, 2014; Pilarsky, 2017).

Una observacion importante que relaciona el uso de prebidticos y la actividad
acuicola, es lo encontrado con el registro del peso en canal. Al evaluar este
parametro productivo se encontré que con el uso de pared celular hubo un mayor
incremento en el peso en canal, que con el uso del B-glucano aislado y en el grupo
control. El peso en canal es un parametro de suma importancia para evaluar el
rendimiento de los sistemas de produccion por que es el peso obtenido sin
visceras lo que representa en realidad el peso del producto que saldra a la venta.
No se encontraron publicaciones cientificas que relacionen este parametro

productivo con el uso de prebidticos.

Lo anterior puede relacionarse directamente con el peso de las visceras de los
peces, asi que se evaluo el peso de éstas y para obtener el porcentaje de grasa
contenida en ellas. Los resultados indican que con el uso de pared celular se
obtuvieron porcentajes de contenido de grasa mas bajos, indice hepatosomatico y
viscerosomatico mas bajos, que con el uso de [3-glucanos aislados e incluso que
con el tratamiento control. Esto a su vez, es concordante con el porcentaje de
lipidos obtenidos en el analisis bromotalégico de los organismos completos. La
evidencia de que el uso de la pared celular de levadura afecta a la acumulacién de
grasa perivisceral es muy clara. En la literartura no se han registrado resultados en
tilapia, ni en otros peces comerciales. Esta informacién podria ofrecer otro
panorama sobre la respuesta de la tilapia a la inclusion de prebioticos en las
dietas, para lograr un mejor aprovechamiento de los nutrientes, con las

implicaciones econdmicas que esto puede tener.
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Microbiota intestinal

El uso de prebidticos en las dietas para peces con el objetivo de modular la
microbiota intestinal se ha popularizado, con la finalidad de aumentar la poblacion
de las bacterias benéficas que ayuden a obtener una accién mas efectiva por
parte del sistema inmune de los peces (Kuhlwein et al., 2103; Abu-Elala et al.,
2013; Selim y Reda, 2014; Mohammad et al., 2015; Dawood et al., 2015; Pilarsky,
2017), asi como también para la mejora de su desempefio en cultivo. Existen
algunos estudios publicados donde se describe la microbiota nucleo de ciclidos
usando la técnica de secuenciacion de gen 16S rRNA. La microbiota nucleo a
nivel de Phylum esta compuesta de: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes,
Fusobacteria, Planctomcetes y Verrucomicrobia (Tsuchiya et al., 2007; Llewelyn et
al., 2014; Larsen et al., 2014; Baldo et al., 2015; Egerton et al., 2018). Estos
resultados coinciden con los obtenidos en el presente trabajo, donde ademas se
encontré al Phylum Proteobacteria como parte de la microbiota nucleo de la tilapia
(encontrada en el 100% de las muestras).

Por otro lado, se registraron cuatro Phylum de bacterias presentes en el 80% de
las muestras. Estas son: Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria y Bacteriodetes,
este ultimo Phylum presente en menor porcentaje cuando se presenta junto con el
género Cetobacterium en el microbioma de un organismo. Esta modulacion puede
estar dada por la dieta (Hao et al., 2017), y resulta interesante porque el Phylum
Bacteriodetes esta relacionado con la fermentacion de carbohidratos mientras que
el género Cetobacterium se relaciona con la produccion de vitamina B12 (Tsuchiya
et al., 2007; Banerjee et al., 2016).

Los resultados de la abundancia del microbioma a nivel de género encontrados en
el presente trabajo, son similares a los reportados para otras especies de peces
incluyendo a la carpa (Cyprinus carpio ), bagre (Ictalurus punctatus ) (Larsen et al.,
2014). Cetobacterium se presenta en el 100% de las muestras analizadas, este

género ya ha sido reportado como el mas abundante en estudios previos con
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tilapia, pero también en otros peces de agua dulce, como paiche (Arapaima
Gigas), carpa (Cyprinus carpio ), bagre (Ictalurus punctatus ), salmén (M.
salmoides) (Romero et al., 2006; Kessel et al., 2013; Romero et al., 2014; Larsen
et al., 2014; Hao et al., 2017; Ramirez et al., 2108), ademas, como se menciond
anteriormente, se ha descrito que este género esta relacionado con la produccién
de vitamina B12 (Tsuchiya et al., 2007). Aunque la tilapia no necesita la inclusion
de vitamina B12 (FAO, 2020) esta informacion sobre las bacterias presentes
puede estar directamente relacionada con su produccidon, ya que pueden dar
indicios sobre los requerimientos nutricionales de la especie, asi como de las

posibles consecuencias sobre la regulacion de Cetobacterium por la dieta.

