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Resumen

El camaron blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei), en términos de valor
econOémico, es una de las especies mas importantes para la acuacultura a nivel
mundial, y representa en México la especie mas importante en ese contexto. La
demanda de L. vannamei ha experimentado un incremento a nivel mundial afio con
afio; aunado a esto, los productores enfrentan graves retos, que en ocasiones
implican pérdidas de hasta la totalidad de la produccion debido a distintas
enfermedades que impactan la acuacultura de L. vannamei. Estos retos han llevado
al desarrollo de practicas que permitan obtener un mayor rendimiento de la
produccion, o la obtencién de camarones mas resistentes a enfermedades entre
otras. Una de estas practicas involucra el uso de prebibticos que impacten de
manera positiva en el camaron mediante la modulacion de la comunidad microbiana
en su tracto digestivo. La agavina es un polisacarido ramificado compuesto en su
mayoria de fructanos y que se encuentra en distintas variedades de agave, en los
cuales, tiene la funciéon de ser un carbohidrato de reserva. En este trabajo se
contaron con tres grupos experimentales, cada uno de ellos compuesto por 20
camarones. Cada grupo se mantuvo en una jaula bajo condiciones reales de cultivo
en una granja de produccién de camaron. A cada grupo se le suministré una de las
tres dietas experimentales evaluadas: dieta basal, dieta suplementada con agavina
al 2 %, y dieta suplementada con agavina al 10 %. Cada grupo experimental fue por
triplicado, para un total de 9 jaulas Se evalu6 el impacto de la agavina, tanto en el
rendimiento, como en la comunidad microbiana del hepatopancreas y del intestino
de L. vannamei, dos de los érganos mas importantes implicados en la digestion y
absorcion de nutrientes. Esto mediante secuenciacion de las regiones
hipervariables V3-V4 del gen 16S del rARN, lo que revel6 que la agavina impacta
en la composicion de la microbiota de manera dependiente de la concentracion y
que el impacto también es 6rgano-dependiente. Los grupos alimentados, con la
dieta suplementada con agavina al 10%, mostraron tener una mayor
abundancia/presencia de bacterias probiéticas, sin embargo, en la cuestién de la
tasa de conversion alimenticia, el grupo de camarones alimentados con la dieta

suplementada con agavina al 2 % fue mejor. Esto revela que la agavina es capaz
1



de modular la microbiota del camarén blanco del Pacifico e impacta en su
crecimiento; ademas, tanto la concentracion del prebiético, como el efecto 6rgano-
dependiente son factores importantes a tomar en cuenta a la hora de elegir una

estrategia que involucre implementar el uso de agavina como prebidtico.
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1. Introduccion
1.1 Microbiota de camardon

La diversidad de microorganismos que habitan el tracto digestivo, o
microbiota, tienen un efecto profundo en la fisiologia del hospedero, en aspectos
como el metabolismo de nutrientes, la resistencia a infecciones y el desarrollo del
sistema inmune (Wall et al, 2009; Clarke et al, 2014; Mueller et al, 2015). En
humanos, actualmente, se considera que la microbiota del tracto digestivo tiene un
rol critico incluso en el desarrollo y diversas funciones del sistema nervioso central,

lo que hoy conocemos como el eje microbiota-intestino-cerebro (Fung et al, 2017).

En camarones, los factores ambientales del agua y sedimentos, juegan un
rol clave en la microbiota del tracto digestivo del camardn ya que, a comparacion
con los mamiferos, en los decapodos, como los camarones, langostas o cangrejos,
el tracto digestivo es inicialmente poblado por la microbiota de su ambiente (Zhang
et al, 2017; Feinman et al, 2017). Cornejo-Granados et al, (2018) describieron, en
un meta-analisis que contempld 199 muestras de 16 estudios, los distintos factores
gue contribuyen a dar forma a la microbiota de Litopenaeus vannamei, Alvinocaris
longirostris, Penaeus monodon, Macrobrachium nipponense, Macrobrachium
asperulum, Neocardina denticulata y Macrobrachium rosenbergii. Se report6 que la

salinidad del agua es el factor que méas impacta sobre la microbiota (Figura 1).
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Las muestras de camarones de agua marina (L. vannamei, A. longirostris, P.
monodon) se caracterizaron porque a nivel de fila, su microbiota estaba dominada
por Proteobacteria, a diferencia de las muestras de camarones de agua fresca,
ademas, las muestras de agua marina presentaron una mayor abundancia de
Tenericutes y Fusobacteria. En contraste, las muestras de camarones de agua dulce
(M. nipponense, M. asperulum, N. denticulata, M. rosenbergii), presentaron una
mayor abundancia de Firmicutes. A nivel de familia, Rhodobacteraceae,
Vibrionaceae, Helicobacteraceae y Pseudoalteromonadaceae, fueron mas
abundantes en camarones de agua marinas, mientras Oxalobacteracear,
Comamonadaceae y Bacillaceae, estuvieron mas enriquecidas en camarones de
agua dulce. Ademas, éstas ultimas mostraron tener una mayor diversidad bacteriana
gue los camarones de agua salada, esto concuerda con diversos estudios que
reportan una mayor diversidad y riqueza en cuerpos de agua fresca, con respecto
al agua marina (Wang et al, 2012; Lee & Eom, 2016; Balmonte et al, 2020), lo que
deja de manifiesto la importancia de los factores ambientales en la microbiota del

camaron.

1.1.2 Microbiota de L. vannamei

L. vannamei y P. monodon, representan cerca del 86 % de la produccién de
camaron cultivadas a nivel mundial, siendo las especies mas importantes en términos
de valor econémico (Gillett, 2008). Ambas, son consideradas especies de agua salada,
es por lo tanto, comdn que ambas especies tengan una microbiota intestinal
dominada por los grupos taxonémicos similares a nivel de fila. Rungranssamee et
al, (2014) encontré que en el tracto digestivo de P. monodon, Proteobacteria,
Bacteriodetes, Firmicutes, Fusobacteria, y Actinobacteria son las filas dominantes,
tanto Wild Type (Wt), como en acuacultura, difiriendo en la abundancia de algunos
de éstas filas bajo diferentes condiciones. Mientras que Cornejo-Granados et al,
(2017) describieron que las filas mas abundantes en el tracto digestivo de L.
vannamei, tanto en Wt como en camarones de acuacultura son: Proteobacteria,
Cyanobacteria, Actinobacteria y Firmicutes. Ambos estudios mostraron que el

camaron en ambiente silvestre presenta una microbiota distinta al cultivado.
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El camardn blanco del Pacifico (L. vannamei), por su valor comercial es la
mas importante a nivel nacional. Hacia el afio de 2017, México se ubico en el 7°
lugar en la produccién de esta especie, con una produccion de 227,929 toneladas,
y un crecimiento anual medio de 1.67% en los ultimos 10 afos (Figura 2)
(CONAPESCA, 2017 & 2018).
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Figura 2. Serie historica de la produccién de L. vannamei de anual, por método de produccion (CONAPESCA.,
2017

1.1.3 Factores biolégicos tienen un impacto en la microbiota en L. vannamei

La composicion de la microbiota en L. vannamei depende, en primer lugar,
de factores ambientales como la salinidad del agua, pero también de factores como
la dieta, y aspectos biolégicos que involucran al hospedero, como pueden ser los
organos, el estado de desarrollo, etc. (Rungrassamee et al, 2014; Cheung et al,
2015; Cornejo-Granados et al, 2017 & 2018; Garcia-Lopez et al, 2020). (Figura 3).

Cornejo-Granados et al, (2018), mediante un meta-analisis que contemplé
199 muestras de 16 estudios analizaron el efecto que factores como el entorno,
organo o etapa de desarrollo tienen en la microbiota, encontrando que el entorno

tiene el maximo impacto en la estructura y funcién de la microbiota, seguido por el
7



organo y, por ultimo, la etapa de desarrollo (Figura 4). Interesantemente,
encontraron que, entre camarones con la misma etapa de desarrollo, hay una
microbiota 6rgano-dependiente, la cual varia en funcién del estado de desarrollo del
camaron. Siendo dos de los 6rganos mas importantes para la nutricion del camaron

el hepatopancreas e intestino.
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Figura 4. Los boxplots indican el indice la diversidad filogenética para las distintas categorias que tiene un
impacto en la microbiota de camarones de agua salada. Modificado de Cornejo-Granados et al, 2018
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1.1.4 Estructura del tracto digestivo en camaroén

Los camarones tienen un tracto digestivo morfolégicamente tipico de los
decapodos y se puede dividir en tres partes principales: el intestino anterior,
intestino medio e intestino posterior. El intestino anterior comprende el es6fago y el
estbmago cardiaco, es el sitio en donde comienza la digestion mecanica y
extracelular. El intestino medio, el cual consiste en el estomago pil6rico y el
hepatopancreas. Esta seccion ademas se extiende como un tdbulo delgado que
inicia en la unién del estbmago y el hepatoancreas hasta el intestino posterior.
Finalmente, el intestino posterior, el cual se prolonga hasta el ano. (Figura 5) (Dall
et al, 1990; McGaw & Curtis, 2013).

El esofago (E) canaliza el alimento ingerido hacia el estbmago cardiaco,
encargado principalmente de la digestibn mecanica y enzimatica del alimento. El
estdmago cardiaco cuenta con un sistema de osiculos calcificados que constituyen
estructuras que permiten la digestiébn mecanica del alimento (L, M). Una vez llevada
a cabo la digestion mecanica, el alimento pasa por un primer filtro localizado en la
region ventral del estbmago cardiaco (CF), para posteriormente ser transportado
por los canales del filtro cardiopilérico (CP) a la camara ventral del filtro pilorico (PF).
Mientras que el alimento retenido en el estbmago cardiaco, es posteriormente
transferido al estobmago pil6rico, conformado por la camara dorsal (DC), el filtro
cardiopilérico (CP) y la cadmara medial (MC), en esta ultima, el alimento es
compactado. La fraccién liquida obtenida pasa por un segundo proceso de filtrado
(flechas) ylos so6lidos compactados son posteriormente transportados al intestino,
en donde continda su transito hasta el ano. Los filtros cardiopilérico y pilorico estan
conformados por numerosos canales que se encuentran cubiertos de estructuras
tipo cerdas capaces de retener particulas mayores de ~ 1000 nm. Aquellas menores
a este tamafo, pueden proceder hacia el atrio (A) y posteriormente al
hepatopancreas (T) (Vogt, 2019; Pattarayingsakul et al, 2019).
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Figura 5. Estructura del tracto digestivo en camarén. Modificado de Vogt, 2002; Corteel, 2013.
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1.1.4.1 Hepatopancreas estructura y funcién en la digestién e inmunidad del
camaron
En crustaceos decapodos, el hepatopancreas, es la glandula principal

involucrada en el proceso digestivo, teniendo un papel clave en la absorcion y
almacenamiento de nutrientes y energia, asi como en procesos de excrecion. Este
organo ocupa la mayoria de la cavidad cefalotoracica, ubicado posteriormente a la
porcion cardiaca del estbmago. Cuenta con dos secciones separadas, llamadas
I6bulos hepatopancreaticos izquierdo y derecho; sin embargo, ambos I6bulos no
conectan entre ellos directamente, si no que se encuentran separados por una
delgada lamina de tejido conectivo intersticial que forma un septum delgado y fibroso
(Franceschini-Vicentini et al, 2009). Cada uno de los l6bulos hepatopancreaticos se
conecta independientemente y en la regidn ventral al resto del tracto digestivo en la
union que hay entre el estbmago y el intestino medio por un tabulo principal llamado
“tubulo principal hepatopancreatico” (Yellowlees D. 1998; Sousa & Petriella, 2000).
En el sitio de union, el recubrimiento epitelial del estdmago termina de y comienza
epitelio absorbente y secretorio pseudoestratificado del tdbulo principal
hepatopancreatico. A medida que se extiende el tubulo principal hepatopancreatico,
este se ramifica extensamente en los multiples tibulos hepatopancreéaticos de
extremo cerrado, o ciego, que conforman la unidad funcional y morfolégica de cada

uno de los Iébulos hepatopancreéticos (Figura 6).

Intestino anterior

Eséfago

Boca
Ciego posterior
del intestino
medio

Intestino posterior

Figura 6. A) Esquema del tracto digestivo de L vannamei. Modificado de Corteel, 2013. B) Corte transversal del
hepatopancreas que muestra cada uno de los tubulos que conforman el hepatopancreas. Modificado de
Kakoolaki et al, 2011. C) Estructura de un tabulo digestivo, unidad funcional del hepatopancreas en un esquema
de corte longitudinal. Modificado de Wetling, 2013
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En el hepatopancreas se sintetizan distintas hormonas y enzimas digestivas,
como amilasa, maltasa, inulinasa, esterasa, proteasa, carboxipolipeptidasa,
aminopolipeptidasa, dipeptidasa, celulasa, liquensa, quitinasa, alginasa, etc. (Van
Weel, 1974; Yellowlees D. 1998; Sousa & Petriella, 2000). Aunado a esto, el
hepatopancreas tiene ademas un rol clave en la inmunidad del camarén. Las células
epiteliales en el hepatopancreas, son una fuente importante de moléculas
involucradas en la inmunidad: varios tipos de lectinas, hemocianinas, ferritinas,
proteinas con actividad antibacterial y antiviral, enzimas proteoliticas, inhibidores de
serina proteasas bacterianas, moléculas de reconocimiento de superficia
bacteriana, Oxido nitrico, etc. (Figura 7). Algunos tipos celulares en el
hepatopancreas han mostrado incluso ser capaces de internalizar restos celulares
de bacterias patdgenas, para posteriormente liberar antigenos bacterianos. Por
tanto, este érgano esta intimamente involucrado en el procesamiento de antigenos

y eliminacion de patégenos (Részer, 2014).
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Figura 7. Moléculas del sistema inmune del hepatopancreas en decapodos. A) Moléculas representativas en el
reconocimiento y eliminacién de patégenos. B) Secuestro de hierro. C) Inhibicién de virulencia y eliminacion de
patégenos. Modificado de Részer, 2014
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1.1.4.2 Intestino: morfologia y funcion

En los decapodos, el intestino consiste esencialmente en un tubo abierto
continuo que se encuentra posterior a las estructuras que conforman la boca y se
extiende hasta alcanzar la region posterior al ano (Vogt, 1996). El epitelio presenta
una estructura estratificada, cuenta con un tipo celular dominante, de morfologia
cuboidal o cilindrica que se ancla a la lamina basal y con un ndcleo pequefio. En la
zona apical, muestra microvellosidades bien desarrolladas y en la region
citoplasmatica se aprecian vacuolas que presentan actividad secretoria (Figura 8)
(Sousa & Petriella, 2000). Las mucinas son el componente principal del mucus
secretado por las células glandulares o calciformes y cuya funciéon es contender
contra las infecciones causadas por patégenos. En el intestino también proliferan y
prosperan diversas comunidades microbianas cuya actividad funcional y estabilidad
es igualmente importante para mantener la salud del camaron. (Derrien et al, 2010;
Rungrassamee et al, 2014). Es un 6rgano gue no solamente interviene en el proceso
de absorcion de nutrientes, sino que también tiene un papel importante en la

proteccién del camarén (Gao et al, 2016; Rungrassamee et al, 2016).

A LT T
P

Ciego anterior del intestino medio

Hepatopancreas Intestino medio

Intestino anterior

Esofago

Boca

v del intestino
, medio

- Intestino posterior

Figura 8. A) Esquema del tracto digestivo de L vannamei. Modificado de Corteel, 2013. B) Microscopia del corte
transversal del intestino de L. vannamei. EP) Epitelio, EC) Espacio ectoperitréfico, EN) Espacio endoperitréfico.
Flecha) Membrana peritréfica. Modificado de Alexandre et al, 2014. C) Corte longitudinal del intestino de L.
vannamei. a) Microvellosidades. b) Epitelio intestinal. ¢) Nucleo celular. d) Lumen intestinal. e) Altura del epitelio.
f) Grosor de la pared intestinal. Modificado de Duan et al, 2019

La barrera intestinal representa una importante linea de defensa contra
microorganismos potencialmente patdgenos, por tanto, las condiciones ambientales
capaces de ocasionar estrés y comprometer la integridad estructural ya sea de la
mucosa intestinal, como del epitelio, y composicion microbiana tienen un profundo

impacto en la salud del camarén (Suo et al, 2017; Ogata et al, 2017).
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1.1.4.3 La microbiota en el hepatopancreas e intestino

El hepatopancreas, tiene un papel fundamental en la digestion, por su rol
clave en la absorcion y almacenamiento de nutrientes y energia, asi como en
procesos de excrecion, ademas de ser el érgano en el que se sintetizan distintas
hormonas, enzimas digestivas y enzimas clave en la inmunidad del camaron (Van Weel,
1974; Yellowlees D. 1998; Sousa & Petriella, 2000). Estas moléculas tienen un papel
importante en la respuesta del sistema inmune innato en el reconocimiento, union y
posterior eliminacién de patdgenos celulares y virus (Cao et al, 2014; Jiang et al,
2013). Cornejo-Granados et al, (2017) en un estudio que comprendio el analisis de
siete regiones hipervariables (V2, V3, V4, V6, V7, V8, V9) del gen 16s del ARNr,
encontraron que el hepatopancreas es significativamente menos diverso y presenta
una menor riqueza en comparacion con el intestino, independientemente del
entorno de crecimiento (Wt vs camarones de acuacultura). Las filas dominantes en
el intestino son Proteobacteria y Cianobacteria, a nivel de familia Vibrionaceae y
Enterobacteriaceae, mientras que los géneros Vibrio, Photobacterium, and
Paracoccus. Con respecto al hepatopancreas, Proteobacteria es la fila mas
abundante, a nivel de familia, Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, Moraxellaceae y
Pseudomonadaceae fueron las mas abundante en los hepatopancreas, el género,
Photobacterium, Acinetobacter y Vibrio resultaron ser los géneros con mayor
abundancia en los hepatopancreas de los camarones Wt; mientras que en los
cultivados: Pseudomonas, Vibrio y Escherichia. Por su parte Garcia-Lopez et al,
(2020) con el uso de una region hipervariable (V3 o V4), o un amplicon de dos
regiones hipervariables contiguas (V3V4), encontraron que independientemente de
la regién utilizada, el intestino presenta una mayor riqgueza, mientras que el
hepatopancreas una mayor diversidad (Figura 9). Con respecto a la taxonomia, se
pudo observar que la fila Proteobacteria es la mas abundante en el hepatopancreas,
mientras que los géneros mas prevalentes en este drgano son Methylobacterium,
un género no identificado de la familia Methylobacteriaceae y Propionibacterium.
Tanto el filo Proteobacteria como algunos grupos taxonomicos pertenecientes al
género Methylobacterium, son capaces de colonizar suelos, habitats acuaticos y

sedimentos (Dourado et al, 2015; Meena et al, 2015), y se han reportado como parte
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de la microbiota del tracto digestivo de L. vannamei (Johnson et al, 2018; Garcia-
Lopez et al, 2020), la prevalencia de estos grupos taxondmicos podria implicar una
mayor presion selectiva del hepatopancreas, con respecto al intestino, sobre la
estructura de la microbiota, ya que en el hepatopancreas se da la produccion y
secrecion de moléculas antibacterianas como lectinas, hemocianinas y ferritinas,
entre otras (R&szer, 2014). En el intestino, Proteobacteria y Cianobacteria se
reportaron como las fila mas abundantes, mientras que a nivel de género, los mas
prevalentes, fueron un género no identificado del orden Stramenopiles, un género
no identificado de la familia Vibrionaceae, Vibrio y Propioniogenium. Tanto las filas
Proteobacteria como Cianobacteria han sido reportadas como parte del
bacterioplancton del intestino de camarén (Dourado et al, 2015; Meena et al, 2015;
Garcia-Lépez et al, 2020), ambas filas consideradas prevalentes en ambientes de
aguas costeras y salobres (Tai & Palenik, 2009; Chen et al, 2017; Zogratt et al,
2018), dejando de manifiesto la importancia que tienen los diferentes factores
ambientales en la microbiota del intestino de L. vannemi, ya que se ha reportado
gue este 6rgano presenta una mayor similitud en la microbiota con el ambiente en
el que habita el camardon a comparacion del hepatopancreas. (Cornejo-Granados et
al, 2017).

Estos resultados son acordes a los presentados en otros estudios y que
sugieren que la microbiota en el tracto digestivo de L. vannamei, es 6rgano-
dependiente (Cornejo-Granados et al, 2017 & 2018, Cheung et al, 2015). Factores
como la alimentacion, contaminacion, condiciones de hambruna, demandas
fisiolégicas causan alteraciones en la estructura morfolégica e histologica, no
solamente del tracto digestivo, también pueden llegar a causar una disrupcion en
las comunidades microbianas, y con esto, el potencial de propiciar la aparicién de

estados patologicos (Vogt, 1987).
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Figura 9. Independientemente de la region hipervariable, se observa la misma tendencia en los indices de
la diversidad alfa: riqueza (A), y diversidad (B). Revelando un efecto érgano-dependiente en la composicion
de la microbiota. Garcia-L6pez et al, 2020.

1.1.5 Microbiota y estados patoldgicos en L. vannamei

Los crustaceos no poseen inmunoglobulinas o un mecanismo de defensa que
confiera memoria inmunoldgica surgida después del primer encuentro con algin
patdgeno; sin embargo, su éxito evolutivo sugiere la existencia de un eficiente
mecanismo de defensa. El sistema inmune no especifico en invertebrados se
compone de una amplia variedad de moléculas y células especializadas que
circulan por el organismo. Las células involucradas en los mecanismos de defensa
pueden generar respuestas inflamatorias, fagociticas o citotéxicas. Esto, aunado a
la gran variedad de moléculas antimicrobianas que generan, se traduce en una
amplia gama de reacciones que los organismos invertebrados pueden emplear en
respuesta a microorganismos o0 xenobidticos (Roch 1999; Martinez et al, 2007;

Aguirre-Guzman et al, 2009).