Aunque existen algunos reportes acerca del microbioma intestinal de la tilapia y su
modulacién a través de algunos ingredientes, hasta la fecha no existen
investigaciones publicadas en donde se evalue el efecto temporal de la

suministracion de prebidticos en la microbiota intestinal.

En el presente trabajo fue posible observar que, en un margen de dos semanas de
alimentacion, ocurrieron cambios y modificaciones en la microbiota intestinal de la
tilapia que pueden estar impactando de diferentes formas, ya sea a nivel
metabdlico (como la relacion entre Bacteriodetes y el metabolismo de los
carbohidratos en los peces), o bien posiblemente coadyuvando en la expresion de
algunos genes. Se ha reportado que los genes tienen efectos sobre la microbiota
de peces (Li et al., 2018), de hecho algunos trabajos han revelado que, diferente
colonizacion en la microbiota es resultado de genotipos diferentes del huésped
(Smith et al., 2015). Un analisis transcriptomico a las dos semanas de tratamiento,
permitiria conocer si existe una activacion o inactivacion de genes debido a la

suplementacion con prebidticos.
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CONCLUSIONES

-El desempefio en cultivo de la tilapia es mejor con el uso de pared celular de
levadura de Saccharomyces cervisiae, basado en una mayor ganancia de peso y
talla de los organismos.

-Se obtienen organismos con menor porcentaje de grasa total corporal y un menor

indice viscerosomatico.

-La microbiota nucleo en el 95% de las muestras a nivel de Phylum, Fusobacteria,
Proteobacteria, Bacteriodetes y Firmicutes concuerda con la reportada por otros
autores en tilapia. Mientras que, a nivel de género en el 100% de las muestras, fue
Cetobacterium, bacteria con importancia en la produccion de vitamina B12.

-Existe un cambio de la microbiota intestinal como respuesta a la suplementacion
con prebidticos como pared celular de levadura y B-glucanos aislados. Este
cambio inicia a partir de la segunda semana y continua hasta la tercera,
estabilizandose, de manera similar en todos los tratamientos, durante la cuarta

semana.
-Es necesario realizar otros analisis a nivel transcriptomico para observar los

cambios que ocurren durante las dos semanas con mayor diferencia en la

microbiota intestinal de la tilapia.
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ANEXOS

1.-METODOLOGIA CTB

El método CTAB, consiste en los siguientes pasos:

* Colocar las muestras en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml, agregar 480
uL de EDTA 0.5 My 120 pL de lisozima,

* incubar a 37°C por 30 min, posteriormente centrifugar por 2 min a 15,000
rem,

* Una vez realizado lo anterior tirar el sobrenadante, agregar 350 pL de buffer
CTAB a cada tubo,

* agregar 20 pL de proteinasa K en una concentracion de 20 mg/mL y agitar
brevemente,

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

* Agregar 300 pL de LiCl 5M, 5 yL de RNAsa y agitar por un minuto;
posteriormente agregar 600 pyL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y
agitar brevemente, agitar la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente.

* Centrifugar a 13,000 rpm durante 15 min a temperatura ambiente.

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

* Anadir 50 pL de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 1 ml de Etanol 100% FRI;
agitar y colocar a -20°C toda la noche.

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

* Agregar 750 pL de etanol al 70%, agitar por 15 min a temperatura
ambiente,

* Enseguida centrifugar a maxima velocidad (14,000 rpm) durante 5 min a
temperatura ambiente y retirar el sobrenadante por decantacion,

* Secar el pellet de ADN en una campana de flujo laminar, una vez seco,
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* Anadir 20 yL de agua de 18Q estéril a temperatura ambiente para
resuspender el pellet, mediante pipeteo.

* Calentar los tubos a 95°C por 5 minutos e inmediatamente colocar en hielo,
para medir su pureza y concentracion.

* EI ADN resuspendido se guarda a -20°C.