Distintos estudios se han dado a latarea de describir el impacto de distintos
estados patolégicos en la microbiota (Tabla 1). Yu et al, (2018) encontraron que las
enfermedades: Necrosis Aguda Del Hepatopancreas AHPND (Del inglés: Acute
Hepatopancreatic Necrosis Disease), Sindrome de Haces Blancas WFS (Del inglés:

White Feces Syndrome), Sindrome de Muda en Mysis MMS (Del inglés: Mysis Mold
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Syndrome), Sindrome de crecimiento lento SGS (Del inglés: Slow Growth
Syndrome), encontrando que la abundancia relativa de Gammaproteobacterias, y
potenciales patdgenos oportunistas como Alteromonadales y Aeromonadales es
mayor en camarones enfermos, mientras que hubo una disminucién de
Alphaproteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria. Ademas, encontraron que la
diversidad de la microbiota en los intestinos de los camarones enfermos se vio
disminuida de manera significativa en comparacion con los camarones sanos. Por
su parte, Cornejo-Granados et al, (2017) encontraron en intestinos de camarones
enfermos (AHPND) un enriquecimiento de Aeromonas taiwanensis, ademas de
Microbispora rosea y Simiduia agarivorans. Mientras que en hepatopancreas de
camarones enfermos encontraron un enriguecimiento de Photobacterium
angustum. Interesantemente, reportaron que la diversidad y la riqueza en los
intestinos de los camarones enfermos aumento significativamente en comparacion
con los intestinos de los camarones sanos. Mientras que en los hepatopancreas, la
riqueza fue mayor, sin embrago, la diversidad se vio disminuida en comparacion con

los hepatopancreas de los camarones saludables.

Tabla 1. Estudios que han evaluado el impacto sobre la microbiota de distintos estados patoldgicos.

) Cambios
Enfermedad Organo en la Estudio
microbiota

Xiong et al,
2017 & 2015

Hou et al,
Sindrome de Haces Blancas WFS (Del inglés: . ) 2018
White Feces Syndrome) Intestino Si

Yu etal, 2018

Dai et al,
2019

Cornejo-
Granados et

Necrosis Aguda Del Hepatopancreas AHPND Hepatopancreas, al. 2017

(Del inglés: Acute Hepatopancreatic Necrosis Intestino, Si

Disease) estomago. Chen et al,

2017
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Sindrome de las manchas blancas WSSV (Del

inglés: White Spot Syndrome Virus) Intestino

Mionecrosis Infecciosa Viral IMNV (Del inglés:

. o Intestino
Infectious myonecrosis virus)

Sindrome de crecimiento lento SGS (Del Hepatopancreas,
inglés: Slow Growth Syndrome) intestino

Sindrome de Muda en Mysis MMS (Del inglés: Todo el camarén,
Mysis Mold Sindrome) intestino

Camaron de algodén CSD (Del inglés: Cotton

Shrimp-like Disease) Intestino

Si

No

Si

Si

Si

Yu etal, 2018

Wang et al,
2019

Forte et al,
2019

Shi et al,
2017

Xiong et al,
2017b

Yu etal, 2018

Zheng et al,
2017

Zhou et al,
2019

Los distintos estados de enfermedad restan importancia a los factores

deterministicos que le dan forma a la microbiota en animales saludables (Yu et al,

2018); por ejemplo, la respuesta inflamatoria puede alterar el balance de una

microbiota saludable, con lo cual se ve minimizada la perdida de resistencia a la

colonizacion del hospedero, y con esto conferir una ventaja competitiva a

potenciales patdégenos sobre los microorganismos comensales (Kamada et al,

2013). El grado de disbiosis de la microbiota esta intimamente relacionado con la

severidad o el riesgo de la aparicion de enfermedad en el hospedero. Entender la

manera en la que una comunidad microbiana compleja se establece e interactia con

el sistema inmune, la dindmica de esta comunidad en funcién de condiciones
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ambientales, alimentarias, estrés, o condiciones de salud, es fundamental y es un
campo abierto de investigacidbn que se encuentra retomando importancia en los

crustaceos.

1.2 Moduladores de la microbiota en L. vannamei

Distintas aproximaciones se han desarrollado para modular la microbiota de
las distintas especies de camardn cultivable que permitan mejorar su salud,
disminuir la propensién a ser colonizados por patdgenos y aumentar la productividad
durante su cultivo. Una de las aproximaciones que se han implementado para
disminuir la incidencia de enfermedades es mediante la administracion de dietas
suplementadas con bacterias reportadas como probiéticas, como lo son los géneros
Bacillus, Lactobacillus o Bifidobacterium,. Este tipo de bacterias pueden ejercer su
actividad probiotica en el tracto digestivo de L. vannamei al inhibir la proliferacion de
patégenos, estimular la respuesta inmune, promover el crecimiento del camaron, la
supervivencia o adquisicion de nutrientes (Hao et al, 2014; Javadi & Khatibi, 2017;
Tepaamorndech et al, 2019; Wang et al, 2019b). Otra de las aproximaciones que se
han evaluado, consiste en la modulacién de la microbiota mediante la administracion
de dietas suplementadas con prebidticos, principalmente polisacaridos como
inulina, amilosa o fructooligosacaridos, los cuales son capaces de promover el
crecimiento, supervivencia e impactar de manera positiva en el rendimiento
inmunoldgico de L.vannamei, asi como reducir la abundancia relativa de potenciales
patdgenos como los géneros Formosa y Pseudoalteromonas, o las especies Vibrio
tubiashii y V. parahaemolyticus (Luna-Gonzélez et al, 2012; Bolivar-Ramirez et al,
2013; Hu et al, 2018; Duan et al, 2019).

Una amplia variedad de inmunoestimulantes ha sido utilizados para mejorar
la produccibn de organismos acuaticos cultivados, entre estos: anti-
lipopolisacéaridos, acidos grasos de cadena corta, polisacaridos, etc. (Duan et al,
2017; Supungul et al, 2017; da Silva et al, 2016; Wu et al, 2007; Siwicki et al, 1994,
Chen & Ainswort, 1992).
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1.3 Acidos grasos de cadena cortay su efecto L. vannamei y en su

microbiota

La microbiota intestinal produce &cidos grasos de cadena corta mediante los
procesos de fermentacion de la fibra resistente a la digestion, lo que provee al
hospedero con nutrientes para la regeneracion, reparacion y proliferacion celular en
el epitelio intestinal; ademas, han mostrado tener un efecto positivo en la actividad
enzimatica digestiva. Aunado a lo anterior, los acidos grasos de cadena corta,
también tienen el potencial de inhibir la proliferacion de bacterias patdégenas
(Becattini et al, 2016; lwanek et al, 2016; Koh et al, 2016).

da Silva et al, (2016) encontraron que dietas suplementadas con butirato o
propionato, tienen un efecto positivo sobre el crecimiento de L. vannamei, también
promovié una mayor retencién de nitrégeno, lo que indica una mejora en la
digestibilidad de las proteinas,de igual manera, reportaron un efecto positivo de la
respuesta inmune, reflejado por una mayor aglutinacién de suero en los camarones
alimentados con las dietas suplementadas., aunado a esto, reportaron que la
administracion de dietas suplementadas con butirato disminuye la abundancia de
Vibrio en intestinos de L. vannamei (da Silva et al, 2016).

La administracién de dietas suplementadas con polihidroxibutirato (PHB), ha
mostrado tener un efecto positivo en la digestibilidad de lipidos y polisacaridos en
L. vannamei, reflejado en un aumento de la actividad enzimatica de proteasas,
tripsina, quimotripsina y amilasa en el intestino de L. vannamei, aunado a un
incremento significativo en la longitud y grosor de las microvellosidades en este
organo (da Silva et al, 2016). Duan et al, (2017) encontraron que la suplementacién
con PHB incrementa la expresion de genes TOR, 4E-BP, elF4E1a, y elF4E2, de la
via mTOR. La suplementacion en la dieta con 1% de PHB incrementa tanto la
diversidad como riqueza en el intestino de L. vannamei. A nivel de fila,
Proteobacteria se encontro significativamente enriquecida en los intestinos de los
camarones alimentados con la dieta suplementada con PHB al 1%, A nivel de clase,
Gammaproteobacteria y Bacilli. Mientras a nivel de género, Bacillus, Lactobacillus,
Lactococcus, Paenibacillus y Bdellovibrio se encontraron enriquecidos en los

intestinos de los camarones alimentados con la dieta suplementada.
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1.4 Los polisacéridos modulan la microbiota del tracto digestivo de L.
vannamei

El uso de prebioticos es una de las aproximaciones que se han adoptado para
modular la microbiota de las especies que se obtienen de la acuacultura,
principalmente los polisacaridos (carragenanos, laminaranos, f-glucanos, quitosan,
quitina, fucoidanos, oligosacaridos, etc.), capaces de regular el crecimiento, e
impactar de manera positiva en la estimulacion inmunologica de especies acuaticas
(Figura 10) (Meshram et al, 2015; Sivagnanavelmurugan et al, 2014; Deng et al,
2015; Murthy et al, 2009; Rodriguez et al, 2007; Kumar et al, 2006; Chang et al,
2000).
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Figura 10. Los acidos grasos de cadena corta en el intestino promueven el enriquecimiento de géneros

probidticos y la expresion de genes que promueven la integridad estructural en el intestino. Asi mismo reducen
la abundancia de potenciales bacterias patdgenas. Modificado de Rahim et al, 2019.

Zhai et al, (2019) reportd que el uso de dietas suplementadas con
polisacaridos extraidos de Astragalus membranaceus, y administradas a L.
vannamei, tuvo un efecto protector en contra de la infeccion causada por V.

parahaemolyticus, reflejado en una disminucion de la mortalidad acumulada, en
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comparaciéon con el grupo de camarones a los cuales no se les suministré el
prebiotico. Duan et al, (2019) encontraron que la suplementacion dietética con
almidon resistente a la digestion tuvo un efecto positivo en L. vannamei, mejorando
la morfologia de las células epiteliales, grosor del epitelio y de la lamina basal
(Figura 11); asi como una mayor actividad de enzimas digestivas, como amilasas,
lipasas, tripsinas y pepsinas. La actividad de las enzimas fenol oxidasa, y 6xido
nitrico sintasa de igual manera se vieron incrementadas en los camarones
alimentados con una dieta suplementada con amilasa, asi como el contenido de

oxido nitrico y la capacidad antioxidante total.

Los cambios en la microbiota intestinal ocasionados por la administracion de
amilosa resistente a la digestion también incrementaron la abundancia, a nivel de
fila de Proteobacterias, Verrucomicrobia y Acidobacteria, mientras provocd una
reduccion de Bacteroidetes y Tenericutes. A nivel de clase, la abundancia de
Acidobacteria Proteobacteria, Gammaproteobacteria, y Verrucomicrobiae se vio
incrementada, en los grupos alimentados con una dieta suplementada con amilosa,
mientras que disminuyo la frecuencia relativa de Flavobacteriia con respecto al
grupo alimentado con la dieta control. A nivel de género, la abundancia de bacterias
potencialmente benéficas se vio aumentada en los grupos alimentados con amilosa,
entre ellas, Lutimonas, Ruegeria, Shimia, Mesoflavibacter y Mameliella, mientras
que la abundancia de géneros potencialmente patégenos, como Formosa y
Pseudoalteromonas se vieron disminuidos. La adicibn de almidéon con alta
concentracion de amilosa, asimismo propicié el incremento de acidos grasos de
cadena corta, como acido propionico, acido butirico, acido acético y acido valérico
en los camarones alimentados con amilosa resistente a la digestion con respecto a

los camarones del grupo control.
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Figura 11. Comparacién del tejido intestinal de L. vannamei después de ser alimentado por 56 dias con una
dieta suplementada con almidon resistente a la digestion a diferentes concentraciones: Control, 0%; RS1, 10
o/kg; RS2, 30 g/kg; RS3 50 g/kg. Tanto la longitud del epitelio intestinal (A) como la pared intestinal (B) se ven
aumentados por la suplementacion con prebiético. Modificado de Duan et al, 2019

1.5 Fructooligosacéridos e Inulina: impacto en la microbiota del tracto
digestivo de L. vannamei

La inulina, o fructanos tipo inulina, representan el principal polisacéarido
utilizado como prebidtico, encontrado principalmente en especies vegetales como
carbohidrato de almacenamiento energético (Niness, 1999; Roberfroid, 2005).
Quimicamente, la inulina y los fructanos tipo inulina estdan conformados por
estructuras lineales polidispersas de carbohidratos unidos casi exclusivamente
mediante enlaces fructosil-fructosa B (2-1), en ocasiones pudiendo estar presente
una a-D-glucosa, debido a la conformacion B en el carbono anomérico de las
fructosas que la conforman (Figura 12). La inulina es resistente a ser hidrolizada por
las enzimas digestivas, pero es susceptible a ser fermentada en el tracto digestivo
(Roberfroid, 2005).

El uso de inulina, como prebidtico utilizado en la suplementacion de alimentos
para L. vannamei, ha mostrado incrementar la actividad del sistema fenol oxidasa,
lo que implicaria un potencial uso como promotor de la proteccion contra WSSV o
algunas bacterias patégenas del género Vibrio (Luna-Gonzélez et al, 2012; Bolivar-
Ramirez et al, 2013).
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El uso de fructooligosacaridos ha demostrado tener un efecto positivo en el
aprovechamiento de nutrientes, como promotor del crecimiento y de la resistencia
de distintas especies animales, al modificar la microbiota gastrointestinal (Li et al,
2007, Zhou et al, 2007). Hu et al, (2018) evaluaron una dieta suplementada con
fructooligosacéridos (FOS) en L. vannamei encontrando un mejor rendimiento en el
crecimiento y ganancia de peso en los grupos suplementados con FOS
posiblemente por un aumento en la actividad de las enzimas digestivas. Aunado a
lo anterior, es notable que la abundancia relativa de las especies reportadas como
patégenos, V. tubiashiiy V. parahaemolyticus, disminuy6 en los grupos tratados con
FOS. Zhou et al, (2007) encontraron una tendencia favorable en el crecimiento de
L. vannamei, al ser alimentado con una dieta suplementada con FOS (Profeed®).
El conteo total de hemocitos, el estallido respiratorio, también se vieron aumentados
en los grupos alimentados con la dieta suplementada con FOS con respecto al
grupo control. Li et al (2007), al evaluar una dieta suplementada con FOS,
encontraron un aumento en el conteo total de hemocitos, y en el estallido
respiratorio. La adicion del prebidtico mostré incrementar la abundancia de los
géneros Alkalibacillus y Micrococcus, Lactobacillus y Streptococcus faecalis en el
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intestino de L. vannamei, los cuales comprenden bacterias gram-positivas, aerobias
y haldfilas (Jeon et al, 2005; Joshi et al, 2008). Aquabacterium y Rosebacter son
otros de los géneros cuya abundancia se vio aumentada en camarones alimentados
con una dieta suplementada con FOS, siendo el primero de bacterias micro-
aerdfilas, capaces de utilizar nitritos y oxigeno como aceptor de electrones; el
segundo genero comprendido por bacterias fotosintéticas encontradas en
ambientes marinos (Wagner-Dobler & Biebl, 2006). Estos cambios en la microbiota
del intestino de L. vannamei, pueden implicar un efecto benéfico en su salud al
incrementar la respuesta inmune no especifica y al incrementar la concentracion de
acidos grasos de cadena corta, como se ha reportado en otros estudios (Li et al,
2007; Bailey et al, 1991).

1.5 Agavina: prebiético capaz de modular la microbiota.

La agavina, o fructanos de agave, son mezclas complejas de fructanos
presentes en las especies de agave, como Agave tequilana, A. angustifolia, A.
potatorum, A. salmiana y A. fourcroydes. A diferencia de la inulina, que presenta
solo enlaces B (2-1) (Figura 13), la agavina estd compuesta de mezclas complejas
con enlaces B (2-1) y B (2-6), con una molécula de glucosa en la parte externa o en
la parte media llamados graminanos o fructanos de tipo neoserie respectivamente
(L6pez et al, 2003; Mancilla-Margalli & Lopez, 2006).
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Figura 13. Representacion esquematica de las principales diferencias estructurales entre la inulina (A) y la
agavina (B)
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Las agavinas funcionan como fibra dietética resistente a la digestion,
utilizadas como prebidticos, teniendo el potencial para promover el crecimiento de
bacterias probidticas, asi como la produccion de acidos grasos de cadena corta,
que pueden servir como indicadores de una microbiota intestinal sana. Santiago-
Garcia & Lépez (2014) encontraron que la ingesta energética fue menor en ratones
alimentados con una dieta suplementada con agavina de A. potatorum y A.
angustifolia, con respecto a un grupo control, atribuido a una mayor concentracién
de glucagén-1 en la regién proximal y media del colon, aumentando incluso el doble
en la region media del colon en los ratones alimentados con agavina de A.
angustifolia. La concentracién de gherelina en la vena porta, por su parte, fue
inferior en los ratones alimentados con las dietas suplementadas con prebi6ticos
con respecto a los ratones del grupo control. El analisis del peso del cecum fue
significativamente mayor en los ratones alimentados con la dieta suplementada con
el prebiotico, ademas de una considerable reduccion del pH, atribuido a la
concentracion de acidos grasos de cadena corta (propidnico y butirico), la cual se
vio promovida por la adiciébn de agavina a la dieta. Huazano-Garcia et al, (2017)
evaluaron el impacto de dietas suplementadas con agavina u oligofructosa, sobre
la microbiota de ratones alimentados previamente con una dieta alta en grasa. Los
ratones alimentados con la dieta suplementada con los probiéticos mostraron una
reduccion de peso mas acelerada, con respecto a los ratones alimentados con una
dieta sin prebidtico. El analisis de la region hipervariable V4 del gen 16s rRNA,
mostré que la dieta suplementada con agavina promueve la abundancia de los
géneros Citrobacter y Klebsiella, mientras que causé una disminucion de los
géneros Lactobacillus, Ruminococcus, Prevotella y Coprococcus. La dieta
suplementada con oligofructosa caus6 un incremento de los géneros Prevotella,
Faecalibacterium y Allobaculum, mientras que causé una disminucion de los
géneros Lactobacillus, Enterococcus, Odoribacter, Adlercreutzia, Desulfovibrio y

Ruminococcus.

Algunos estudios se han dado a la tarea de evaluar el efecto de fructanos de
agave (agavina) como promotores del crecimiento, resistencia a patdégenos o

impacto en el sistema inmune de L. vannamei (Tabla 2), Estos efectos se han
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reportado como un aumento en el conteo total de hemocitos en hemolinfa o en una
menor mortalidad al ser retados con patdogenos como WSSV (Partida-Arangure et
al, 2013). Aunque cabe sefalar que dichos trabajos no analizaron el efecto de la

agavina en la microbiota.

Tabla 2. Estudios que han evaluado el efecto de alimentos suplementados con agave.

Especie Organo Efecto Referencia
A. Hemolinfa Menor carga viral de WSSV. Luna-Gonzalez
tequilana Incremento en la supervivencia contra etal, 2012

WSSV. Partida-Arangure

Incremento significativo de la actividad etal 2013

fenol oxidasa.

Gutiérrez-
Incremento en el conteo total de hemocitos. Dagnino
et al, 2015
A. Hemolinfa, Promotor del crecimiento. Pefia-Rodriguez

lechuguilla hepatopancreas Aumento de la altura del epitelio y el area et al, 2015

de los tubulos del hepatopancreas.

A pesar de que existen en la literatura diferentes trabajos que evalian
distintas fibras resistentes a la digestion en el rendimiento del cultivo de varias
especies de camardn, en comparacion a los trabajos en otras especies, son pocos
los que evalldan el impacto sobre la microbiota (Andrino et al, 2015; Li et al, 2018;
Li et al, 2018b). Por tanto, es necesario indagar mas en el efecto que tienen las
distintas fibras en funcién de su estructura, tipos de enlace, grado de polimerizacién,

etc. sobre la composicion de la microbiota en L. vannamei.

En este trabajo se evalu6 el impacto que tienen dietas suplementadas con
distintas concentraciones de agavina, en la microbiota de los principales 6rganos
del tracto digestivo de L. vannamei, y el efecto en su crecimiento en condiciones reales

de cultivo.
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2 Hipotesis

El alimento suplementado con agavina tiene un efecto favorable la eficiencia
alimenticia del cultivo de L. vannamei a través de cambios en la microbiota del
intestino y el hepatopancreas, ademas de promover el enriquecimiento de

microorganismos con potencial probidtico en comparacion con alimento sin fibra.

3 Objetivos

3.1 General
Evaluar el impacto de una dieta suplementada con 2 y 10% de agavina en el
rendimiento y la composicion de la microbiota del hepatopancreas e intestino de L.

vannamei en un bioensayo bajo condiciones reales de cultivo.

3.2 Especificos
e Determinar el efecto de las diferentes dietas, en el crecimiento y
sobrevida de L. vannamei.
e Evaluar el impacto en la microbiota del hepatopancreas e intestino de
L. vannamei, en funcién de las diferentes dietas.
e Valorar el potencial de la agavina para enriquecer bacterias probioticas

en el intestino y hepatopancreas de L. vanamei.
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4. Procedimiento

4.1 Bioensayo

El bioensayo se realizé en el municipio de Ahome, Sinaloa, en la granja

acuicola “Camarones el Renacimiento S.P.R. de R.l.”. Consistié de tres grupos

experimentales, con 20 camarones para cada grupo, y cada grupo experimental

realizado por triplicado (Figura 14).
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Figura 14. Esquema que muestra el disefio

experimental del bioensayo

Los camarones de cada grupo se mantuvieron en jaulas de 1 m? en la base

y con 1.5 m de alto para un total de 9 jaulas (Figura 15).

Figura 15. Figura que muestra (A) la preparacion de las jaulas para el bioensayo. (B) Estructura final de las
jaulas y su transporte. (C y D) Instalacion, en el estanque R4, de la granja acuicola “Camarones el Renacimiento

S.P.R.deR.l”
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La alimentacion se realizo 2 veces al dia: alas 7 HRS y 17 HRS; de acuerdo
a la siguiente formula:

Alimento requerido (kg) = (biomasa inicial [Kg]) (3%) / 100,
obteniendo como biomasa 109.7 g y tomando un 3% del valor obtenido como
alimento en base a la biomasa, la cantidad de alimento inicial que se aplico fue de
3 gramos por racién durante 4 dias a todos los tratamientos, el alimento se peso
con una balanza analitica obteniendo la porcion exacta, posterior a los cuatro dias
mencionados, el alimento se suministré ad libitum. Se deposité el alimento en
charolas de metal con malla nylon de 1000 ym con una charola para cada jaula. De
igual manera se realizaron mediciones de los parametros fisico-quimicos del agua
durante la mafiana, a las 5 HRS. y durante la tarde, a las 18 HRS. Los cuales

consistieron en: pH, temperatura, salinidad, y oxigeno disuelto. El bioensayo tuvo

una duracion de 28 dias.

Figura 16. Figura que muestra (A, B y C) la instalacion y ubicacion final de las jaulas para el bioensayo en el estanque R4,
de la granja acuicola “Camarones el Renacimiento S.P.R. de R.I” (D y E) Estructura de las charolas con las que se alimento
a los camarones durante el bioensayo.

4.2 Formulacion de las dietas experimentales y bioensayo.

A cada grupo se le administré formulaciones similares de alimento basado en
harina de soya, harina de ave, harina de pescado, gluten de trigo, aceite de
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pescado, gelatina, benzoato de sodio y BHT (Tabla 3), cuya variacién fue la adicién
de agavina a diferentes concentraciones como fibra dietética, teniendo un contenido

energético de 1750 KJ/g reemplazando la cantidad correspondiente de almiddn.

Tabla 3. Ingredientes (g 100 g-1 de alimento) y composicién proximal de las dietas experimentales. Dieta basal
(DB), Agavina 2% (A 2) y Agavina 10 % (A 10)

Ingredientes Dieta basal Agavina 2% Agavina 10%
Harina de soya 12 12 12
Harina de ave 15 15.2 154
Harina de pescado 14.4 13.9 12.8
Gluten de trigo 10 10 10
Aceite de pescado 1.9 2 2
Almidén 37.2 35.2 27.1
Aceite de soya 2.2 2.2 2.4
Gelatina 6 6.2 7
ROVIMIX 1 1 1
STAY-C 0.07 0.07 0.07
Agavina 0 2 10
Benzoato de sodio 0.25 0.25 0.25
BHT 0.01 0.01 0.01
Celulosa 0 0 0
Composicion proximal

Humedad 0 0 0
Proteina 36.79 36.746 36.792
Lipidos 8.2 8.2 8.2
Ceniza 5.4245 5.37026 5.14902

A partir de los pesos obtenidos al final del ensayo se determind:

Peso inicial (PI);
Peso final (PF);
Alimento total ingerido (ATI);

Peso ganado (PG),
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PG = PF - PI;

Porcentaje de peso ganado (PPG) (Barraza-Lopez, 2015), PPG =100 * (PG) / P,
Factor de conversion alimenticia (FCA) (Martinez-Cérdova et al, 2011),

FCA = ATl / PF;

Tasa de eficiencia proteica (TEP) (Kaushik et al., 2004),

TEP = PG / Proteina total ingerida (g);

Tasa especifica de crecimiento (TEC) (Gonzalez-Félix et al., 2018),

TEC =100 * ((In Pf—In Pi)/ Y dias);

Coeficiente térmico de crecimiento (CTC) (Zhou et al, 2017),

CTC = 100 * (PFL/3 — pil/3 / 5 dias * T (°C))

4.3 Toma de muestras

Se dispusieron de tubos Eppendorf de 1.5 ml estériles y sellados en la tapa
con papel Parafilm conteniendo 1 ml de RNAlater. Primeramente, se recolectaron
los camarones de cada una de las jaulas. Usando guantes estériles de nitrilo, se
lavo la superficie del camardn con una solucion de cloro al 10 %, posteriormente se
enjuago la superficie con agua destilada, enseguida se sacrificé a cada uno de los
camarones removiendo la cabeza y extrayendo el hepatopancreas y el intestino con
ayuda de un bisturi estéril. El hepatopancreas y el intestino de cada camaréon fueron
almacenaron por separado en los tubos Eppendorf, asegurando que quedara
totalmente cubierto por el RNAlater; posteriormente se almacenaron a 4 °C por 24

horas y luego se almacenaron a - 80 °C

4.4 Extraccion amplificacion y secuenciacion del DNA
La extraccion de DNA de cada una de las muestras se llevo a cabo con el kit
ZR Soil MicrOTUbe DNA Miniprep. La cuantificacion de DNA se llevd a cabo

mediante Qubit. Posteriormente se amplificaron, mediante PCR, las regiones
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hipervariables V3-V4 del gen 16s de la extraccion de cada muestra de acuerdo al
protocolo de lllumina MiSeq 16s, utilizando para la reaccion la enzima polimerasa
Q5® High-Fidelity DNA y con los oligos:

248

(TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG),

249
(GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC),

posteriormente se reviso la integridad y tamafio de los amplicones de cada muestra
mediante geles de agarosa al 2 %. Se busco que el tamafio del amplicon fuese de
~ 500 pb, correspondiente a las regiones hipervariables amplificadas.
Posteriormente, se recuperaron las bandas y se purificaron con perlas AMPure XP.
Se prepararon las librerias de acuerdo al protocolo de lllumina para poder realizar la
secuenciacion paired end mediante la plataforma de Illlumina MiSeq 2x250, lo que
genero dos lecturas por muestra: R1 y R2, cada una en archivos “fastq” para cubrir
la totalidad del amplicén con una longitud de 251 bases para cada una de las
lecturas, tanto R1 como R2 (Tabla 4).

4.5 Pre-procesamiento de las secuencias

Cada una de las lecturas se sometid a un tratamiento para asegurar su
calidad. Debido a que las lecturas generadas no cuentan con la seccion overhang
de lllumina MiSeq, Unicamente fue necesario remover los primers especificos para
V3-V4 (Tabla 4). Usando el comando “HEADCROP” de Trimmomatic (Bolger et al.,
2014) se removieron las primeras 17 bases de las lecturas R1 y las primeras 21 de
R2, esto para remover la seccion de la lectura correspondiente a los primers.

Tabla 5. Oligos utilizados por secciones. Las lecturas generadas por el sistema lllumina MiSeq, usualmente no
cuentan con la secuencia “overhang”

Id Secuencia “overhang” de Illumina MiSeq Secuencia especifica V3-V4

248
(F)
249
(R)

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CCTACGGGNGGCWGCAG

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG GACTACHVGGGTATCTAATCC
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Posteriormente se realizd el corte de las lecturas con el comando “CROP”
también de Trimmomatic para que las lecturas quedaran a una longitud de 230
bases para R1, y 231 bases para R2. Posteriormente se unieron ambas lecturas
(R1 y R2) de cada muestra, usando fastg-join (Aronesty, 2013), para obtener
amplicones con una longitud méxima de 455 bases los cuales se sometieron a un
filtro de calidad, para lo cual se utilizo un filtrado por ventanas de 6 bases tomando
en cuenta una calidad minima de 20 (Q20), la cual segun el formato de Phred Quality
Score tiene un 99% de exactitud al asignar una base, para éste filtro de calidad, se
utilizé el comando “SLIDINGWINDOW?”, también de Trimmomatic.

4.6 Generando la tabla BIOM

Las librerias en formato fastg se convirtieron a formato fasta, y se generé una
tabla en formato BIOM (Del inglés: Biological Observation Matrix), la cual en
escencia es una tabla de contingencia en un formato que puede ser reconocido por
el software Qiime (Del inglés: Quantitative Insights Into Microbial Ecology).
Posteriormente, con Qiime 1.9.1 (Caporaso et al., 2010), y utilizando como
referencia la base de datos de Green Genes 13.8 para 16s rRNA, que se denominé
‘raw BIOM”. Se eligi6 Green Genes 13.8 debido a que se ha reportado que es la
mas adecuada para evaluar la microbiota del camardon blanco del pacifico, en
comparacion con RDP (Del inglés: Ribosomal Database Project) o Silva (Gallardo
L, 2018). De la tabla “raw BIOM”, se removieron primeramente los OTUs singletones
(OTUs que estan representados solamente por una lectura), y posteriormente se
removieron aquellos OTUs con una frecuencia relativa menor a 0.00005 (0.005 %),
esto para remover OTUs transitorios (Bokulich et al, 2013). A la tabla BIOM
generada se le aplico un filtro con la finalidad de reducir la dispersion de datos,

deacuerdo a los siguientes criterios:

1. Para que un OTU sea conservado, debe aparecer en mas del 50% de
las muestras de algun tratamiento.
2. Aguellos OTUs que no cumplan el criterio anterior, deben tener una

frecuencia relativa igual o mayor al 0.01 (1%) para ser retenido.
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La tabla resultante del tratamiento para reducir la dispersion de los datos se

le denomind “tabla Biom_R” (Figura 17).

" Remover OTUs |

Remover OTUs que no estén en
Tabla “raw” sﬁe?;?;r?és con FR* < mas del 50 % de BIOM_R
9 0.00005 las muestras o

J| con FR*<0.01 ||

Figura 17. Diagrama de flujo para generar la tabla Biom_R.

4.7 Asignacion taxonémica

A partir de la tabla BIOM_R generada se realiz6 la asignacion taxonémica, a
nivel de fila, clase, orden, familia, género y especie, con Qiime 1.9.1, utilizando el
comando “summarize_taxa_through_plots.py”. Posteriormente se realizd el andlisis
discriminante lineal, LEfSe (Segata et al, 2011), para evaluar los grupos
taxonodmicos que son significativamente abundantes entre los distintos tratamientos,

esto para cada uno de los niveles taxondémicos.

4.8 Analisis de diversidad ay 8

Los analisis de diversidad a se realizaron a partir de la tabla Biom R con el
comando “alpha_rarefaction.py”en Qiime 1.9.1, los cuales fueron el indice de Shannon
y diversidad filogenética PD (del inglés: Phylogenetic diversity), para conocer la
diversidad y homogeneidad de los OTUs en tratamientos respectivamente. Chaol
y OTUs observados para estimar la riqueza de OTUs en los tratamientos; esto se
realiz6 a una profundidad de 4321 lecturas y con 10,000 iteraciones; esto, para
evitar un sesgo por las diferentes profundidades de lecturas en cada muestra, los
valores obtenidos de los andlisis de las métricas Shannon, PD, Chaol y OTUs
observados, se evaluaron estadisticamente mediante una t-test, para determinar si
existe una diferencia significativa entre los tratamientos.

Para la diversidad B se utilizaron las métricas de UniFrac: unweighted y

weighted. Se realizaron a partir de la tabla Biom_R, en Qiime 1.9.1, utilizando el
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comando “beta_diversity through_plots.py”, para la comparacion de las
comunidades microbianas en funcion de su tratamiento, independientemente del
organo a una profundidad de 4321 lecturas. Posteriormente se realizo la diversidad
B de las comunidades microbianas en cada érgano, tanto para los hepatopancreas
como para el intestino por separado, la cual se realizé6 con una profundidad de
secuencias de 4623 y 4321 que representa el 75 % de la libreria con mas de 5000
lecturas respectivamente. Las matrices de distancia generadas en cada analisis de
diversidad  se utilizaron para determinar el valor R, mediante una prueba ANOSIM
(Del inglés: Analysis Of Similarity), tal valor permite determinar la diferencia entre
los grupos, a partir de las matrices de distancia generadas, y representado por un
valor que puede ir de 0 a 1, siendo 0 para una diferencia nula, y 1, que indica que
los grupos son diferentes. Posteriormente se realizaron las graficas de Andlisis de

Coordinadas Principales PCoA (Del inglés: Principal Coordinates Analysis).

4.9 Analisis de presencia y abundancia de probioticos

Para conocer si la adicion de agavina promueve el enriquecimiento, o favorece la
presencia de bacterias probioticas, se realizdé una busqueda en Scopus (Tabla 5) de
las especies probidticas previamente reportadas en camarén, de tal busqueda, se
encontrando 80 especies reportadas. Posteriormente, se generé una nueva tabla
para la busqueda de bacterias probioticos en los érganos de los camarones. En esta
ocasion, se llevo a cabo la asignacion de OTUs, con la base de datos de Silval32
como referencia, con un nivel de identidad de 97 %, ya que se encontré que en esta
base de datos se encuentra un mayor numero de especies probidticas en
comparacion con Green genes 13.8. Estando presentes 70 especies de las 80 en
Silval32, mientras que en Green genes, solamente aparecen 28 de las 80 (Anexo
6). A partir de la tabla BIOM generada, se asigno la taxonomia a nivel de especie
con Qiime 1.9.1, utilizando el comando “summarize_taxa_through_plots.py”. Se
realizaron pruebas de Wilcoxon entre cada dieta experimental contra la dieta basal

para determinar si hay diferencia significativa entre las especies.
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Tabla 6. Términos utilizados para la blsqueda en Scopus de estudios que evalian el efecto probidtico de

distintas bacterias

Litopenaeus Bacteria
Commensal

Penaeus Bacterial
Commensal

Prawn Microbial Probiotic

Litopenaeus Bacteria Probiont

Penaeus Bacterial Probiont

Prawn Microbial
Commensal

Litopenaeus Bacteria Probiotic

Penaeus Bacterial Probiotic

Prawn Microbial Probiont

Litopenaeus Bacterial
Commensal

Penaeus Microbial Probiotic

Shrimp Bacteria
Commensal

Litopenaeus Bacterial Probiont

Penaeus Microbial
Commensal

Shrimp Bacteria Probiont

Litopenaeus Bacterial Probiotic

Penaeus Microbial Probiont

Shrimp Bacteria Probiotic

Litopenaeus Microbial Probiotic

Prawn Bacteria Commensal

Shrimp Bacterial
Commensal

Litopenaeus Microbial
Commensal

Prawn Bacteria Probiont

Shrimp Bacterial Probiont

Litopenaeus Microbial Probiont

Prawn Bacteria Probiotic

Shrimp Bacterial Probiotic

Penaeus Bacteria Commensal

Prawn Bacterial Commensal

Shrimp Microbial Probiotic

Penaeus Bacteria Probiont

Prawn Bacterial Probiont

Shrimp Microbial
Commensal

Penaeus Bacteria Probiotic

Prawn Bacterial Probiotic

Shrimp Microbial Probiont
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5. Resultados
5.1 Resultados de los parametros fisico-quimicos

Los parametros del agua del estanque se midieron dos veces al dia, durante
la mafiana, a las 5 HRS y durante la tarde, a las 18 HRS. Se determinaron: pH,

salinidad, temperatura y oxigeno disuelto (OD) (Tabla 6).

Tabla 7. Promedio £ S.D. de los parametros fisicoquimicos del agua

Temperatura (°C) OD (mg/Lt) pH Salinidad (ppm)

29.96 +1.28 4.40 £ 0.50 7.69 £ 0.25 44.85+0.74

5.2 Evaluacién del rendimiento en el crecimiento del L. vannamei

Las distintas métricas aplicadas sefialan que el mejor resultado de ganancia
de biomasa con respecto al alimento lo muestran los camarones del grupo A2, con
un mejor rendimiento (FCA) en su crecimiento (Tabla 7).

A pesar de que el crecimiento, representado como PG, no fue
significativamente diferente entre las distintas dietas, se observé una tendencia
hacia una mayor ganancia de peso en los camarones alimentados con la dieta
experimental suplementada con agavina. Interesantemente, se pudo apreciar que
el consumo de alimento (ATI) en el grupo A2, fue significativamente menor con
respecto al grupo DB. El grupo A10 mostré un consumo mayor de alimento, a pesar
de que su crecimiento fue estadisticamente similar al grupo DB, esto explica que su

rendimiento haya sido el peor.

Los valores obtenidos del analisis de TEP, determina que el grupo A2 retuvo
cerca del 50% de la proteina suministrada en el alimento, lo cual es
significativamente mayor comparado con el grupo DB, mientras que, en este ultimo,
y en la dieta suplementada con agavina al 10% fue practicamente similar. En cuanto
a los valores obtenidos del analisis TEC, a pesar de no mostrar diferencia
significativa entre los grupos alimentados con una dieta suplementada con agavina,

con respecto al grupo DB, el resultado final fue mayor para el grupo A2, lo que
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implica que el peso ganado diariamente, por los camarones del grupo A2, fue
ligeramente superior. EI CTC permite evaluar el papel de la temperatura en el
crecimiento de los camarones; los resultados obtenidos fueron practicamente
similares para todos los grupos, lo que permite descartar alguna influencia de la

temperatura en el crecimiento de alguno de los grupos.

Tabla 8. Evaluacién de los parametros de rendimiento e ingesta de alimento de L. vannamei al ser alimentado
con dietas suplementadas con distintas concentraciones de agavina como prebiotico

Pardmetros DB A2 A10 DB vs A2 DB vs A10
Pl (g9) 10.80 £ 0.09 10.90£0.44 11.27 £0.20 0.684 0.093
PF (9) 12.87 £0.71 13.60£0.42 13.92 £ 0.50 0.158 0.059
PG (g) 2.07£0.79 2.70+£0.19 2.66 £ 0.56 0.22 0.25
PPG (%) 19.20+7.45 24.81 + 2.24 23.62 +5.25 0.25 0.35
FCA 2.50 £ 0.50 1.18 £+ 0.03 2.64+0.18 0.0019 0.5823
ATI (g) 31.86 £5.33 16.10+£0.87 36.632+1.10 0.00091 0.11601
TEP 0.19+0.10 0.46 + 0.04 0.20 + 0.05 0.0024 0.8202
TEC (g dia?) 0.65+0.24 0.82 +0.07 0.78+0.16 0.25 0.35
CTC (g dial°C?) 0.02+0.006 0.021+0.002 0.020 + 0.004 0.24 0.32

Los valores representan los promedios + S.D. de tres tratamientos con tres réplicas (n=9). Los valores en la
columna DB vs A2 representan el p-value de la prueba t-test entre el grupo alimentado con la dieta basal y el
grupo alimentado con la dieta suplementada con agavina al 2%; los valores en la columna DB vs Al0
representan el p-value de la prueba t-test entre el grupo alimentado con la dieta basal y el grupo alimentado con
la dieta suplementada con agavina al 10%. Peso inicial (Pl), Peso final (PF), Peso ganado (PG), Porcentaje de
peso ganado (PPG), Factor de conversion alimenticia (FCA), Alimento total ingerido (ATI), Tasa de eficiencia
proteica (TEP), Tasa especifica de crecimiento (TEC), Coeficiente térmico de crecimiento (CTC)

5.3 Analisis de las secuencias

Para el analisis de la microbiota, se secuencid la regién V3-V4 del gen
ribosomal 16s rRNA del DNA extraido tanto de los hepatopancreas como de los
intestinos por separado. Se tomaron tres hepatopancreas y tres intestinos de cada
jaula y para cada uno de los tres tratamientos, después de la extraccion de DNA,
amplificacion y purificacion, se generaron 72 librerias: 12 correspondientes a los
hepatopancreas del grupo DB, 12 correspondientes a los hepatopancreas del grupo
A2,y 12 correspondientes a los hepatopancreas del grupo A10. De igual forma para
los intestinos.
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Como resultado de un analisis de diversidad beta preliminar, en el que se
pudo apreciar una clara diferencia en la estructura de la microbiota, tanto en su
composicion como en la abundancia de OTUs, de una de las muestras
correspondiente al hepatopancreas de un camarén del grupo A10 (10-3H4), con
respecto al resto de las muestras de dicho grupo, se decidi6 excluir dicha muestra
para todos los analisis (Anexo 1).

La secuenciacion de las regiones hipervariables V3-V4, del gen 16s rRNA de
las 71 librerias dio como resultado 3,358,925 lecturas, con un promedio de
47,308.80 £+ 30,328.46 (Anexo 2). Posteriormente, se retiraron los “primers” y se
cortaron las secuencias para tener una longitud de 230 bases para R1 y 231 bases
para R2, en seguida se unieron las secuencias complementarias R1 y R2, esto para
cada una de las 71 librerias, dando como resultado 2,587,212 amplicones
completos con un promedio de 36,439.61 + 26,546.15. Después de asegurar la
calidad, quedaron 2,582,697 amplicones completos con la calidad asegurada (Q >
20) en las 71 librerias. Con un promedio de 36,376.01 £ 26,506.94 (Anexo 2).

5.4 Construccion de la tabla BIOM

Una vez que se asegur0 la calidad de las librerias, se realiz6 la asignacion
de OTUs para generar la tabla BIOM, utilizando como referencia Green genes 13.8
al 97% de identidad.