Tabla de los reactivos que se necesitan en el método de extraccién por CTAB

Cloruro de litio | AM9480 Thermofisher | 2 100ml

RNAsa A 12091-021 Purelink 1 10ml

Lisozima 41805 Norgen Brotek | 1 5g
Corp

Etanol 13397EJ Sigma-Aldrich | 1 500ml

Proteinasa K | 4333793 Invitrogen 1 5ml
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Anexo 2
PROTOCOLO DE SECUENCIACION

Las secuencias generadas por lllumina generalmente son pareadas (pair-end), se
tienen dos secuencias para la misma molécula de ADN, una 3’ -> 5’ y la otra 5’ ->
3. Ademas, el equipo genera una carpeta por muestra con ambas secuencias
comprimidas llamadas:

—nombre_muestra_L001_R1.fastq.gz y nombre_muestra_L002_R2.fastq.gz
Incluso, cada carpeta puede incluir otras subcarpetas con otra informacion y las
secuencias dentro de una subcarpeta llamada Files.

Es necesario, descomprimirlas, limpiarlas, ensamblarlas y convertirlas a fasta;
para cada muestra. Para realizar esto tenemos el script pair-end_cleaner.sh que
hace todo esto para cada una de las muestras (carpetas o subdirectorios) en un
directorio, siempre y cuando las secuencias estén directamente dentro de la
carpeta de cada muestra y no en subcarpetas dentro de la carpeta, como se
muestra a continuacion:

— sample1

| — sample1_L001_R1_001.fastq.gz
| L— sample1_L001_R2_001.fastq.gz
— sample2

| — sample2_L001_R1_001.fastq.gz
| L— sample2_L001_R2_001.fastq.gz
L— sample3

— sample3_L001_R1_001.fastq.gz
L— sample3 L001_R2_001.fastq.gz

Este script estda destinado a procesar rapidamente muchos archivos fastq sin
ningun comando adicional y producir archivos fasta listos para analisis posteriores,

como el filtrado de quimeras y la clasificacion de taxones, el proceso que realiza
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este script es el siguiente, comienza por descomprimir y busca adaptadores, a
continuacion limpia las secuencias (Q20), quita “n”, elimina bases mas alla de 150
para quimica de 2x150, elimina secuencias cortas (<110) ensambla ambas
secuencias pareadas en una sola con PEAR vy las convierte en fasta, es
importante mencionar que esta limpieza esta disefiada para la region V3, V4, y V3-

V4 del 16S rRNA.

Se continuo con la descontaminacion, ya que es probable que existan secuencias
contaminantes, no 16S rRNA, como producto de varios factores. Es aconsejable
eliminar estas secuencias contaminantes antes de continuar con los analisis para
no introducir errores y reducir el tiempo de procesamiento de los datos. Las
secuencias contaminantes pueden ser: Quimeras, secuencias eucarioticas,
humanas, virales,18S ribosomal o 16S (mitocondrial/cloroplastos). La limpieza
mas importante en este tipo de analisis son las quimeras, ya que durante el
proceso de amplificacién por PCR se pueden producir secuencias que no son
productos reales de la amplificaciéon del gen 16S(secuencias quimeéricas), por lo
tanto es necesario eliminarlas, para esto se utiliza el programa VSEARCH usando
como referencia un set de secuencias estandar como SILVA 128, este proceso se
corre mediante el script chimera_detector.sh que produce un reporte y nuevos
archivos multifasta, de los ya se ha eliminado las secuencias quiméricas, y pueden
ser usados para los subsecuentes analisis (QIIME o clasificacion por RDPR o
mg_classifier), este ultimo fue el utilizado ya que elimina singletons (secuencias
unicas), clasifica a todos niveles, desde especie hasta phylum, es rapido,
clasificar, 16S con diferentes bases de datos y calculo indices de diversidad alfa y
beta. El script genero varios archivos: tabla tipo excel (otus.tsv) con los resultados,
tabla para usar con STAMP (Bacteria.spf o Eukaryota.spf), clasificacion solo hasta
género (genus.tsv), tabla con los numeros de secuencias por taxdon
(OTUs_taxon.tsv),archivo con muestras primero y luego la taxonomia, util para
usar con KRONA (samples-tax.tsv), subdirectorio (diversity) con los archivos de
diversidad alpha.txt, beta.bray_curtis.sorted.txt, beta.bray_curtis.tree,

a”



beta.bray_curtis.txt, otus.txt, rare.txt, archivo log (mg_classifier.log)y un reporte
(mg_classifier.report), todo esto se clasifico con la base de datos, EzBioCloud-1.5

4