En total, 1,813,345 lecturas se aginaron a 14,130 OTUs para las 71 librerias,
con un promedio de 25,540.07 + 19,203.94 lecturas se aginadas. Después de
remover singletones, OTUs con frecuencia relativa menor al 0.005 %, y el filtro para
remover la dispersion de los datos, como se especifica en la seccion de materiales
y métodos, quedaron un total de 1,693,111 de lecturas asignadas a 724 OTUs para
las 71 librerias, con un promedio de 23,846.63 + 17,873.37.

De estos OTUs asignados, la mayoria son compartidos entre tratamientos,
independientemente del 6érgano (Figura 18. A), con 706 (97.5 %) OTUs compartidos

entre los grupos DB, A2 y A10. Mientras que la minoria de OTUs son compartidos
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entre dos tratamientos, por ejemplo 10 OTUs (1.4 %) son compartidos entre los
grupos DBy A10y 3 OTUs (0.4 %) entre A2 y A10. Solamente el grupo A10 cuenta
con 5 OTUs (0.7 %) Unicos.

Con respecto a las muestras correspondientes a los hepatopancreas (Figura 18. B),
713 OTUs fueron asignados, de los cuales, la mayoria se compartieron entre los
tres tratamientos, con 621 OTUs (87.1 %). El nimero de OTUs compartidos entre
el grupo DB y A10 es 42 (5.9 %), entre los grupos DB y A2, se compartieron 14
OTUs (2 %) y entre los grupos A2 y A10 12 (1.7 %). Como en el caso anterior, no
existieron OTUs compartidos especificamente entre los grupos DB y A2. Se
encontraron 5 OTUs (0.7 %) Unicos para los hepatopancreas del grupo A10. En el
caso de los OTUs asignados en los intestinos (Figura 18. C), se encontraron 709
OTUs en total en este 6rgano. El grupo DB presentd solamente un OTU unico (0.1
%); A2, 2 OTUs unicos (0.3 %) y A10 presentd el mayor nimero de OTUs Unicos
con 10 (1.4 %). Se encontré que el grupo DB comparte 1 (0.1 %) y 7 (1 %) OTUs
con los grupos A2 y A10, respectivamente, mientras que estos dos ultimos
comparten 11 (1.6%) OTUs. Como en los casos anteriores, la mayoria de los OTUs
se comparten entre todos los grupos, con un total de 677 (95.5 %) OTUs

compartidos.
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Figura 18. Diagrama de Venn que muestra los OTUs Unicos y compartidos entre dietas experimentales. A) OTUs Unicos
y compartidos entre dietas experimentales independientemente del 6rgano. B) OTUs Unicos y compartidos entre dietas
experimentales en los hepatopancreas. C) OTUs Unicos y compartidos entre dietas experimentales en los intestinos.

Se generé adicionalmente una tabla BIOM, rarefaccionada a 1000
iteraciones en cada una de las cuales, se tomaron lecturas al azar. El nUmero de
lecturas que se tomaron para cada iteracion se ajusto para que fuese igual a 5000.
A partir de la tabla BIOM homologada se hicieron los analisis de diversidad alfa y

beta. Se aprecié que los resultados presentan la misma tendencia que al hacerlos
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con una tabla BIOM sin homogenizar las muestras, sin embargo, todos los
resultados de las distintas métricas de la diversidad alfa fueron menores, asi como
el valor de R en los andlisis de la diversidad beta. Esto nos indica que una tabla
rarefaccionada causa una pérdida de las particularidades propias de cada libreria,
por lo que se opto por realizar los analisis con la tabla BIOM con las librarias con su
profundidad completa y solo rarefaccionar para realizar los andlisis de alfa y beta
diversidad (Anexo 3y 4).

5.5 Diversidad alfa en tratamientos

Los andlisis de diversidad alfa correspondiente a los tratamientos se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Diversidad alfa de cada una de las tres dietas

DB A2 A10 DB vs A2 DB vs A10
Chaol 388.73+89.69 353.40+87.78 412.65+92.81 0.23 0.41
OTUs
281.26 + 85.36 230.81 £ 72.68 297.07 +80.54 0.056 0.539
observados
DF 22.37 £5.29 19.02 +4.78 23.38 £+4.93 0.0433 0.5325
Shannon 5.04 +1.13 4.24 + 0.86 5.30 £ 0.96 0.015 0.409

Los valores representan el promedio = S.D. de cada uno de los tres grupos experimentales (n =59, , 12 muestras
de 71, quedaron fuera del andlisis por tener una profundidad menor a 4321). Los valores en DB vs A2
representan el p-value de la prueba t-test entre el grupo alimentado con una dieta basal y el grupo alimentado
con una dieta suplementada con agavina al 2 %. Los valores en DB vs A10 representan el p-value de la prueba
t-test entre el grupo alimentado con una dieta basal y el grupo alimentado con una dieta suplementada con
agavina al 10 %

Los resultados que nos permite estimar la rigueza de OTUs en los
tratamientos, permitié determinar que no hay una diferencia significativa entre las
dietas aplicadas, con un valor de Chaol de 412.65 +92.81, 388.73 £ 89.69 y 353.40
+ 87.78 para los camarones del grupo A10, grupo DB y grupo A2, respectivamente.
Cabe destacar que la rigueza de OTUs observados muestra que el grupo A10 es
ligeramente superior, aunque no estadisticamente significativa con respecto al
grupo DB, y de igual manera este Ultimo con respecto al grupo A2, con valores de
297.07 £ 80.54, 281.26 + 85.36 y 230.81 * 72.68 respectivamente.
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El andlisis de diversidad filogenética (DF), revel6 que, al igual que con los
indices de riqueza, tampoco hubo diferencia significativa entre los grupos A10y DB,
con los valores de 23.38 + 4.93 y 22.37 £ 5.29, respectivamente. Aunado a lo
anterior, se pudo observar un descenso significativo con respecto a DB en el valor

obtenido por el grupo A2 con un valor de 19.02 + 4.78.

Respecto al indice de Shannon, se pudo observar que el valor obtenido por
el grupo A10 fue el mayor, con un valor de 5.30 + 0.96, aunque no de manera
significativa con respecto al grupo DB, teniendo un valor de 5.04 + 1.13. Cabe
remarcar que el grupo A2 mostré un valor de 4.24 + 0.86, significativamente menor
con respecto al grupo DB.

Estos resultados indican un posible efecto dependiente de la concentracién
de agavina en el alimento de los camarones al modular la diversidad de la
microbiota, como lo indican los indices de diversidad, ya que una concentracion del
2 % de agavina en el alimento, causa una reduccion significativa de la diversidad
independientemente del 6rgano, mientras que a una concentracion del 10 % no
muestra un efecto significativo en ninguno de los indices de la diversidad alfa. A
pesar de esto, en el caso del grupo Al0, pareciera haber una tendencia hacia una
mayor riqueza y diversidad de la microbiota con respecto al grupo DB. Mientras que
en el caso del grupo A2, la tendencia pareciera ser opuesta, en el caso de los indices
Chaoly OTUs observados. Se procedio ahora a realizar los andlisis de la diversidad

alfa, pero separando las muestras por los érganos a los que pertenecen (Figura 19).
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Figura 19. Graficas que muestran el promedio y la desviacion estandar de la riqueza y diversidad de OTUs por
muestra a 10000 iteraciones. (Arriba a la izquierda) Indice Chaol en cada uno de los grupos tratados con las
distintas dietas experimentales. (Arriba a la derecha) OTUs observados en cada uno de los grupos tratados con
las distintas dietas experimentales. (Abajo a la izquierda) Diversidad filogenética de cada uno de los grupos
tratados con las distintas dietas experimentales. (Abajo a la derecha) indice de Shannon de cada uno de los
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5.6 Diversidad alfa en los hepatopancreas

Para conocer el impacto que tienen las distintas dietas en la diversidad alfa
de cada uno de los érganos, se analizaron por separado los valores de dicha
diversidad (Tabla 10).

Tabla 10. Diversidad alfa en los hepatopancreas de cada grupo alimentado con distintas dietas experimentales

DB A2 A10 DB vs A2 DB vs A10
Chaol 336.20 + 89.18 315.67 +72.12 345.80 + 84.81 0.62 0.81
OTUs
231.77 £ 85.63 197.19 + 57.62 247.70 £ 71.88 0.35 0.65
observados
DF 19.67 £ 5.49 16.96 + 3.70 20.16 + 4.53 0.25 0.83
Shannon 4,35+ 0.99 4.04+0.71 4.87 +0.92 0.50 0.22

Los valores representan el promedio + S.D. de cada uno de los tres grupos experimentales (n = 26, 8 muestras
de 34, quedaron fuera del andlisis por tener una profundidad menor a 4623). Los valores en BD vs A2
representan el p-value de la prueba t-test entre el grupo alimentado con una dieta basal y el grupo alimentado
con una dieta suplementada con agavina al 2 %. Los valores en BD vs A10 representan el p-value de la prueba
t-test entre el grupo alimentado con una dieta basal y el grupo alimentado con una dieta suplementada con
agavina al 10 %

En el caso de los hepatopancreas, el grupo alimentado con la dieta
suplementada con agavina al 10 % mostré valores mas altos en el indice de Chaol
con un valor de 345.80 * 84.8, seguido por el grupo DB y por ultimo el grupo A2,
con valores de 336.20 + 89.18 y 315.67 £ 72.12, respectivamente. El andlisis de la
riqueza de OTUs mostré un valor mayor para el grupo A10, seguido del grupo DB
y, por ultimo, el grupo A2 con valores de 247.70 + 71.88, 231.77 + 85.63 y 197.19
+ 57.62 respectivamente.

La diversidad filogenética sigue la misma tendencia, siendo mayor para el
grupo A10, seguido por el grupo DB y por ultimo el grupo A2, con valores de 20.16
+ 453, 19.67 £ 549 y 16.96 * 3.70, respectivamente. El resultado obtenido del
analisis del indice de Shannon indica, como en el caso anterior, que no hay
diferencia significativa entre los valores obtenidos de los grupos alimentados con
las diferentes dietas, presentando un mayor valor para el grupo A10, seguido por el
grupo DB y por ultimo el grupo A2, con valores de 4.87 +0.92,4.35+0.99y 4.04 +
0.71, respectivamente.
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Interesantemente los resultados de la diversidad alfa en los hepatopéncreas,
no mostraron diferencia significativa entre los grupos alimentados con las dietas
experimentales, con respecto al grupo alimentado con la dieta basal, sin embargo,
puede notarse la misma tendencia dependiente de la concentracion de agavina en
el alimento de los camarones, al aumentar tanto la riqueza como la diversidad en el
grupo A10 (Figura 20).
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Figura 20. Gréficas que muestran el promedio y la desviacion estandar de la riqueza y diversidad de OTUs por
muestra a 10,000 iteraciones. (Arriba a la izquierda) indice Chaol en los hepatopancreas de cada uno de los
grupos tratados con las distintas dietas experimentales. (Arriba a la derecha) OTUs observados en los
hepatopancreas cada uno de los grupos tratados con las distintas dietas experimentales. (Abajo a la izquierda)
Diversidad filogenética en los hepatopancreas de cada uno de los grupos tratados con las distintas dietas
experimentales. (Abajo a la derecha) indice de Shannon en los hepatopancreas de cada uno de los grupos
tratados con las distintas dietas experimentales
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5.7 Diversidad alfa en intestinos
Al analizar la diversidad alfa en los intestinos, se puede observar que la

tendencia en los resultados es similar a los arrojados en el andlisis de los

hepatopancreas.

Tabla 11. Diversidad alfa en los intestinos de cada grupo alimentado con distintas dietas experimentales

DB A2 A10 DB vs A2 DB vs A10
Chaol 430.75 + 67.78 378.56 + 90.95 473.42 + 47.14 0.0998 0.1839
OTUs
320.85 + 64.35 253.22 + 75.12 341.94 + 60.59 0.0258 0.4791
observados
DF 2453 +4.22 20.39 +5.07 26.31+3.22 0.0306 0.3491
Shannon 5.59 + 0.95 4.37 £ 0.95 5.70+£0.85 0.0039 0.8031

Los valores representan el promedio + S.D. de cada uno de los tres grupos experimentales (n = 33, 3 muestras
de 36, quedaron fuera del andlisis por tener una profundidad menor a 4321). Los valores en DB vs A2
representan el p-value de la prueba t-test entre el grupo alimentado con una dieta basal y el grupo alimentado
con una dieta suplementada con agavina al 2 %. Los valores en DB vs A10 representan el p-value de la prueba
t-test entre el grupo alimentado con una dieta basal y el grupo alimentado con una dieta suplementada con
agavina al 10 %

En el caso del indice de Chaol el grupo alimentado con agavina al 10 %
tiene el mayor valor, seguido por el de la dieta basal y, por ultimo, el grupo
alimentado con una dieta suplementada con agavina al 2 % con valores de 473.42
+47.14,430.75 £ 67.78 y 378.56 £ 90.95 respectivamente. Al igual que en el caso
anterior, el grupo A10 tiene una mayor riqueza de OTUs, seguido por el DB, siendo
este Ultimo significativamente mayor con respecto al grupo A2, con valores de
341.94 + 60.59, 320.85 £ 64.35 y 253.22 + 75.12, respectivamente.

El indice DF revel6 que la suplementacion con agavina al 2 % causo6 una
disminucién significativa con respecto al grupo DB, con valores de 20.39 £ 5.07 y
24.53 + 4.22, respectivamente, mientras que este ulitmo no mostrd diferencia
significativa con respecto al grupo A10, con un valor de 26.31 + 3.22. Con respecto
al indice de Shannon, el grupo A10 también mostro un valor mayor con 5.70 + 0.85,
seguido por la dieta basal con 5.59 + 0.95 y por altimo el grupo A2 con 4.37 + 0.95.
Como en el caso de la diversidad filogenética, también el grupo A2 presenté un
indice de Shannon significativamente menor que el reportado por el grupo control.

Estos resultados, aunados con los obtenidos de la diversidad alfa en los

hepatopancreas, indican un respuesta 6rgano-dependiente a la suplementacién
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con agavina. Los resultados obtenidos de los distintos indices, indican que la
concentracion de agavina al 2 % en el alimento, disminuye tanto la riqueza (OTUs
observados), como la diversidad de manera significativa en los intestinos de los
camarones del grupo A2. Por tanto, el efecto de la agavina sobre la microbiota, es

dependiente tanto de la concentracion de la misma, como del érgano (Figura 21).
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Figura 21. Graficas que muestran el promedio y la desviacion estandar de la riqueza y diversidad de OTUs por
muestra a 10,000 iteraciones. (Arriba a la izquierda) indice Chaol en los intestinos de cada uno de los grupos
tratados con las distintas dietas experimentales. (Arriba a la derecha) OTUs observados en los intestinos cada
uno de los grupos tratados con las distintas dietas experimentales. (Abajo a la izquierda) Diversidad filogenética
en los intestinos de cada uno de los grupos tratados con las distintas dietas experimentales. (Abajo a la derecha)
indice de Shannon en los intestinos de cada uno de los grupos tratados con las distintas dietas experimentales.
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5.8 Anélisis de la diversidad beta
Los andlisis de diversidad beta se calcularon con UniFrac, tanto weighted

como unweighted para todas las muestras, para poder determinar el efecto que
tiene el impacto tanto de las distintas dietas y de los 6érganos en la estructura de la
microbiota (Figura 22). En los resultados de los analisis que involucran a todas las
muestras, se observa que la influencia de los 6rganos es mayor que la de los
tratamientos, como lo revela el valor R de ANOSIM, que indica las similitudes entre
grupos, con un valor que puede ir desde el 0 al 1, siendo 0 para una diferencia nula,
y 1, que indica que los grupos son diferentes, la significancia estadistica del valor
R, de todos los andlisis ANOSIM, se calculé mediante 1000 iteraciones y se
representa como p-value.

En el caso del impacto del 6rgano, el andlisis UniFrac unweighted y UniFrac
weighted, el valor R del analisis de ANOSIM es de 0.46 (p-value = 0.001) (Figura
22A) y 0.105 (p-value = 0.009) (Figura 22B) respectivamente. Estos resultados
indican una clara influencia del 6rgano en los OTUs minoritarios, pero que, al
ponderarlos por sus abundancias, vemos que la similitud entre grupos es menor.

En los resultados de los andlisis que involucran a todas las muestras,
agrupadas por tratamiento, el valor de R es de 0.056 (p-value = 0.037) (Figura 22C)
y 0.102 (p-value = 0.004) (Figura 22D) para el analisis UniFrac unweighted y
UniFrac weighted respectivamente. Esto implica que, el alimento suplementado con
agavina, tiene un impacto mayor en la abundancia de los OTUs, como lo revela el
analisis de diversidad beta UniFrac weighted, mientras que el impacto es menor en

los OTUs minoritarios.
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Figura 22. Los PCoAs representan la diversidad beta de la microbiota de L. vannamei agrupados por
6rganos. A) UniFrac unweighted de la microbiota de L. vannamei identificados por el érgano. B) UniFrac
weighted de la microbiota de L. vannamei identificados 6rgano. C) UniFrac unweighted de la microbiota de
L. vannamei identificados por dieta experimental. D) UniFrac weighted de la microbiota de L. vannamei
identificados por dieta experimental.
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5.9 Diversidad beta en los hepatopancreas e intestinos

Se llevd a cabo el andlisis de la diversidad beta para cada 6rgano por
separado, como se hizo con el analisis de la diversidad alfa para determinar el efecto
gue tienen las distintas dietas experimentales tanto en los hepatopancreas como en
los intestinos de los grupos experimentales de manera separada. En el caso de los
hepatopancreas, se puede apreciar que el valor de R de ANOSIM es mayor para
UniFrac unweighted que weighted, con 0.352 (p-value = 0.001) y 0.175 (p-value =
0.009) respectivamente (Figura 23 A y B). Notablemente, el valor R de ANOSIM,
obtenido por los intestinos, solamente es significativo en el caso del andlisis
weighted UniFrac, con un valor de R = 0.091 (p-value = 0.045). Esto indica que, en
el intestino de L. vannamei, la adicion de agavina al alimento impacta principalmente
en la abundancia de los OTUs y no en la presencia o ausencia de los mismo (Figura
23 Cy D).

En lo que respecta a los valores obtenidos por el analisis unweighted UniFrac,
se logré observar que el efecto se vio reflejado en los hepatopancreas y no en los
intestinos. Esto sugiere que, la agavina pudiese tener una influencia mayor sobre la
presencia o ausencia de OTUs minoritarios en los hepatopancreas, posiblemente
dependientes de la concentracion de agavina, dada la separacion de los grupos
experimentales, mientras que, en el caso de los intestinos, a pesar de que no se
obtuvo diferencia significativa en el valor R de ANOSIM, del analisis unweighted
UniFrac, en el caso del analisis que pondera la abundancia, el resultado si mostré
diferencia significativa, lo que podria llegar a implicar que la adicion de agavina en
el alimento de L. vannamei, esta relacionada con la variacion de la abundancia de
OTUs presentes en todos los grupos, y no necesariamente con la presencia o

ausencia de OTUs minoritarios.
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Figura 23. Los PCoAs representan la diversidad beta de la microbiota de los hepatopancreas e intestinos de L.
vannamei. A) UniFrac unweighted de la microbiota de los hepatopancreas de L. vannamei identificados por dieta
experimental. B) UniFrac weighted de la microbiota en los hepatopancreas de L. vannamei identificados por
dieta experimental. C) UniFrac unweighted de la microbiota en los intestinos de L. vannamei identificados por
dieta experimental. D) UniFrac weighted de la microbiota en los intestinos de L. vannamei identificados por dieta
experimental.
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5.10 La adicion de agavina tiene un impacto en la composicion de la
microbiota

El andlisis de la taxonomia revel6 que la suplementacion con agavina tiene
un efecto en la composicion de la microbiota. Dado que el efecto de la dieta es
organo-dependiente se decidié analizar la taxonomia de manera separada para
cada 6rgano.

A nivel de fila (Figura 24), Proteobacteria es la mas abundante en los
hepatopancreas, con valores de 65.31 + 17.08 %, 63.17 + 12.08 % y 54.18 + 26.36
% para el grupo A2, seguido por el grupo A10, y siendo menos abundante en el
grupo DB. En los intestinos, como en los casos anteriores, Proteobacteria fue la mas
abundante a nivel de fila, con 60.76 + 24.38 % para el grupo A2, 54.79 + 11.00 %
para el grupo A10 y, por ultimo, el grupo DB con 49.88 + 19.03 %.

Gammaproteobacterias fue la clase mas abundante (Figura 25), tanto en los
hepatopancreas como en los intestinos de los 3 grupos. En los primeros con una
abundancia de 53.41 + 23.12 %, 52.41 £ 14.80 % y 47.95 * 28.13 %, para el grupo
A2, A10 y DB respectivamente. En el caso de los intestinos Gammaproteobacteria
fue mas abundante en el grupo A2, con 55.26 + 24.00 %; seguido por el grupo A10,
con 42.73 £ 11.02 %y, por ultimo, 38.54 + 19.70 % para el grupo DB.

En los hepatopancreas e intestinos, Vibrionales fue el orden mas abundante
en los 3 grupos (Figura 26), siendo mayor en el grupo A2 con 49.22 + 24.61 %,
seguido por el grupo DB con 43.52 + 27.59 % y por ultimo el grupo A10 con 42.84
+16.16 %. En los intestinos, Vibrionales fue mas abundante en el grupo A2, seguido
por el grupo A10 y por ultimo el grupo DB, con valores de 52.37 + 23.16 %, 37.30
12.97 %y 34.22 + 19.16 % respectivamente.

A nivel de familia, Pseudoalteromonadaceae fue la mas abundante, tanto en
los hepatopancreas (Figura 27), el grupo A2 presentdé una mayor abundancia,
seguido por el grupo DBy, por ultimo, el grupo A10, con valores de 43.40 = 25.10
%, 39.54 + 27.37 % y 34.90 £ 14.12 % respectivamente. Para los intestinos, el
género Pseudoalteromonadaceae, fue el mas abundante en los grupos DB y A10

con valores de 26.04 £ 19.76 %, 23.34 + 15.96 %, respectivamente. Para los
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intestinos del grupo A2, la familia Vibrionales fue mas abundante, con un valor de
29.70 + 28.80 %.

Un género no asignado de Pseudoalteromonadaceae fue el mas abundante
en los hepatopancreas de los tres tratamientos (Figura 28), siendo mas abundante
en el grupo A2 con 42.85 + 24.78 %, en el grupo DB es menor con 38.59 + 27.28
%, y por ultimo el A10 con 34.11 + 14.07 %. En los intestinos de los grupos DB y
A10, un género no asignado de Pseudoalteromonadaceae es el mas abundante en
los grupos DB y A10, con valores de 24.82 + 19.79 % y 22.50 + 15.90 %,
respectivamente. Mientras que el género Vibrio resulté ser el mas abundante en el
grupo A2, con un valor de 28.55 + 28.84 %

Cabe mencionar que en los intestinos del grupo A2, a diferencia de los
hepatopancreas de este mismo grupo, la frecuencia acumulada de los grupos
taxondémicos minoritarios (< top 20) a nivel de género, es la menor, con un valor de
11.17 + 4.31 %, seguido por el grupo A10 con 18.62 + 9.54 % e igualmente un 18.62
+ 11.13 % para el grupo DB, esta disminucién en de los grupos taxondmicos
minoritarios de los intestinos del grupo A2, podria explicar el que haya obtenido los
valores mas bajos en la diversidad alfa y que su valor R de ANOSIM, del analisis de
diversidad beta, UniFrac weighted (ponderando las abundancias de OTUs) haya

sido significativamente mayor que en el unweighted.
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25. Abundancia relativa a nivel de clase de cada muestra (Arriba), los hepatopancreas de cada uno de
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Figura 26. Abundancia relativa a nivel de orden de cada una de las muestras (Arriba) y los hepatopancreas de
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Figura 27. Abundancia relativa a nivel de familia de cada una de las muestras (Arriba) y los hepatopancreas de
cada uno de los grupos (Abajo izquierda) alimentados con las distintas dietas experimentales y los intestinos de
cada uno de los grupos (Abajo derecha) alimentados con las distintas dietas experimentales. Las familias
aparecen ordenadas por abundancia. Se muestra el top 20, la suma de los grupos taxondémicos restantes se
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Figura 28. Abundancia relativa a nivel de género de cada una de las muestras (Arriba) y los hepatopancreas de
cada uno de los grupos (Abajo izquierda) alimentados con las distintas dietas experimentales y los intestinos de
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muestra con la etiqueta de “Otros”.
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5.11 La agavina tiene impacto en la composicion de los grupos diferenciales
en los hepatopéncreas

El analisis con LEfSe, para evaluar los grupos taxonémicos que son
significativamente abundantes entre los distintos, tratamientos experimentales
contra el control, en los hepatopancreas, reveld un enriquecimiento de 62 grupos
taxondmicos enriquecidos en los hepatopancreas del grupo alimentado con una
dieta suplementada con agavina al 2 %, mientras que para el grupo de la dieta basal
no se logré apreciar ninguno. A nivel de fila, no aparecieron grupos taxonémicos
diferencialmente enriquecidos en los hepatopancreas del grupo A2 al compararlo
con el grupo DB, sin embargo, a nivel de género (Figura 29), Lautropia,
Ochrobactrum, Erwinia, Rubritalea, Rhizobium, Sinorhizobium, Bosea,
Novosphingobium, Ralstonia, Methylobacterium, Bradyrhizobium, Anoxybacillus,
Aquabacterium y Enterovibrio, aparecieron como diferencialmente enriquecidos en
el grupo A2. Se muestran aquellos grupos taxonémicos que se lograron asignar con
nombre completo, aquellos OTUs que no se lograron asignar con nombre completo

se muestran en la seccidon de Anexos 5.1.
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Figura 29. Grupos taxondémicos diferencialmente enriquecidos en los hepatopancreas de los grupos DBy A2 a
nivel de clase, orden, familia, género y especie. Determinados por andlisis discriminante lineal (LEfSe)

En el caso de los hepatopancreas del grupo A10 vs DB, 123 y 15 grupos
taxondmicos aparecieron significativamente enriquecidos, respectivamente. A nivel
de fila, Acidobacteria, Bacteroidetes y Fusobacteria, aparecieron enriquecidas en el
grupo Al10, mientras que, en el grupo DB, Cyanobacteria. Respecto al género
(Figura 30) Hydrogenophaga, Cloacibacterium, Lactobacillus, Rubritalea,
Rummeliibacillus, Herminiimonas, Lautropia, Rhizobium, Enhydrobacter,
Paracoccus, Psychrilyobacter, Flavobacterium, Achromobacter, Alcanivorax,
Erwinia, Exiguobacterium, Janthinobacterium, Oceanospirilum, Pseudomonas,
Agrobacterium,  Alteromonas, Bradyrhizobium,  Novispirillum,  Prevotella,

Propionigenium, Ruminococcus, Shewanella y Stappia, aparecieron enriquecidas
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en el grupo A10, mientras que Synechococcus en los hepatopancreas del grupo DB.

Se muestran aquellos grupos taxonémicos que se lograron asignar con nombre

completo, aquellos OTUs que no se lograron asignar con nombre completo se

muestran en la seccion de Anexos 5.1.
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Figura 30. Grupos taxonémicos diferencialmente enriquecidos en los hepatopancreas de los grupos DB y A10 a
nivel de fila, clase, orden, familia, género y especie. Determinados por analisis discriminante lineal (LEfSe)

Los resultados obtenidos del analisis LEfSe, muestran que la agavina tiene
un efecto en el enriquecimiento de distintas taxas de la microbiota en los
hepatopancreas. Cabe mencionar que existieron distintos grupos taxonémicos que
se vieron enriquecidos diferencialmente, independientemente de la concentraciéon
de agavina, A nivel de familia, Bradyrhizobiaceae y Burkholderiaceae. A nivel de
género, Bradyrhizobium, Erwinia, Lautropia, Rhizobium y Rubritalea. Las especies
Rhizobium leguminosarum y Vibrio shilonii. Esto podria indicar que estos grupos
taxonémicos son los principales en utilizar e hidrolizar la agavina en los
hepatopancreas, mientras que los demas grupos pudiesen ser dependientes de la
concentracion de la agavina en el alimento, como lo revela el resultado de analisis

LEfSe al comparar los hepatopancreas de los grupos experimentales A2 y A10
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(Figura 31). A nivel de fila, el grupo A2 mostré un mayor enriquecimiento de
Cyanobacteria, mientras que en el grupo A10, Firmicutes, Bacteroidetes y
Fusobacteria fueron las filas diferencialmente abundantes. Los géneros
Synechococcus, Methylobacterium, Prevotella, Paulinella, Prochlorococcus vy
Marivita se encontraron diferencialmente abundantes en los hepatopancreas del
grupo A2, mientras que Propionigenium, Exiguobacterium, Janthinobacterium,
Pseudomonas, Psychrilyobacter, Enhydrobacter, Flavobacterium, Fusobacterium,
Acinetobacter, Alcanivorax, Stappia, Paenibacillus, Herminiimonas, Lactobacillus,
Rummelibacillus, Hydrogenophaga, Cloacibacterium y Comamonas en el grupo
A10, este grupo ademas mostrdé un mayor enriquecimiento de grupos taxonémicos
con un total de 83, mientras que en el grupo A2, el nimero de grupos taxonémicos
diferencialmente enriquecidos fue de 48, esto soporta la explicacion del efecto
dependiente de la concentracién de agavina en el alimento. Notablemente, los
grupos taxondmicos que aparecen compartidos en los grupos A2 y Al0 al
compararlos contra el grupo DB no aparecen enriquecidos al comparar los
hepatopancreas de los grupos A2 vs Al0, lo que da fuerza a la idea de que estos
grupos taxonémicos no son dependientes de la concentracidén de agavina, si no que
estos son ven enriquecidos con la presencia del prebiético. Se muestran aquellos
grupos taxondmicos que se lograron asignar con nombre completo, aquellos OTUs
gue no se lograron asignar con nombre completo se muestran en la seccion de

Anexos 5.3.
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Figura 31. Grupous taxornornicos anerenciaimerie enrgueciuos ern 10s hepatopancreas de los grupos

A2 y A10 a nivel de fila, clase, orden, familia, género y especie. Determinados por analisis
discriminante lineal (LEfSe)
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5.12 El impacto de la adicion de agavina es menor en intestinos

Interesantemente, en los intestinos, hubo menos grupos taxondmicos
diferencialmente enriquecidos en los intestinos del grupo A2, siendo 8, contra 19
enriquecidos en el grupo alimentado con la DB. A nivel de fila, Cyanobacteria
aparece diferencialmente enriquecido en el grupo alimentado con la dieta basal. Los
géneros (Figura 32), Citrobacter, Tepidimicrobium y Rubritalea, aparecen
enriquecidos en el grupo alimentado con agavina al 2 %. Sinorhizobium, Rubrivivax,
Marivita, Mycoplana y Pseudoalteromonas aparecen enriquecidos en el grupo
alimentado con la dieta basal. Se muestran aquellos grupos taxonémicos que se
lograron asignar con nombre completo, aquellos OTUs que no se lograron asignar

con nombre completo se muestran en la seccion de Anexos 5.2.
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Figura 32. Grupos taxondmicos diferencialmente enriquecidos en los intestinos de los grupos DB y A2 a nivel
de fila, clase, orden, familia, género y especie. Determinados por andlisis discriminante lineal (LEfSe)
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Respecto al grupo A10 vs el grupo DB, el analisis LEfSe revel6 que el primero
cuenta con 26 grupos taxondmicos diferencialmente enriquecido vs 2 en los
intestinos del grupo DB. A nivel de fila, no aparecieron grupos taxondémicos
diferencialmente enriquecidos en los intestinos del grupo A10 al compararlo con el
grupo DB, sin embargo, a nivel de género (Figura 33), Estrella, Stappia,
Hydrogenophaga, Novispirillum, Rubritalea y Bacillus aparecen enriquecidos en el
grupo de la dieta experimental, mientras que en el grupo DB, Rubrivivax. Se
muestran aquellos grupos taxonomicos que se lograron asignar con nombre
completo, aquellos OTUs que no se lograron asignar con nombre completo se

muestran en la secciéon de Anexos 5.2.
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Figura 33. Grupos taxonémicos diferencialmente enriquecidos en los intestinos de los grupos DB y
A2 a nivel de orden, familia, género y especie. Determinados por andlisis discriminante lineal (LEfSe)

Los resultados obtenidos sugieren que el efecto que ejerce la agavina sobre
la microbiota en los intestinos es menor, dado que los grupos diferencialmente
enriquecidos son menores tanto en la dieta al 2 % como en la de 10%. Cabe
mencionar que en los intestinos del grupo DB aparecen mas grupos taxondémicos
diferencialmente enriquecidos en comparacion con el grupo A2, esto podria deberse
a la pérdida de riqueza y diversidad en los intestinos de este grupo, como lo reflejan

los valores obtenidos en los distintos indices de diversidad alfa. Aunado a esto, dado
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gue el grupo A2 obtuvo un mejor rendimiento en cuanto al aprovechamiento del
alimento, posiblemente se deba a la mayor disponibilidad de nutrientes y energia
para ser aprovechados por parte del hospedero. Mientras que se vio un impacto de
la agavina en la diversidad alfa del grupo A2, como se comentd anteriormente, en
los hepatopancreas se vio que la agavina impacta en la diversidad beta,
principalmente al no ponderar por abundancia de OTUs (UniFrac unweighted) y en
menor medida, aunque significativamente, al ponderar por abundancia de OTUs
(UniFrac unweighted). Esto implica que en los hepatopéncreas la agavina, pareciera
influenciar la presencia o ausencia de OTUs minoritarios y, en menor medida
impacta en la abundancia de los OTUs, mientras que en los intestinos, el efecto

pareciera ser el opuesto.

Con respecto a la comparacion de los intestinos de los grupos A2 y A10, se
observo que la totalidad de los grupos diferencialmente abundantes aparecen en
los intestinos del grupo A10, siendo estos 139 grupos taxondémicas. Esto se podria
explicar debido a que la diversidad y riqueza presentes en los intestinos del grupo
A2 fue la menor, mientras que los valores mas altos los obtuvo el grupo a 10. Se
muestran aquellos grupos taxonomicos que se lograron asignar con nombre
completo, aquellos OTUs que no se lograron asignar con nombre completo se

muestran en la seccion de Anexos 5.3.
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Figura 34. Grupos taxondmicos diferencialmente enriquecidos en los intestinos de los grupos A2 y
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5.13 Andlisis de la presencia de prebiéticos

Como resultado de la busqueda en la literatura de especies reportadas como
probioticas, se obtuvieron 80 identificadas, y con un efecto probidtico en distintas
especies de camaron (Anexo 6). Como resultado de la asignacion taxonémica de
los OTUs generados contra Silval32, se identificaron 42 especies probioticas en

total.

Al analizar las especies probiodticas encontradas en los hepatopancreas de
los camarones alimentados con las distintas dietas suplementadas, se puede
observar un enriquecimiento de estas especies de manera dependiente de la
concentracion de agavina, siendo mayor para los hepatopancreas de los camarones
del grupo A10 y menor en el grupo DB, como lo revela la frecuencia relativa de las
bacterias probioticas (Figura 35). Se pudo apreciar que en los hepatopancreas de
los camarones del grupo A10, la agavina pareciera promover el incremento de la
frecuencia relativa de la especie Pseudomonas putida, mientras que para el grupo
A2, se observd un incremento en la frecuencia relativa de la especie Vibrio

hepatarius.

Al comparar los hepatopancreas de los grupos experimentales contra el
grupo alimentado con la dieta basal por separado, se puede observar que la dieta
suplementada con agavina al 10 %, favorece un enriquecimiento diferencial de las
bacterias probiéticas, Pseudomonas putida, Lactobacillus pentosus y Pseudomonas
synxantha. Respecto a los hepatopancreas del grupo A2, Rhodopseudomonas
palustris y Streptococcus thermophilus aparecen significativamente enriquecidas

con respecto al tratamiento control (Figura 36).

En el caso de los intestinos, se pudo apreciar que hay un mayor
enriguecimiento de especies probioticas, de acuerdo con la frecuencia relativa, en
los intestinos del grupo A2. Este incremtento, en el enriqguecimiento de los intestinos
del grupo A2, con respecto a los intestinos de los grupos DB y A10, pareciera ser
explicado por el aumento en la abundancia de la especie Vibrio hepatarius (Figura
37). Esta abundancia de la especie Vibrio hepatarius en los intestinos del grupo A2

correlaciona con el enriquecimiento diferencial del orden Vibrionales, como lo revela
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el analisis LEfSe y la mayor abundancia del género Vibrio, como lo revela el analisis
de la taxonomia, mientras que a la par, se observé el descenso de las especies
minoritarias (< 20). Esto podria explicar que la riqueza y diversidad en los intestinos
de los camarones del grupo A2, haya sido diferencialmente menor con respecto al
grupo DB. Esto podria implicar la estrecha relacion comensal entre algunas
especies del género Vibrio, y el intestino de L. vannamei. Lo anterior, junto al mejor
crecimiento de los camarones alimentados con la dieta suplementada con agavina
al 2 %, en comparacion con el grupo alimentado con la dieta basal, implicaria que
posiblemente, de entre las especies pertenecientes al género Vibrio pudiesen existir
otras cuyo efecto sea positivo para el crecimiento de L. vannamei y/o protector
antagonistas de otras especies patdégenas, por lo que este género, asociado
comunmente a patdégenos en animales marinos, podria estar también asociado a

especies con efectos probiodticos.
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6. Discusion y conclusiones

6.1 La agavina como promotor de crecimiento en L.vannamei

Dada la creciente demanda, y los retos que enfrenta el cultivo de L.
vannamei, es de especial interés desarrollar estrategias que permitan hacer frente
a estos desafios. Entender el papel que juega la microbiota en el desarrollo de este

organismo, es fundamental para conocer su impacto en el fenotipo del camardén.

Multiples estudios han demostrado el efecto positivo del uso de prebidticos,
como aditivos alimenticios promotores del crecimiento, en el cultivo de camarén
(Zhou & Huiyuan, 2007; Pourmozaffar et al, 2017; Supungul et al, 2017, Duan et al,
2019; Li et al, 2019; Zhou et al, 2020). En este estudio se evalud el uso de dietas
suplementadas con distintas concentraciones de agavina como prebidtico.
Interesantemente la adicion de agavina mostré un efecto favorable sobre el
crecimiento del grupo que contenia agavina al 2 % (A2), como lo revela el valor FCA
obtenido por este grupo y que concuerda con los resultados obtenidos por otros
estudios al utilizar fuentes distintas de fibras dietéticas como prebiéticos (Zhou &
Huiyuan, 2007; Hu et al, 2019; Gainza & Romero 2020; Zhou et al, 2020). Tal efecto
positivo sobre el factor de conversion alimenticia de L. vannamei podria deberse a
gue la agavina estimula la secrecion de enzimas digestivas (amilasas, proteasas,
lipasas, etc.) y, por lo tanto, el camardn puede aprovechar de manera mas eficiente
los nutrientes en la dieta. Tal como fue reportado por Duan et al (2019), encontraron
gue dietas isocaldricas, suplementadas con amilosa de maiz resistente a la
digestién, promueven una mayor actividad de enzimas como amilasa, lipasa,
tripsina y pepsina. Adicionalmente, encontraron que la actividad de enzimas
relacionadas con la actividad inmune del camardon como, profenoloxidasa, factores
anti-lipopolisacaridos y lisozima, se ve promovida por la adicién de la amilosa de
maiz resistente a la digestion, lo que podria implicar un efecto favorable sobre la
salud del camardn. Resultados similares se han encontrado al utilizar otros
polisacaridos como prebioticos. Li et al (2019), reportaron que dietas suplementadas
unicamente con 3-glucanos, promueven el crecimiento de L. vannamei y aumenta

el contenido proteico en la carne del camarén, lo que concuerda con los resultados



obtenidos en este estudio, y que se ven reflejados en el aprovechamiento de la

proteina suministrada en la dieta, como lo revela el valor TEP.

Los fructooligosacéaridos han demostrado también tener un efecto benéfico
en el aprovechamiento de nutrientes, lo que se ha visto reflejado en una mayor
ganancia de peso (Zhou & Huiyuan, 2007; Hu et al, 2019). La agavina, conocida
también como fructanos del agave, son mezclas complejas que se encuentran en
distintas especies de agave, por tanto, funcionan como fibra dietética resistente a la
digestion. Pefa-Rodriguez et al (2020), evaluaron alimentos suplementados con
distintas concentraciones de extracto crudo de A. lechuguilla en el crecimiento de L.
vannamei, encontrando que a una concentracion de 0.3 %, el valor obtenido del
factor de conversion alimenticia fue significativamente menor en comparacion con
el grupo control; mientras que el peso ganado, y la tasa especifica de crecimiento
fueron significativamente mayores en el grupo tratado con el extracto al compararlo
contra el grupo control. Adicionalmente, encontraron que el alimento suplementado
con el extracto tuvo un efecto positivo sobre la altura de las células epiteliales en los
tubulos de los hepatopancreas de los camarones de dicho grupo. El valor obtenido
del factor de conversién alimenticia concuerda con el obtenido en este trabajo,
especificamente por el grupo A2, aunque no por el grupo A10. Aunado a lo anterior,
la adiciébn de agavina también ha demostrado promover una mayor actividad de
enzimas implicadas en el sistema inmune, y una mayor proteccion contra
infecciones como la causada por WSSV (Luna-Gonzélez et al, 2012; Partida-
Arangure et al, 2013; Gutiérrez-Dagnino).

6.2 El impacto de la agavina sobre la microbiota en hepatopancreas e
intestino de L. vannamei

La adicion de agavina mostré disminuir tanto la diversidad como la riqgueza
en los intestinos de los camarones del grupo A2, cabe mencionar que este efecto
no se ve reflejado en los hepatopancreas, en los cuales, el impacto de la agavina
tiene una mayor influencia sobre la presencia de OTUs minoritarios (Figura 38). Tal

reduccion observada en los intestinos, concuerda con lo reportado por otros



estudios que han evaluado el impacto de otros prebidticos en el intestino del
camaron (Duan et al, 2017; Zhou et al, 2020). Tal pérdida de diversidad y riqueza,
podria estar intimamente relacionada con un mayor crecimiento de L. vannamei, lo
que podria sugerir una mayor disponibilidad de energia para el hospedero (Fan et
al, 2019).

A pesar de que en el grupo Al10, no se observo diferencia significativa, se
pudo apreciar que la adicion de agavina tiende a incrementar la riqueza y diversidad
de la microbiota en los intestinos de este grupo con respecto al grupo DB, sin

embargo, también se observé que fue el grupo que presenté el peor rendimiento.

Se ha descrito en L. vannamei y en pez cebra que los procesos estocasticos,
generalmente relacionados con el ambiente, que modulan la microbiota en el
intestino pierden fuerza, mientras que procesos deterministicos, como la presién
selectiva ejercida por el sistema inmune, son mas relevantes a medida que el
hospedero madura, y la capacidad del sistema inmune para regular las poblaciones
bacterianas que proliferan en sus intestinos (Xiong et al, 2017, Burns et al, 2016),
dado que los intestinos del grupo A2, presentaron una menor diversidad y riqueza,
este efecto puede deberse a que hay una mayor actividad de moléculas implicadas
en el sistema inmune, lo cual supondria una mayor capacidad por parte del
hospedero para ejercer una presion selectiva sobre las bacterias que proliferan en
los intestinos de este grupo, lo cual podria explicar que los valores de riqueza y
diversidad que se observaron en los intestino del grupo A2 fuesen los mas bajos, y
su rendimiento haya sido el mejor. Este efecto no se logré apreciar en los intestinos
de los camarones del grupo A10, dejando claro el efecto dependiente de la
concentracion (Figura 38). Resultados similares se han podido observar con la
adicién de fibra dietética resistente a la digestion, la cual provoca una disminucion
significativa de la diversidad y riqueza a una concentracion del 3 %, con respecto al
grupo control, mientras que hay un aumento de la diversidad y riqueza a

concentraciones del 1 y del 5 %, con respecto al grupo control (Duan et al, 2019).

Generalmente se suele asociar una mayor diversidad de la microbiota con un

enterotipo mas saludable para el hospedero en comparacion con una menor



diversidad, debido a que un ecosistema con mayor diversidad es capaz de proveer
una mayor estabilidad, resistencia y resiliencia al estrés ambiental, debido a la
redundancia funcional (Naeem & Li, 1997, Le Chatelier et al, 2013; Fan et al, 2019).
Sin embargo, en lo que respecta al intestino, pareciera que una diversidad mayor
no necesariamente implicaria un enterotipo saludable. Un ejemplo de esto lo
reportan (Cornejo-Granados et al, 2017), que encontraron que los intestinos de
camarones cultivados saludables presentaron una menor diversidad y riqueza de

OTUs en comparacion con camarones enfermos con AHPND/EMS.

Hoffmnan et al (2019), report6 que ratones alimentados con inulina
presentaban una menor riqueza y diversidad que los ratones del grupo control, el
cual no se alimentd con inulina. Sin embargo, los ratones alimentados con inulina
incrementaron la abundancia relativa de grupos taxonOmicos putativamente
benéficos como el género Prevotella, mientras que se redujo la frecuencia relativa
de géneros potencialmente proinflamatorios, como Escherichia y Turicibacter. Un
incremento en la diversidad y riqueza de la microbiota se ha asociado con estados
patolégicos como el desarrollo de alzhéimer y complicaciones metabdlicas
asociadas a la obesidad o el envejecimiento en ratones (Hoffmnan et al, 2017).
Oligosacéridos de origen bovino han demostrado incrementar la abundancia de
bacterias probiéticas del género Bifidobacterium, mientras que reducen la
diversidad y riqueza de la microbiota en infantes (Simeoni et al, 2016). El uso de
prebiodticos ha mostrado tener un impacto profundo sobre la diversidad y la riqueza
de la microbiota de L. vannamei, Hasyimi et al (2020), ha reportado que el uso de
miel de abeja como prebidtico causa un aumento de la diversidad y riqueza en los
intestinos de L. vannamei, e impactd de manera favorable en su crecimiento. Estos
resultados contrastan con los resultados reportados por Zhou et al (2020), quien
observdé que la inulina causa un descenso de la riqueza y diversidad de la
microbiota, un efecto observado en el presente estudio en los intestinos del grupo
alimentado con una dieta suplementada con agavina al 2 %. Tal efecto en la
disminucién de la rigueza y diversidad pudiese estar causado por la produccién de
acidos grasos de cadena corta, los cuales han demostrado tener un efecto similar

sobre la diversidad alfa de L. vannamei (Duan et al, 2017).



Los andlisis de diversidad beta revelaron que la adicion de agavina ejerce un
mayor efecto en la estructura de la microbiota del hepatopancreas, tanto en el grupo
A2, como en el A10, mientras que este efecto no se ve reflejado en los intestinos.
Estos resultados indican que el efecto que ejerce la agavina, sobre la microbiota del
hepatopancreas, es regulando la presencia o ausencia de OTUs minoritarios, y en
menor medida, sobre la abundancia, como lo revelan los valores R del analisis de
ANOSIM. Dado que el principal efecto de la agavina es sobre la presencia o
ausencia de OTUs minoritarios, podria implicar que la microbiota en el
hepatodncreas es menos propensa a ser modificada en la abundancia de los grupos
taxondmicos mayoritarios, al menos con la adicién de agavina, independientemente
de la concentracion, como lo indican los valores obtenidos en la diversidad alfa, ya
que no hubo diferencia significativa entre los grupos. Esto se podria explicar debido
a que se ha reportado que el impacto de la dieta sobre la microbiota, es inferior al
impacto que ejercen los factores ambientales, como la salinidad del agua, o el efecto
organo-dependiente (Cornejo-Granados et al, 2018). Aunado a esto, algunos
estudios han revelado que la microbiota del hepatopancreas podria mostrar esta
tendencia hacia una mayor estabilidad debido a que juega un papel clave en la
asimilacion de energia y nutrientes (Tzuc et al, 2014; Cheung et al, 2015).

En L. vannamei, tanto el estbmago pilérico como el cardiaco, se encuentran
conectados al hepatopancreas mediante conductos capaces de filtrar el alimento
por tamafio de particula (Vogt, 2019; Pattarayingsakul et al, 2019), este parametro
es clave a la hora de implementar cualquier estrategia que implique la adicion de
suplementos en el alimento que tenga como finalidad la modulacién de la microbiota
hacia un enterotipo que promueva el crecimiento de L. vannamei. La
suplementacién con agavina al 2 % ha mostrado ser un aditivo prometedor capaz
de promover el cultivo de L. vannamei, mejorando su rendimiento, aunque no
necesariamente el enriqguecimiento de bacterias prebidticas reportadas, sin
embargo, hace falta indagar mas sobre su efecto en el nivel de expresion de
moléculas involucradas en el sistema inmune, tanto para conocer su potencial como
protector contra las distintas infecciones que amenazan la produccion de este

camaron, asi como su efectividad en distintas lineas genéticas de L. vannamei.



El andlisis de la taxonomia revel6 que el género mas abundante, en los
hepatopancreas, independientemente de la dieta experimental, fue un género no
determinado de la familia de Pseudoalteromonadaceae, aunque también se vio
enriquecido el género Propionigenium en los hepatopancreas del grupo A10 el cual
se ha reportado como generador de acidos grasos de cadena corta, el principal
metabolito obtenido de la fermentacion de la fibra dietética. (Graue et al, 2012; den
Besten et al, 2013; Tuncil et al 2018).

En el intestino, el género mas abundante fue uno no determinado
perteneciente a la familia de Pseudoalteromonadaceae, para el grupo DB y A10.
Vibrio fue el género mas abundante en los intestinos del grupo A2. A pesar de que
a este género pertenecen varias especies patdgenas para camaron (Goarant et al,
2000; Defoirdt et al, 2006; Rattanama et al, 2012), también se han reportado algunas
especies comensales, e incluso benéficas pertenecientes al género Vibrio (Gullian
et al, 2004; Carraturo et al, 2006; El-Sersy et al, 2006; Thompson et al, 2010) y que
se han reportado en los intestinos de los camarones saludables (Cornejo-Granados
et al, 2017). Hace falta comentar que también se pudo apreciar una disminucion en
la frecuencia relativa en los OTUs minoritarios en el grupo A2, lo cual explica sus
valores més bajos en los resultados obtenidos en los andlisis de riqueza y
diversidad. Esta pérdida de diversidad pareciera explicar el aumento de la
frecuencia relativa del género Vibrio, en los intestinos del grupo A2, lo que podria

indicar una adaptacion evolutiva a los intestinos de L. vannamei.

Interesantemente, con el analisis de abundancia diferencial, se pudo apreciar
que algunos grupos taxonémicos se ven enriquecidos tanto en los hepatopancreas
del grupo A2, como A10 con respecto al grupo DB. Lo que implicaria que estos
grupos taxondémicos no son dependientes de la concentracion de agavina. A nivel
de clase, estos fueron Verrucomicrobiae. A nivel de familia, Bradyrhizobiace y
Burkholderiaceae. A nivel de género, Bradyrhizobium, Erwinia, Lautropia,

Rhizobium y Rubritalea. Las especies Rhizobium leguminosarum y Vibrio shilonii

El género Rhizobium y Erwinia se han reportado como propios de plantas, en

el caso de Rizobium, es un género que se internaliza en las raices de algunas



plantas y esta implicada en la fijacion de nitrégeno y la sintesis de polihidroxibutirato
(PHB), un &cido graso de cadena corta (Resendis-Antonio et al, 2007). Erwinia, por
su parte, estd asociado a la degradacion de fibras dietéticas y pectina. Varias
especies pertenecientes a este género se consideran patdgenas para algunas
plantas, precisamente por su capacidad para degradar componentes vegetales
(Morovan et al, 1988, Konecki et al, 2013). Aunado a esto se ha reportado que se
encuentra preferentemente en intestinos cuando la dieta es alta en sal (Bier et al,
2018), lo que podria explicar que esté presente en ambientes de agua salada y en
presencia de agavina. Lautropia es un género capaz de fermentar tanto glucosa
como fructosa y se ha visto asociado a la produccion e acidos grasos de cadena
corta. (Gerner-Smidt et al, 1994; Zhu et al, 2020). Rubritalea es un género que
cuenta con varias especies propias de ambientes marinos (Scheuermayer et al,
2006; Kasai et al, 2007; Song et al, 2018), Cabe mencinar que se ha reportado que
la administracion de las algas, Ulva lectuca, Undaria pinnatifida y Gracilaria
lemaneiformis, incrementan la frecuencia relativa de este género, asi como la
expresion de genes involucrados en la inmunidad de en L. vannamei (Niu et al,
2019; Elizondo-Gonzalez, et al, 2020). El género Bradyrhizobium se ha encontrado
diferencialmente abundante en los intestinos de salmones que se encontraban en
agua marina y que fueron alimentados con el probidtico Pediococcus acidilactici
MA18/5M, en comparacién a peces a los cuales no se les administré el probidtico o
aguellos que fueron mantenidos en agua dulce, a pesar de haber recibido el
probiotico. Se reportdé ademas un efecto de proteccién en los salmones al ser
retados con IPNV (Del inglés: Infectious Pancreatic Necrosis Virus) (Jaramillo-
Torres et al, 2019). Tanto el género Pediococcus como Bradyrhizobium estan
implicadas en el metabolismo de acidos grasos de cadena corta, el primero con la
formacion de acido lactico, mientras que el segundo con la formacién de &cido
acetico, a partir de la fermentacion de carbohidratos solubles de maiz (Guan et al,
2018).

Los géneros Enterovibrio, Anoxybacillus, Ochrobactrum, Bosea,
Sinorhizobium, Aquabacterium, Novosphingobium, Ralstonia y Methylobacterium

corresponden a aquellos enriquecidos exclusivamente en los hepatopancreas del



grupo A2 con respecto al grupo DB, mientras que Paracoccus, Achromobacter,
Alteromonas, Agrobacterium, Novispirillum, Alcanivoraz, Stappia Ruminococcus,
Hydrogenophaga Prevotella, Shewanella, Cloacibacterium, Rummeliibacillus,
Herminiimonas, Enhydrobacter, Flavobacterium, Psychrilyobacter,
Exiguobacterium, Janthinobacterium, Pseudomonas y Propionigenium fueron
aguellas enriquecidas exclusivamente en los hepatopancreas del grupo A10 con
respecto al grupo DB. Esto revela que en el hepatopancreas hay géneros que se

enriquecen de manera dependiente de la concentracion de agavina.

Del andlisis de las especies probidticas se puede apreciar que es
principalmente en el hepatopancreas en donde se da el mayor enriquecimiento de
especies probioticas, especialmente en los hepatopancreas del grupo A10. Esto
podria llevar a considerar que un alimento suplementado con agavina al 10 %,
ofrece una mejor proteccién contra posibles patdgenos, aun asi, este grupo es el
que mostré un peor rendimiento (Figura 38), como lo revela el valor de FCA, esto
debido a que la fibra en exceso es se ha llegado a considerar como antinutriente,
qgue puede llegar a impedir una 6ptima absorcion de nutrientes, ademas de estar

asociada a trastornos gastrointestinales (Coudray et al, 2013; Greger, 1999).

Estos hallazgos dejan claro que la concentracidn de prebidtico es un
parametro clave a tomar en cuenta a la hora de implementar una estrategia basada

en la adicion de prebiéticos al alimento, en el cultivo de L. vannamei (Figura 38).

Diversos estudios han encontrado un efecto similar en distintas especies, en
las cuales una concentracibn menor de fibra dietética resistente a la digestion,
ejerce un efecto mas favorable en comparacién a una mayor concentracién. E
incluso se ha encontrado que altas dosis de prebidtico implican un efecto negativo
sobre el hospedero (Roberfroid et al, 1998; Rao, 1999; Bouhnik et al, 2007; Kolida
et al, 2007; Calame et al, 2008; Costabile et al, 2016; Zhou et al, 2017; Garcia-
Curbelo et al, 2018; Singh et al, 2018).

En cerdos se ha observado que dietas suplementadas con agavina al 0.25 %
impactan en el metabolismo lipidico al reducir de manera significativa el colesterol

total, LDL y lipidos totales con respecto al grupo que no se le suministré agavina. E



incluso se observé que la reduccion de lipidos totales fue significativamente mayor
al compararlo contra el grupo al que se le suministré alimento enriquecido con 0.50
% de agavina (Garcia-Curbelo et al, 2018). Adicionalmente se ha reportado que una
concentracion elevada de fibra resistente a la digestion, a pesar de tener un
potencial efecto positivo sobre el epitelio intestinal en cerdos, la asimilacién de la
proteina dietética se ve afectada (Zhou et al, 2017). En ratones se ha observado
gue una concentracion de 25 % de inulina puede causar aversion hacia el alimento,
y consecuentemente una disminucion de masa corporal, tanto masa magra como
adiposa (Singh et al, 2018). En humanos se ha encontrado que el efecto benéfico
de prebidticos como la goma arébiga o fibra de maiz, alcanzan un limite de eficacia
a 10y 6 g dia! de alimento respectivamente. A mayores concentraciones no se
observo un efecto significativo en el enriqguecimiento de bacterias del género
Bifidobacterium (Calame et al, 2008; Costabile et al, 2016) La inulina ha mostrado
tener propiedades bifidogénicas en humanos, tal efecto se ha logrado apreciar ain
a bajas concentraciones del prebiotico. Interesantemente algunos estudios han
determinado que una ingesta elevada no necesariamente esta implicada en un
efecto bifidogénico mayor, si no que la abundancia de bifidobacterium en cada
individuo podria ser determinante en la eficiencia de la inulina para promover el
crecimiento de bifidobacterium, de modo que a una menor abundancia de este tipo
de bacterias, el prebiético mostraria un mayor efecto al promover la abundancia de
las bifidobacterium, mientras que en el caso de individuos con una abundancia
mayor, la inulina pareciera no enriquecer en la misma medida a estas bacterias.
Esto implicaria que en la microbiota intestinal, de individuos saludables, existe una
resiliencia que no permite ser ampliamente alterada, independientemente de la
cantidad de inulina suministrada, que en dosis de hasta 5 g diat, ha mostrado que
es capaz de generar malestar intestinal, como gases o inflamacion (Roberfroid et
al, 1998; Rao, 1999; Bouhnik et al, 2007; Kolida et al, 2007).

El uso de agavina como aditivo alimenticio capaz de promover un fenotipo
favorable en ratones, y el enriquecimiento de géneros probiéticos como
Lactobacillus y Bifidobacterium, se ha estudiado ampliamente en raton (Santiago-
Garcia & Lopez, 2014; Garcia-Curbelo et al, 2015; Huazano-Garcia & Lopez, 2015;



Huazano-Garcia et al, 2017; Gonzalez-Herrera et al, 2019 & 2019b). La produccion
de acidos grasos de cadena corta, es uno de los principales metabolitos producidos
por la microbiota intestinal mediante la fermentacién de la agavina (Huazano-Garcia
& Lbopez, 2015; Gonzalez-Herrera et al, 2019 & 2019b) y al ser acidos carboxilicos,
son capaces de reducir el pH del lumen intestinal en ratones, promoviendo
potencialmente el enriquecimiento o mantenimiento de bacterias involucradas en la
produccion de acidos grasos de cadena corta, los cuales, han mostrado ser capaces
de revertir desordenes metabdlicos generados por una dieta alta en grasa en
ratones (Santiago-Garcia & LOpez, 2014; Huazano-Garcia & L6pez, 2015). Los
acidos grasos de cadena corta estan involucrados en el desarrollo 6ptimo del
epitelio, tanto del hepatopancreas como del intestino en camarones (Duan et al,
2017). En este caso, la dieta suplementada con agavina al 2 % ha mostrado un
efecto prometedor en el rendimiento de L. vannamei, ademas de un enriquecimiento
de algunos géneros que no han sido reportados como probioticos, lo que abre la
posibilidad de poder evaluar el efecto y la actividad benéfica de éstos géneros en el

cultivo de L. vannamei (Figura 38).
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Figura 38. Mecanismo propuesto para explicar el efecto de la agavina, dependiente de concentracion, tanto en
hepatopancreas como en intestino de L. vannamei.
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Anexos

Anexo 1. Analisis de diversidad beta que incluye la muestra 10.3H4. A) UniFrac
unweighted. B) UniFrac weighted

Tratamiento ¢ Dieta Basal 4 Agavina 2% v Agavina 10%
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Anexo 2. Profundidad de cada una de las librerias que entraron al analisis y el
numero de lecturas que pasan cada uno de los procesos de filtrado de calidad

DB
Lectura
Lectura Lecturas
Lecturas S .
Nombr lectura , S , asignada
- después de , Lectura despué Lecturas
edela Organ s por despué .
remover S sdela asignada ,
muestr (o] muestr s de . . después
adaptadore unidas calidad S
a a . cortar a (Q> de los
231 20) filtros
C1H1 H 71376 71376 71376 52810 52764 36415 34678
C1H2 H 50730 50730 50730 | 46282 46232 25370 24773
C1H3 H 41254 41254 41254 34037 33988 26114 25355
C1H4 H 315 315 315 131 131 72 49
Cli1 I 73165 73165 73165 57204 57113 33056 30020
C1li2 | 501 501 501 258 257 121 77
C1li3 | 28607 28607 28607 22546 22513 12513 11213
Clia I 48889 48889 48889 | 40847 40791 27316 24571
C2H1 H 55038 55038 55038 | 49859 49817 28738 28135
C2H2 H 545 545 545 293 292 118 80
C2H3 H 15879 15879 15879 10926 10901 9263 8843
C2H4 H 24499 24499 24499 13470 13441 8826 7521
C2i1 I 10603 10603 10603 2962 2942 2372 2257
C2i2 I 18973 18973 18973 9160 9131 6290 5761
C2i3 I 62813 62813 62813 | 44036 | 43933 33386 31769
C2i4 I 46678 46678 46678 32105 32033 19704 16893
C3H1 H 15600 15600 15600 7636 7610 6499 6164
C3H2 H 267 267 267 130 130 63 50
C3H3 H 31153 31153 31153 26023 25985 19070 17592
C3H4 H 5928 5928 5928 4277 4266 3348 3290
C3i1 I 36023 36023 36023 25122 25064 18669 18240
C3i2 I 104191 104191 104191 | 88348 88195 55391 50587
C3i3 I 56619 56619 56619 37512 37417 27268 22594
C3i4 I 81828 81828 81828 69012 68888 53359 51771

DB: Dieta Basal. H: Hepatopéncreas. I: Intestino. La etiqueta de las muestras corresponde como
sigue, por ejemplo, para la muestra C1H1: C = dieta basal; 1 = jaula 1; H = hepatopancreas 1 =
camarén 1, y asi sucesivamente.




A2
Lecturas Lectura
d = Lectura Lecturas
espués s .
Nombr lectura s . asignada
- del . Lectura despué Lecturas
edela Organ S por despué . S
remover s sdela asignada .
muestr 0 muestr s de ; . después
el unidas  calidad s
a a adaptado cortar a (Q> de los
231 filtros
r 20)
2-1H1 H 136590 | 136590 | 136590 | 112823 | 112605 88345 84286
2-1H2 H 51792 51792 51792 34566 34472 23866 23503
2-1H3 H 39053 39053 39053 30673 30621 25878 25381
2-1H4 H 13616 13616 13616 4100 4083 2803 2460
2-1i1 I 62698 62698 62698 50572 50482 32995 30616
2-1i2 I 53280 53280 53280 44924 44834 24929 23438
2-1i3 I 64802 64802 64802 56390 56306 39065 37638
2-1i4 I 46150 46150 46150 32836 32775 23729 22199
2-2H1 H 1664 1664 1664 360 357 224 191
2-2H2 H 68691 68691 68691 58292 58186 47265 46516
2-2H3 H 75038 75038 75038 63060 62954 51822 49768
2-2H4 H 63704 63704 63704 56066 56006 35099 34081
2-2i1 I 75232 75232 75232 65594 65476 34044 31375
2-2i2 I 31142 31142 31142 20231 20191 16014 15622
2-2i3 I 52561 52561 52561 36399 36309 22451 21064
2-2i4 I 36617 36617 36617 24686 24625 17033 15312
2-3H1 H 55121 55121 55121 46756 46693 30658 29486
2-3H2 H 8821 8821 8821 4842 4835 3880 3114
2-3H3 H 126999 | 126999 | 126999 | 118119 | 117965 88572 81253
2-3H4 H 311 311 311 149 148 79 65
2-3i1 I 42024 42024 42024 29211 29136 16776 15630
2-3i2 I 59133 59133 59133 43812 43723 33099 32154
2-3i3 I 31762 31762 31762 24734 24689 15540 14882
2-3i4 I 61953 61953 61953 48905 48827 33844 31513

A2: Agavina 2 %. H: Hepatopéncreas. I: Intestino. La etiqueta de las muestras corresponde como
sigue, por ejemplo, para la muestra 2-1H1: 2 = Agavina 2 %; 1 = jaula 1; H = hepatopancreas 1 =
camarén 1, y asi sucesivamente.




Al10
Lecturas Lectura Lecstura Lecturas
Nombr lectura  después s . asignada
edela Organ S por de despué —sElE CEgus Le_cturas S

muestr 0 muestr  remover s de S S d.e G esltEee después
a a adaptado cortar a LEEs C(algid S de los
r 231 20) filtros
10-1H1 H 32904 32904 32904 27082 27034 19249 17873
10-1H2 H 64531 64531 64531 39652 39557 31565 29665
10-1H3 H 49299 49299 49299 32786 32723 23350 20979
10-1H4 H 92734 92734 92734 63216 63103 51696 49726
10-1i1 I 77137 77137 77137 58183 58075 35350 31475
10-1i2 I 36225 36225 36225 12358 12298 8427 6878
10-1i3 | 54491 54491 54491 40839 40770 28275 25814
10-1i4 I 23354 23354 23354 5095 5069 3520 2826
10-2H1 H 23710 23710 23710 16295 16255 13111 12663
10-2H2 H 30107 30107 30107 17833 17791 13264 11861
10-2H3 H 51767 51767 51767 39526 39470 29197 26467

10-2H4 H 423 423 423 221 220 123 87

10-2i1 I 27384 27384 27384 23708 23663 18309 17686
10-2i2 I 48291 48291 48291 39543 39480 26714 25788
10-2i3 I 75281 75281 75281 63173 63094 45062 41630
10-2i4 I 93460 93460 93460 80324 80207 52888 44879
10-3H1 H 67905 67905 67905 48027 47950 39463 37323
10-3H2 H 17547 17547 17547 12233 12207 9902 9147
10-3H3 H 76429 76429 76429 59539 59461 49855 46211
10-3i1 I 49641 49641 49641 37971 37917 23518 21181
10-3i2 I 68695 68695 68695 56678 56564 41330 38785
10-3i3 I 47723 47723 47723 36354 36309 25338 23768
10-3i4 I 109659 | 109659 | 109659 | 93490 93348 62488 56569

A10: Agavina 10 %. H: Hepatopéncreas. |: Intestino. La etiqueta de las muestras corresponde
como sigue, por ejemplo, para la muestra 10-1H1: 2 = Agavina 10%; 1 = jaula 1; H =

hepatopancreas 1 = camarén 1, y asi sucesivamente.




Anexo 3. Resultados de la diversidad alfa generados con la tabla BIOM con
profundidad homologada

DB A2 A10 DB vs A2 DB vs A0
Chaol 20350 £+91.89  237.86+94.01 318.65+99.44  0.0779 0.415
OTUs

216.78 +82.28  161.49+64.49 231.20+7640 00262 05492
observados
Shannon 480 +1.14 3.98 +0.83 506+096 001202  0.41562
DF 17.86 +5.24 13.82 + 4.56 1874+471 00125  0.5746

DB A2 A10 DB vs A2 DB vs A0

Chaol 240.61+92.56 20413 +77.82 262.24+8454 040068  0.59862
OTUs

171.82 +81.19  131.83+4849 10056 + 6552  0.23846  0.55851
observados
Shannon 412 +0.97 3.80 + 0.67 465+0091 048809 021631
DF 15.36 + 5.55 11.99 + 3.16 1634+423 013806  0.64582

DB A2 A10 DBvs A2 DB vs Al0

Chaol 335.81 +69.36 260.34+100.16 369.94+8526 004565  0.36857
OTUs 252.75+ 6653 181.26+67.97 268.15+68.25 001599  0.60134
observados e s T ) )
Shannon 5.35 + 0.98 4.09 +0.93 543+0.88 000204  0.84264
DF 19.87 +4.22 15.03 + 5.05 2092 +4.15 001467  0.59224




Anexo 4. Diversidad beta. Resultados calculados a partir de la taba BIOM con
profundidad homologada

Anexo 4.1. Los PCoA representan el analisis UniFrac unweighted (arriba) y
weighted (abajo) de todas las muestras, identificadas por 6rgano

Tratamiento ¢ Hepatopancreas A Intestinos
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<) o o o
= b= = o
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S
[N}
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0.3
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R =0.095
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Anexo 4.2. Los PCoA representan el analisis UniFrac unweighted (arriba) y
weighted (abajo) de todas las muestras identificadas por dieta experimental

Tratamiento ¢ Dieta Basal A Agavina 2% ¥ Agavina 10%

0.3
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o
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PC1 - Porcentaje de variacién explicada 51.18%



Anexo 4.3. Los PCoA representan el analisis UniFrac unweighted (arriba) y
weighted (abajo) de los hepatopéncreas identificados por dieta experimental

Tratamiento # Dieta Basal A Agavina 2% ¥ Agavina 10%

o
[N

o
o

S
]

PC2 - Porcentaje de variacién explicada 16.85%

R=0.348
p-value = 0.001

-0.2 0.0 0.2
PC1 - Porcentaje de variacion explicada 22.32%

PC2 - Porcentaje de variacién explicada 24.65%
o

R=0.170
p-value = 0.008

S
[}

-0.4 -0.2 0.0 0.2
PC1 - Porcentaje de variacion explicada 53.03%



Anexo 4.4. Los PCoA representan el analisis UniFrac unweighted (arriba) y
weighted (abajo) de los intestinos identificados por dieta experimental

Tratamiento # Dieta Basal A Agavina 2% ¥ Agavina 10%
0.3

R =0.085
p-value = 0.065
y

o
[N}

PC2 - Porcentaje de variacién explicada 18.18%

o
2

o
)

PC2 - Porcentaje de variacién explicada 11.01%
[=)
=]

-0.2

-0.4 -0.2 0.0 0.2
PC1 - Porcentaje de variacion explicada 32.39%



Anexo 5. Grupos diferencialmente abundantes de acuerdo al analisis de LEfSe
a nivel de especie incluyendo aquellas no designadas

Anexo 5.1 Especies diferencialmente abundantes de acuerdo al anélisis de
LEfSe en los hepatopancreas de los diferentes grupos: Arriba) DB vs A2.
Abajo) DB vs A10

DB vs A2
Nivel . Grupo con LDA Score
taxonémico Taxonomia mayor (Log10) p-value
abundancia
Clase Phycisphaerae A2 2.095636401 0.044038204
c_Alphaproteobacteria, o_ND A2 3.344440289 0.024034519
Phycisphaerales A2 3.146918105 0.044038204
Orden Rhizobiales A2 4.360036287 0.005583617
Rhodocyclales A2 3.337907775 0.003492882
Streptophyta A2 3.456394686 0.009625985
Bradyrhizobiaceae A2 4.139057748 0.000147419
Brucellaceae A2 2.821728585 0.006040466
Burkholderiaceae A2 3.185264154 0.000900809
c_Alphaproteobacteria, f_ND A2 3.103799237 0.024034519
Methylobacteriaceae A2 4.105292645 0.000169261
Familia o_Phycisphaerales, f_ND A2 2.439144912 0.044038204
0_Rhizobiales, f_ND A2 3.527784359 0.001597552
0_Sphingomonadales, f ND A2 2.995848323 0.002045677
0_Streptophyta, f_ND A2 3.23703585 0.009625985
Rhizobiaceae A2 3.140002318 0.031909312
Rhodocyclaceae A2 2.965391954 0.003492882
Bradyrhizobium A2 4.128829886 0.000186915
Erwinia A2 2.965580929 0.01204056
Sinorhizobium A2 2.904207862 0.046885437
c_Alphaproteobacteria, g_ND A2 3.076758854 0.024034519
Género Enterovibrio A2 2.649790865 0.044163117
Rubritalea A2 2.816489017 0.005226477
0_Sphingomonadales, g _ND A2 2.887534624 0.002045677
f_Burkholderiaceae, g_ND A2 2.904925042 0.000900809
Ralstonia A2 3.400435415 0.000186915
f_Bradyrhizobiaceae, g_ND A2 2.696347137 0.00071369




Lautropia

A2

2.999593912

0.025869279

0_Streptophyta, g_ND A2 3.198772473 0.009625985
Anoxybacillus A2 2.837105726 0.045125519
Bosea A2 2.881731272 0.000959722
Novosphingobium A2 3.094339518 0.000262363
f_Rhodocyclaceae, g_ND A2 2.804998198 0.003492882
o_Phycisphaerales, g ND A2 2.370373479 0.044038204
Ochrobactrum A2 2.84047086 0.006040466
Methylobacterium A2 4.10820357 0.000169261
Aguabacterium A2 2.959870678 0.005841887
o_Rhizobiales, g_ND A2 3.495575272 0.001597552
Rhizobium A2 2.800265219 0.000900809
Rhizobium leguminosarum A2 2.765376671 0.000900809
g_Methylobacterium, s_ND A2 4.10773712 0.000169261
g_Ochrobactrum, s_ND A2 2.991156346 0.006040466
0_Rhizobiales, s_ND A2 3.49290404 0.001597552
g_Erwinia, s_ND A2 2.930287491 0.01204056
g_Aquabacterium, s_ND A2 2.949961652 0.005841887
g_Rubritalea, s_ND A2 2.823360593 0.005226477
0_Sphingomonadales, s_ND A2 2.784758252 0.002045677
g_Novosphingobium, s_ND A2 3.093113871 0.000262363
f_Rhodocyclaceae, s ND A2 2.887305156 0.003492882
g_Ralstonia, s_ND A2 3.397100547 0.000186915
Especie g_Enterovibrio, s ND A2 2.650481752 0.044163117
Vibrio shilonii A2 2.918708687 0.026341644
c_Alphaproteobacteria, s_ND A2 3.076405616 0.024034519
g_Sinorhizobium, s_ND A2 2.873669568 0.046885437
Anoxybacillus kestanbolensis A2 3.029919215 0.045125519
Bosea genosp A2 2.891576987 0.000959722
f_Burkholderiaceae, s_ND A2 2.895680903 0.000900809
o_Phycisphaerales, s_ND A2 2.472510736 0.044038204
o_Streptophyta, s_ND A2 3.179938345 0.009625985
g_Bradyrhizobium, s_ND A2 4126778493 0.000186915
f_Bradyrhizobiaceae, s ND A2 2.699775735 0.00071369
g_Lautropia, s_ND A2 3.008149408 0.025869279




DB vs Al10

Nivel ) Grupo con LDA Score
taxonémico Taxonomia mayor (Log10) p-value
abundancia
Acidobacteria A10 4.72998581 0.041238979
Fila Bacteroidetes A10 4.301363938 0.006714283
Fusobacteria A10 4.83833261 0.006768741
Cyanobacteria DB 4.78173573 0.016382353
Betaproteobacteria Al10 4.231733097 0.026715698
BPC102 A10 3.86965572 0.041238979
Clase Flavobacteriia A10 3.817305036 0.005731182
Fusobacteriia A10 4.837849057 0.006768741
ML635J 21 DB 3.576108613 0.048342273
Synechococcophycideae DB 4.66623632 0.011623419
Aeromonadales Al10 3.70244893 0.005601449
Burkholderiales A10 4.172686393 0.013823024
c_Alphaproteobacteria, o_ND Al0 2.984955957 0.030401211
¢_Gammaproteobacteria, o_ND A10 3.094784583 0.033827776
Flavobacteriales A10 3.646915966 0.005731182
Fusobacteriales A10 4.826771723 0.006768741
Lactobacillales A10 3.062023736 0.018754269
Orden MVS 40 A10 3.237706357 0.041238979
Oceanospirillales Al0 3.115343645 0.008324725
Pseudomonadales A10 4.269786834 0.006768741
Rhodospirillales A10 3.023275759 0.036204238
Thiotrichales A10 3.08496003 0.011623419
c_Betaproteobacteria, 0o_ND DB 3.173239292 0.046953833
c_ML635J 21, o_ND DB 3.094827863 0.048342273
Synechococcales DB 4.592630461 0.009740122
Burkholderiaceae Al10 3.044776922 0.001469921
Oxalobacteraceae A10 4.197551248 0.002083615
Alcaligenaceae A10 3.576281311 0.008039299
c¢_Gammaproteobacteria, f_ND Al0 3.58126093 0.033827776
Familia Rhodospirillaceae A10 2.88601043 0.041044327
Weeksellaceae A10 3.087463896 0.012538671
Alcanivoracaceae A10 3.428921081 0.030967527
Exiguobacteraceae A10 4.192568501 0.000294507
Piscirickettsiaceae A10 3.071365703 0.011623419




0_MVS 40, f_ND A10 3.535998648 0.041238979
Aeromonadaceae A10 3.711336814 0.025968968
Bradyrhizobiaceae A10 3.684382323 0.036969618
Lachnospiraceae Al10 3.149874794 0.039501618
c_Alphaproteobacteria, f ND Al10 3.029487056 0.030401211
Oceanospirillaceae Al10 3.423168872 0.002226925
Prevotellaceae A10 3.008662039 0.025968968
Lactobacillaceae A10 3.173319968 0.001205823
Pseudomonadaceae A10 4.190913804 0.004628622
Flavobacteriaceae A10 3.633529656 0.006027692
0_Rhodospirillales, f_ND A10 3.887790824 0.016836074
Shewanellaceae A10 3.152629351 0.042297764
Planococcaceae A10 3.089362075 0.000221979
Fusobacteriaceae A10 4.818229337 0.006768741
c_Betaproteobacteria, f_ND DB 3.104745796 0.046953833
c_ML635J 21, f ND DB 3.134059842 0.048342273
Synechococcaceae DB 4.622467225 0.009740122
Paracoccus A10 2.252034589 0.036426763
Propionigenium Al10 4.782120855 0.006768741
Agrobacterium A10 2417831413 0.038330695
Bradyrhizobium A10 3.738126309 0.036969618
f_Piscirickettsiaceae, g_ND Al0 2.875032145 0.011623419
Flavobacterium A10 3.540682014 0.002296756
Hydrogenophaga Al0 2.730812065 0.011400962
¢_Gammaproteobacteria, g_ND Al10 2.483352408 0.033827776
Erwinia A10 2.768487734 0.004768617
Rummeliibacillus A10 2.906002784 0.000221979
Geénero Prevotella A10 2.831721077 0.025968968
c_Alphaproteobacteria, g_ND Al0 2.51349585 0.030401211
¢_BPC102 0, g_ND A10 2.722876157 0.041238979
Novispirillum A10 2.424624346 0.018932273
f_Aeromonadaceae, g_ND A10 3.777019768 0.025968968
Exiguobacterium A10 4.091766201 0.000294507
Achromobacter A10 2.299362472 0.008039299
Shewanella A10 2.834816892 0.042297764
Rubritalea A10 3.053131864 0.01275159
Psychrilyobacter Al10 3.731543495 0.001984081
Oceanospirillum Al10 2.950522358 0.024875115




f_Bradyrhizobiaceae, g_ND
Lautropia

Stappia

Ruminococcus
Enhydrobacter
Herminiimonas
Lactobacillus
f_Moraxellaceae, g_ND
Pseudomonas
Cloacibacterium
Janthinobacterium
Alcanivorax
f_Oceanospirillaceae, g_ND
Rhizobium
o_Rhodospirillales, g_ND
Alteromonas
c_Betaproteobacteria, g_ND
¢_ML635J 21, g_ND
Synechococcus

A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10

DB

DB

DB

2.332059463
2.484963868
2.472449803
2.599316943
3.538252061
3.104070033
2.978053155

2.44844304
4.148121765
2.840007192
4.105406992

2.45926565
2.650135686
2.302851672
2.682221967
2.406305947
2.960388158
3.007973417
4.604482817

0.031478867

0.00186673
0.042794046
0.039501618
0.022106814
0.003854191
0.001205823
0.004131344
0.006040466

0.00186673
0.004090439
0.030967527
0.001152186
0.014102749
0.016836074
0.046411079
0.046953833
0.048342273
0.009740122

Especie

Rhizobium leguminosarum
Pseudomonas veronii
g_Pseudomonas, s_ND
0_MVS 40, s_ND
g_Herminiimonas, s_ND
Stappia meyerae
Flavobacterium succinicans
g_Erwinia, s_ND
Staphylococcus aureus
g_Novispirillum, s_ND
g_Rubritalea, s_ND
Janthinobacterium lividum
g_Lactobacillus, s_ND
g_Shewanella, s ND
Prevotella copri
Ruminococcus gnavus
f_Moraxellaceae, s_ND
0_Rhodospirillales, s ND
Vibrio shilonii

A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10

2.341761732
2.972124045
4.148073852
2.812524085
3.113928864
2.390644336
2.836265385

2.73916762
2.524003187
2.346161815
3.041786627
4.120773028
3.021861519
2.880703839
2.849651427
2.629289501
2.470487959
2.896776354

2.37530758

0.014102749
0.024322916
0.002988672
0.041238979
0.003854191
0.042794046
0.000513615
0.004768617
0.018881796
0.018932273

0.01275159
0.004090439
0.001205823
0.042297764
0.025968968
0.039501618
0.004131344
0.016836074
0.028923039




f_Oceanospirillaceae, s_ND
f_Piscirickettsiaceae, s ND
c_Alphaproteobacteria, s_ND
Paracoccus marcusii
g_Agrobacterium, s_ND
g_Enhydrobacter, s ND
Acinetobacter Iwoffii
f_Aeromonadaceae, s_ND
g_Cloacibacterium, s_ND
g_Alcanivorax, s_ND
g_Alteromonas, s_ND
g_Hydrogenophaga, s_ND

¢_Gammaproteobacteria, s ND

Enhydrobacter aerosaccus
g_Bradyrhizobium, s_ND
g_Flavobacterium, s_ND
g_Exiguobacterium, s_ND
g_Rummeliibacillus, s_ND
Acinetobacter johnsonii

f _Bradyrhizobiaceae, s ND
g_Oceanospirillum, s_ND
g_Lautropia, s_ND
g_Psychrilyobacter, s ND
g_Achromobacter, s ND
g_Propionigenium, s_ND
c_Betaproteobacteria, s ND
c_ML635J 21, s_ND
g_Synechococcus, s ND

A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10

DB

DB

DB

2.641764033
2.985730928
2.518109691
2.217247906
2.415451105
3.560977568
2.703905043
3.735195496
2.900040877
2.419072707
2.267627192

2.71830282
2.569086166
2.408131659
3.725010206
3.500656174

4.13960266
2.953285074
3.097932909
2.295179502
2.972468927
2.530418942
3.743463168
2.381884242
4.784210178
3.031704121
3.048292859

4.63285594

0.001152186
0.011623419
0.030401211
0.036426763
0.038330695
0.022106814
0.019902373
0.025968968

0.00186673
0.030967527
0.046411079
0.011400962
0.033827776
0.014421779
0.036969618

0.00282613
0.000294507
0.000221979
0.003785398
0.031478867
0.024875115

0.00186673
0.001984081
0.008039299
0.006768741
0.046953833
0.048342273
0.009740122




Anexo 5.2 Especies diferencialmente abundantes de acuerdo al analisis de
LEfSe en los intestinos de los diferentes grupos: Arriba) DB vs A2. Abajo)

DB vs A10
DB vs A2
Nivel . Eipe Eel LDA Score
taxonémico Taxonomia mayor (Log10) p-value
abundancia

Fila Cyanobacteria DB 4.999946625 0.04964723
Bacilli DB 3.638615992 0.04964723

Clase Bacteroidia DB 2.77523868 0.03276918
Vibrionales A2 5.02905974 0.03766692
Legionellales A2 2.893406366 0.04604244
Bacteroidales DB 2.896622558 0.03276918
Rhodocyclales DB 3.532141694 0.04416312

Orden Lactobacillales DB 3.508731919 0.02462927
Rhizobiales DB 3.923934625 0.00937477
Sphingomonadales DB 3.228543165 0.03266344
Thiotrichales DB 3.356565325 0.03766692
Tissierellaceae A2 3.419531352 0.02824037
Vibrionaceae A2 5.111517208 0.04964723
Legionellaceae A2 3.303507979 0.04604244

Familia Rhodocyclaceae DB 4.057064086 0.04416312
Enterococcaceae DB 3.631638641 0.01516294
Piscirickettsiaceae DB 3.498533054 0.03766692
Beijerinckiaceae DB 3.500732503 0.01107444
Citrobacter A2 2.671523323 0.04240033
Tepidimicrobium A2 2.863745505 0.02824037
Rubritalea A2 2.332491826 0.03106086

Género Sinorhizobium DB 2.853527607 0.0325122
Rubrivivax DB 2.626398328 0.03783332
Marivita DB 2.784557378 0.00557329
Mycoplana DB 2.999374774 0.0479175
Pseudoalteromonas DB 3.531776548 0.00937477

Especie ¥ fsggigﬂfergmo”as DB 2.932900077 0.02064371




DB vs A10

Nivel taxonémico Taxonomia Gl G mayor ~Li Sl p-value
abundancia (Log10)
Oscillatoriales Al0 2.972024239 0.02421967
Orden Streptophyta Al10 2.977333885 0.02403452
o_Streptophyta, f_ND Al0 2.541799771 0.02403452
Actinomycetaceae Al10 2.645944128 0.01707442
Familia Criblamydiaceae A10 2.439935367 0.02953232
Phormidiaceae A10 3.065589793 0.02421967
Bacillaceae Al10 2.765460193 0.04959765
Ruminococcaceae A10 2.577083936 0.03180146
Hydrogenophaga A10 2.580126211 0.04494205
Novispirillum A10 2.165340566 0.03106086
f_Phormidiaceae, g_ND A10 2.918839487 0.02421967
Género Estrella A10 2.009903655 0.02953232
Rubritalea Al10 2.061725137 0.01459967
Stappia Al10 2.015503699 0.02536616
Bacillus Al10 2.380473918 0.04865737
Rubrivivax DB 2.019026674 0.02762903
g_Actinomyces, s_ND A10 2.000682508 0.01707442
g_Bacillus, s_ND A10 2.395788095 0.04865737
Stappia meyerae Al10 2.243499248 0.02536616
g_Novispirillum, s_ND A10 2.534579938 0.03106086
g_Rubritalea, s_ND A10 2.164999118 0.01459967
Especie g_Beijerinckia, s_ND A10 2.234347654 0.00907218
f_Phormidiaceae, s_ND A10 2.919449576 0.02421967
Estrella lausannensis A10 2.108967659 0.02953232
g_Hydrogenophaga, s_ND Al10 2.585550126 0.04494205
0_Streptophyta, s ND Al0 2.026856608 0.02403452
f_Alteromonadaceae, s_ND A10 2.053669619 0.02540908
g_Rubrivivax, s_ND DB 2.051355573 0.02762903




Anexo 5.3 Especies diferencialmente abundantes de acuerdo al analisis de
LEfSe de los diferentes grupos: Arriba) Hepatopancreas A2 vs A10. Abajo)
Intestinos A2 vs A10

Hepatopancreas - A2 vs A10
Nivel . EEo Eem LDA Score
taxonémico Taxonomia mayor (Log10) p-value
abundancia
Cyanobacteria A2 4.710822394 0.005613231
Fila Bacteroidetes Al0 4.696695405 0.000878623
Firmicutes A10 4.468743326 0.009740122
Fusobacteria Al0 4.81074231 0.003134851
Actinobacteria A2 4.274045897 0.042254021
Bacteroidia A2 3.864373176 0.001841808
Chloroplast A2 3.937593345 0.005613231
Clase ML635J 21 A2 4.605195545 0.019229449
Synechococcophycideae A2 459792948 0.013823024
Bacilli Al0 4.273973551 0.002088939
Flavobacteriia Al0 4.128286716 0.004438404
Fusobacteriia Al0 4.828595366 0.003134851
Actinomycetales A2 4.300748105 0.042254021
Bacteroidales A2 3.559046384 0.001841808
c_Chloroplast, 0_NA A2 3.726298983 0.02767066
c_ML635J 21, 0_NA A2 3.99428667 0.019229449
Pirellulales A2 4.267115662 0.01934898
Streptophyta A2 3.655326185 0.003187708
Synechococcales A2 4.604314101 0.013823024
Orden Aeromonadales Al0 3.982210938 0.001372471
Bacillales Al0 4.260894325 0.002563517
c_Betaproteobacteria, o_NA A10 3.882406957 0.048676672
Flavobacteriales Al0 3.759819175 0.004438404
Fusobacteriales Al0 4.795373407 0.003134851
Lactobacillales A10 3.543455988 0.000770597
Oceanospirillales Al0 4.146819489 0.024322916
Pseudomonadales Al0 4.366539333 0.001106586
Thiotrichales Al0 3.414337079 0.048899849
Aeromonadaceae Al0 3.853634632 0.020969353
Familia c_Chloroplast, f_NA A2 3.691423373 0.02767066
c_ML635J 21, f NA A2 3.557524166 0.019229449
Methylobacteriaceae A2 3.925681797 0.026715698




Microbacteriaceae A2 3.522393028 0.01931907
o_Streptophyta, f_NA A2 3.427283599 0.003187708
Paraprevotellaceae A2 3.631321087 0.01838365
Pirellulaceae A2 4.275616982 0.01934898
Prevotellaceae A2 3.377821416 0.002285346
Synechococcaceae A2 4587620003 0.013823024
Alcanivoracaceae Al0 3.982053376 0.004671082
c_Betaproteobacteria, f_NA Al10 3.425956417 0.048676672
Exiguobacteraceae Al0 4.139971922 2.25E-05
Flavobacteriaceae Al0 3.602921314 0.001859687
Fusobacteriaceae Al0 4.84045447 0.002563517
Lactobacillaceae Al0 3.179744568 0.000770597
Moraxellaceae A10 3.927215076 0.000711741
Oceanospirillaceae Al0 3.749719747 0.013419731
Oxalobacteraceae Al0 4.131810014 0.003820067
Piscirickettsiaceae Al0 3.127239095 0.048899849
Planococcaceae Al0 3.15689426 4.55E-05
Pseudomonadaceae Al0 4.086117843 0.004638759
Weeksellaceae Al0 3.358755599 0.014924956
c_Chloroplast, g_NA A2 3.22427979 0.003187708
c_Chloroplast, g_NA A2 3.126697543 0.02767066
c_ML635J 21, g_NA A2 3.112787639 0.019229449
f_Microbacteriaceae, g_NA A2 3.397089371 0.042050552
f_Pirellulaceae, g_NA A2 4.222981793 0.01934898
f_Verrucomicrobiaceae, g_NA A2 2.925546857 0.046347235
Marivita A2 2.83838775 0.009953906
Methylobacterium A2 3.967901349 0.026715698
Paulinella A2 3.225360148 0.024641634
Género Prevotella A2 3.35140092 0.002285346
Prevotella* A2 3.003889062 0.01838365
Prochlorococcus A2 2.863774597 0.036204238
Synechococcus A2 4520856359 0.011623419
Acinetobacter Al0 3.555931392 0.003134851
Alcanivorax A10 3.445144576 0.004671082
c_Betaproteobacteria, g_NA Al0 3.195627358 0.048676672
Cloacibacterium Al0 2.951095064 0.002226925
Comamonas Al0 2.860723677 0.045793892
A10

Enhydrobacter

3.625149646

0.000532766




Exiguobacterium

A10

4.131815749

2.25E-05

f_Aeromonadaceae, g_NA Al0 3.891122041 0.020969353
f_Moraxellaceae, g_NA Al0 2.850698839 0.004131344
f_Oceanospirillaceae, g_NA Al10 3.11075597 0.002226925
f_Piscirickettsiaceae, g_NA A10 2.946060133 0.048899849
Flavobacterium Al0 3.586487529 0.00036503
Fusobacterium Al0 3.557135733 0.010452721
Herminiimonas Al0 3.143562904 0.001115968
Hydrogenophaga Al0 3.005632261 0.011400962
Janthinobacterium Al0 4.113122265 0.000172092
Lactobacillus Al0 3.079474969 0.000770597
Paenibacillus Al0 3.337905451 0.022347982
Propionigenium A10 4.706786893 0.003134851
Pseudomonas Al0 4.110767415 0.008887785
Psychrilyobacter Al0 3.697267837 0.001678329
Rummeliibacillus Al0 3.015550106 4.55E-05
Stappia A10 3.440326466 0.030885229
c_Chloroplast, s_NA A2 2.730384207 0.02767066
c_ML635J 21, s_NA A2 2.911410363 0.019229449
f_Microbacteriaceae, s_NA A2 3.371438931 0.042050552
f_Pirellulaceae, s_NA A2 4.262934018 0.01934898
f_Verrucomicrobiaceae, s_NA A2 2.619413348 0.046347235
g_Marivita, s_NA A2 2.77522022 0.009953906
g_Methylobacterium, s_NA A2 4.056625843 0.026715698
g_Paulinella, s_NA A2 3.221038063 0.024641634
g_Prevotella, s_NA A2 2.713013216 0.01838365
g_Prochlorococcus, s_NA A2 2.781471625 0.036204238
Especie g_Synechococcus, s_NA A2 4.525034182 0.011623419
o_Streptophyta, s_NA A2 3.195555207 0.003187708
Prevotella copri A2 3.271419925 0.002285346
Acinetobacter guillouiae Al0 2.92257147 0.002226925
Acinetobacter johnsonii Al0 3.055598444 0.004638759
c_Betaproteobacteria, s_NA A10 2.767153818 0.048676672
Enhydrobacter aerosaccus Al0 2.618251326 0.007900574
f Moraxellaceae, s_NA A10 2.545664898 0.004131344
f_Aeromonadaceae, s_NA A10 3.884043242 0.020969353
f_Oceanospirillaceae, s_NA A10 2.804310842 0.002226925
A10

f Piscirickettsiaceae, s NA

2.877356482

0.048899849




Flavobacterium succinicans
g_Acinetobacter, s_NA
g_Alcanivorax, s_NA
g_Cloacibacterium, s_NA
g_Comamonas, s_NA
g_Enhydrobacter, s NA
g_Exiguobacterium, s_NA
g_Flavobacterium, s_NA
g_Fusobacterium, s_NA
g_Herminiimonas, s_NA
g_Hydrogenophaga, s_NA
g_Lactobacillus, s_NA
g_Paenibacillus, s_NA
g_Propionigenium, s_NA

g_Pseudoalteromonas, s_NA

g_Pseudomonas, s_NA
g_Psychrilyobacter, s NA
g_Rummeliibacillus, s_NA

Janthinobacterium lividum

Pseudoalteromonas luteoviolacea

Pseudomonas veronii
Staphylococcus aureus
Stappia meyerae

A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
A10
A10
A10

2.88356987

3.35000329
2.960601241
2.940337945
2.187547751
3.632939847

4.16999991
3.518632114
3.552706978
3.137207131
2.782741511
3.084185631
2.863383487
4.698280709
2.648613056
4.070338339

3.68743754
3.018005762
4.128599702

2.59584997
3.037005639
2.908936302
2.987519527

0.000513615
0.006714283
0.004671082
0.002226925
0.045793892
0.000532766
2.25E-05
0.00036503
0.010452721
0.001115968
0.011400962
0.000770597
0.022347982
0.003134851
0.02656578
0.010625504
0.001678329
4.55E-05
0.000172092
0.006027692
0.00649879
0.025636508
0.030885229

Intestinos - A2 vs A10

Grupo con

Ni\{el . Taxonomia mayor HD2R Sl p-value
taxonémico abundancia (Log10)
Armatimonadetes A10 2.146128909 0.012748572
Chloroflexi A10 2.71504617 0.002213692
Fila Cyanobacteria A10 4.413711283 0.04964723
Euryarchaeota A10 2.867396711 0.007643288
OP1 A10 2.23313867 0.031909312
0319 6E2 A10 3.067341006 0.012748572
Acidimicrobiia A10 3.206885403 0.028240369
Alphaproteobacteria A10 4.341520707 0.024343384
Clase Anaerolineae A10 2.860889076 0.014117006
Bacilli A10 3.332541778 0.024343384
Chloroplast A10 4.125731727 0.028240369
Ellin6529 A10 2.673321778 0.015040021




Flavobacteriia A10 2.775265468 0.037666922
Halobacteria A10 2.999605478 0.007643288
ML635J 21 A10 2.773520261 0.037666922
MSBL6 A10 2.80053332 0.031909312
Oscillatoriophycideae Al10 3.132817038 0.015291593
Synechococcophycideae A10 4.10265985 0.043308143
Acidimicrobiales A10 3.1743165 0.028240369
Aeromonadales A10 2.866872791 0.028240369
Bacillales A10 3.346439013 0.043308143
c_0319 6E2, 0_NA A10 3.182745378 0.012748572
c_Anaerolineae, S0208 A10 2.839563393 0.004491633
c_Ellin6529, o_NA A10 2.933902041 0.015040021
c_ML635J 21, o_NA A10 2.809285295 0.037666922
¢_MSBL6, o_NA A10 3.049909627 0.031909312
¢_Nostocophycideae, o_NA Al0 2.911686602 0.04964723
Chroococcales Al10 2.889475333 0.02421967
Orden Desulfobacterales Al10 2.804488764 0.037666922
Flavobacteriales Al10 2.824150619 0.037666922
Halobacteriales A10 2.921639797 0.007643288
Haloplasmatales Al0 2.886976153 0.01077169
Lactobacillales A10 3.087397873 0.000889657
o0_Alteromonadales Al0 3.308864188 0.006656727
Oscillatoriales Al10 3.026773804 0.037500712
Rhizobiales A10 3.863706872 0.028240369
Stramenopiles Al10 3.787697737 0.04964723
Thiotrichales A10 2.941984118 0.020921335
Alcaligenaceae Al0 3.131547518 0.014731688
Alteromonadaceae A10 2.83864856 0.020921335
Bacillaceae Al10 2.919511688 0.017926339
o_Bacillales, f_NA A10 2.714689589 0.022632101
c_0319 6E2, f NA A10 2.782300497 0.012748572
c_Elin6529, f_NA A10 2.604910706 0.015040021
c_ML635J 21, f NA A10 2.548895339 0.037666922
c_MSBL6, f_NA A10 2.921057159 0.031909312
¢_Nostocophycideae, f NA Al10 2.754492451 0.04964723
Cyanobacteriaceae Al10 2.635752833 0.042400326
Familia Desulfobulbaceae Al10 2.595478341 0.024034519
Enterococcaceae Al0 2.726988375 0.002044131




f C111
Flavobacteriaceae
Gomphosphaeriaceae
Halobacteriaceae
Haloplasmataceae
0_Chromatiales, f_NA
0_S0208, f_NA
0_Stramenopiles, f_NA
Phormidiaceae
Phyllobacteriaceae
Piscirickettsiaceae

A10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10

3.092736464
2.651300966
2.530981922
2.838062895
2.600370992
2.687884335

2.63509346
3.688381644
2.991656162
3.466677242

2.69702959

0.015313822
0.012963597
0.034692915
0.007643288

0.01077169

0.01304252
0.004491633

0.04964723
0.037500712
0.028240369
0.020921335

Género

Alteromonas

Bacillus

c_0319 6E2, g_NA
c_Anaerolineae, g_NA
c_Ellin6529, g_NA
¢_Gammaproteobacteria, g_NA
c_ML635J 21, g_NA
c_MSBL6, g_NA
¢_Nostocophycideae, g_NA
Clostridiisalibacter
Cyanobacterium
Enterococcus

f _Bacillaceae, g_NA

f C111,g_NA
f_Desulfobulbaceae, g_NA
f_Gomphosphaeriaceae, g_NA
f_Haloplasmataceae, g_NA
f_Oceanospirillaceae, g_NA
f_Phormidiaceae, g_NA
f_Phyllobacteriaceae, g _NA
f_Piscirickettsiaceae, g_NA
Flavobacterium
Halogranum

Haloplasma

Halorussus

Haloterrigena

Microbulbifer

A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
Al10

2.174273143
2.505954528
2.048047575

2.48946472
2.228660089
2.179332855
2.422289467
2.384397522
2.742552206
2.307661512
2.189980571
2.155788248
2.373925618
3.125416349
2.416245353
2.392124401
2.033112556
2.486401653
2.991094368
3.324107552
2.479144041
2.054978859
2.351093687
2.434280063
2.488042791
2.250562363
2.492910644

0.009923378
0.037625352
0.012748572
0.004491633
0.015040021

0.01304252
0.037666922
0.031909312

0.04964723

0.04551651
0.014014009
0.002044131
0.020367513
0.015313822
0.024034519
0.034692915
0.011830551
0.032869234
0.037500712
0.028240369
0.020921335
0.005207537

0.00744468
0.017686769
0.005328246
0.020733177
0.044729535




Nautella

Nitratireductor
0_Stramenopiles, g_NA
Paulinella
planctomycete
Pontibacillus
Prochlorococcus
Roseibium

Roseivivax

Ruegeria

A10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10

2.117026049
2.930082961
3.735299636
2.741031738
3.049967298
2.468542507
2.284125429
2.242606111
2.145151234
2.357266055

0.028220832
0.042400326

0.04964723

0.04964723
0.019346974
0.048657375
0.049448959
0.028240369
0.031347175
0.036837803

Especie

c_0319 6E2,s_NA
c_Ellin6529, s_NA
c_ML635J 21, s_NA
c_MSBL6, s_NA
c_Nostocophycideae, s_NA
f_Bacillaceae, s NA

f C111,s _NA

f Desulfobulbaceae, s_NA
f_Gomphosphaeriaceae, s_NA
f_Haloplasmataceae, s_NA
f_Oceanospirillaceae, s NA
f_Phormidiaceae, s NA
f_Phyllobacteriaceae, s NA
f_Piscirickettsiaceae, s_NA
g_Achromobacter, s_NA
g_Alteromonas, s_NA
g_Bacillus, s_NA
g_Clostridiisalibacter, s_NA
g_Cyanobacterium, s_NA
g_Enterococcus, s_NA
g_Flavobacterium, s_NA
g_Halogranum, s_NA
g_Haloterrigena, s_NA
g_Nitratireductor, s_NA
g_Paulinella, s_NA
g_Pontibacillus, s NA
g_Prochlorococcus, s_NA

g_Pseudoalteromonas, s_NA

A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
A10
Al10

2.168680405
2.27254728
2.455656728
2.347173755
2.743459237
2.345875472
3.10801123
2.374391411
2.442152037
2.135730817
2.654858736
2.916050378
3.352787302
2.518341917
2.243686338
2.457402146
2.486460253
2.315618588
2.315212722
2.023358984
2.186609995
2.319808062
2.296618026
2.963944273
2.707733958
2.4610433
2.24722693
3.038655121

0.012748572
0.015040021
0.037666922
0.031909312

0.04964723
0.020367513
0.015313822
0.024034519
0.034692915
0.011830551
0.032869234
0.037500712
0.028240369
0.020921335
0.014731688
0.009923378
0.037625352

0.04551651
0.014014009
0.002044131
0.005207537

0.00744468
0.020733177
0.042400326

0.04964723
0.048657375
0.049448959
0.037666922




g_Roseivivax, s_NA
g_Ruegeria, s_NA
g_Staphylococcus, s_NA
Haloplasma contractile
Halorussus rarus
Nautella italica
o_Bacillales, s NA
0_Chromatiales, s_NA
0_S0208, s_NA
0_Stramenopiles, s_NA
planctomycete MS30D1
Pseudoalteromonas luteoviolacea
Roseibium denhamense

A10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10
Al10
Al10
A10
A10
A10
Al10

2.176949867
2.38117766
3.116192086
2.421799148
2.493108379
2.192937346
2.040280931
2.390638019
2.52063335
3.6977286
3.034208487
2.645402087
2.309727793

0.031347175
0.036837803
0.024629267
0.017686769
0.005328246
0.028220832
0.022632101

0.01304252
0.004491633

0.04964723
0.019346974
0.013022769
0.028240369




Anexo 6. Especies probidticas y su presencia, tanto en Silval32 como
en Green genes 13.8, asi como aquellas especies que se logran
asignar en cada una de las bases de datos.
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(La marca “*” indica que esa especie si se encuentra. La marca “-%, indica que esta

ausente)

Asignados Presente en Asignado
usando Green genes usando Green
Silval32 13.8 genes 13.8

Aeromonas bivalvium - - - -

Presente en

Especie Silva132

Afifella marina * - - _

>(.
>*

Bacillus amyloliquefaciens - -

Bacillus aqguamaris
Bacillus aryabhattai
Bacillus cereus
Bacillus circulans
Bacillus coagulans
Bacillus endophyticus
Bacillus firmus
Bacillus flexus
Bacillus foraminis
Bacillus jeotgali
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Bacillus pumilus
Bacillus subtilis
Bacillus tequilensis
Bacillus thuringiensis
Bacillus vallismortis
Bacillus vireti
Bacteriovorax DA5

Bdellovibrio bacteriovorus

S T R T

Bifidobacterium bifidum * * _




Bifidobacterium thermophilum

Bowmanella denitrificans

Clostridium butyricum

Ectothiorhodospira shaposhnikovii

Enterobacter hormaechei
Enterococcus faecium
Enterococcus lactis
Exiguobacterium arabatum
Glutamicibacter nicotianae
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus graminis
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus
Lactococcus lactis
Lysinibacillus fusiformis
Lysinibacillus sphaericus
Marinomonas communis
Paenibacillus polymyxa
Pediococcus acidilactici
Pediococcus parvulus
Pediococcus pentosaceus
Phaeobacter gallaeciensis

Phaeobacter inhibens

* ok Kk F * ok ok

. T T T S

O

*




Pseudoalteromonas flavipulchra
Pseudoalteromonas piscicida
Pseudoalteromonas ruthenica
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas putida
Pseudomonas synxantha
Rhodobacter capsulatus
Rhodobacter sphaeroides
Rhodopseudomonas palustris
Shewanella algae
Shewanella haliotis
Staphylococcus haemolyticus
Streptococcus phocae
Streptococcus salivarius
Streptococcus thermophilus
Streptomyces californicus
Streptomyces fradiae
Streptomyces griseus
Streptomyces rubrolavendulae
Vibrio alginolyticus

Vibrio fluvialis

Vibrio gazogenes

Vibrio hepatarius

Vibrio mediterranei

Weissella confusa

O T R N N

* ok %k Xk ok ok ok F

* % ok *  o*

* % o*
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