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Resumen

Introduccion: Cada vez mas estudios resaltan el papel fundamental de la microbiota del
tracto gastro intestinal (TGI) en los vertebrados. A pesar del rol tan importante que realizan
estas comunidades en animales y humanos, su diversidad en cocodrilos ha sido poco
estudiada. De manera que, identificar la estructura de las comunidades microbianas en los
cocodrilos, es crucial para comprender como la microbiota del TGI se ve involucrada en
diversas actividades fisioldgicas de estos ejemplares y como esta se ve afectada por factores
tanto intrinsecos y extrinsecos. Por lo que el objetivo del presente estudio fue caracterizar la
diversidad taxondmica y funcional de las comunidades bacterianas en la microbiota gastro-
intestinal de Crocodylus acutus. Metodologia: Se seleccioné el Cocodrilario "Santa Maria"
en Sinaloa, México, como area de estudio, por su relevancia y manejo ético. Se realiz6 un
muestreo por conveniencia que involucrd la captura de 27 ejemplares (10 juveniles y 17
adultos). Se procedio a recolectar meticulosamente muestras cloacales y orales de cada
individuo utilizando hisopos estériles, lo que resultdé en un total de 54 muestras.
Posteriormente, a cada una de las muestras se les extrajo y cuantific6 ADN gendmico
bacteriano. Se prepararon librerias para la secuenciacion masiva de la regién hipervariable
V3 del gen 16S ARNr. La asignacion taxonémica bacteriana se llevo a cabo a partir de
QIIME2 con la base de datos SILVA 138 como referencia. Se utiliz6 PICRUST2 para la
prediccion de perfiles funcionales involucrados en la microbiota del TGI de C. acutus.
Resultados: La secuenciacién generd 1,319,228 lecturas de alta calidad. Las cuales
permitieron la identificaron de 38 filos bacterianos, con Proteobacteria dominante en todos
los grupos. Firmicutes, Bacteroidetes y Actinobacteriota prevalecieron en cloacas y cavidad
oral de juveniles y adultos, respectivamente. Los analisis de Diversidad tanto alfa como beta,
permitieron distinguir cémo las variables edad (juveniles y adultos) y sitio anatémico (cloaca
y cavidad oral) influyen en las comunidades bacterianas del TGI en cocodrilos. Siendo
ejemplares adultos mas diversos en su comunidad bacteriana y como el sitio anatémico
también juega un rol importante en la variabilidad de estas comunidades. Por otra parte, el
sexo no influyo en la estructura bacteriana en adultos. En cuestion de la prediccion funcional,
se anotaron un total de 259 categorias funcionales, destacando rutas funcionales asociadas a
metabolismo como las méas abundantes entre los grupos. Conclusién: La secuenciacion
masiva del gen 16S ARNr demuestra como la estructura de las comunidades bacterianas en
el TGl en C. acutus es influenciada por variables como la edad y ubicacion anatomica. Estos
resultados resaltan que distintas regiones del TGI pueden albergar composiciones bacterianas
diferentes, lo que potencialmente se ve reflejado en funciones especificas y adaptaciones
fisioldgicas diferenciadas en los cocodrilos. Estos hallazgos avanzan en la comprension de
la interaccion cocodrilo-microbiota.
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Abstract

Introduction: More and more studies highlight the fundamental role of the microbiota of the
gastrointestinal tract (GIT) in vertebrates. Despite the important role played by these
communities in animals and humans, their diversity in crocodilians has been little studied.
Therefore, identifying the structure of microbial communities in crocodilians is crucial to
understand how the microbiota of the GIB is involved in various physiological activities of
these specimens and how it is affected by both intrinsic and extrinsic factors. Therefore, the
objective of the present study is to characterize the taxonomic and functional diversity of
bacterial communities in the gastrointestinal microbiota of Crocodylus acutus.
Methodology: The crocodile farm "Santa Maria" in Sinaloa, Mexico, was selected as the
study area because of its relevance and ethical management. A convenience sampling was
carried out involving the capture of 27 specimens (10 juveniles and 17 adults). Cloacal and
oral samples were meticulously collected from each individual using sterile swabs, resulting
in a total of 54 samples. Subsequently, bacterial genomic DNA was extracted and quantified
from each sample. Libraries were prepared for mass sequencing of the V3 hypervariable
region of the 16S rRNA gene. Bacterial taxonomic assignment was carried out from QIIME2
with the SILVA 138 database as a reference. PICRUST2 was used for the prediction of
functional profiles involved in the C. acutus TGI microbiota. Results: Sequencing generated
1,319,228 high quality reads. These allowed the identification of 38 bacterial phyla, with
Proteobacteria dominant in all groups. Firmicutes, Bacteroidetes and Actinobacteriota
prevailed in cloacae and mouths of juveniles and adults, respectively. The alpha and beta
diversity analyses allowed us to distinguish how variables such as age (juveniles and adults)
and anatomical site (cloaca and mouth) influence the bacterial communities of the GIT in
crocodiles. Adult specimens are more diverse in their bacterial community and the
anatomical site also plays an important role in the variability of these communities. On the
other hand, sex did not influence the bacterial structure in adults. In terms of functional
prediction, a total of 259 functional categories were scored, highlighting functional pathways
associated with metabolism as the most abundant among the groups. Conclusion: Massive
sequencing of the 16S rRNA gene demonstrates how the structure of bacterial communities
in the TGl in C. acutus is influenced by variables such as age and anatomical location. These
results highlight those different regions of the TGI may harbor different bacterial
compositions, potentially reflected in specific functions and distinct physiological
adaptations in crocodilians. These findings advance the understanding of the crocodilian-
microbiota interaction.



I. INTRODUCCION

En los ultimos afios, el campo de la microbiologia ha revelado una diversidad sorprendente
de comunidades microbianas en el tracto gastrointestinal (TGI) de vertebrados. Estas
comunidades incluyen virus, arqueas, pardsitos, hongos microscopicos y, sobre todo,
bacterias, que potencialmente influyen en la salud y la fisiologia de sus hospederos (Hou et
al., 2022; Mondot et al., 2013; Mukherjee et al., 2018).

La microbiota intestinal de los vertebrados, en particular en el TGI, ha emergido como un
elemento clave para mantener la homeostasis del huésped, desempefiando un papel crucial
en diversas actividades fisiologicas (Coman y Vodnar, 2020). Sus efectos abarcan desde la
regulacion del sistema inmunoldgico hasta la proteccion contra microorganismos patdégenos
y toxinas (Al-Rashidi, 2022). Ademas, contribuye al mantenimiento de la mucosa intestinal,
al almacenamiento de energia y a una variedad de funciones metabdlicas, ya que muchas
bacterias presentes en el TGI tienen la capacidad de metabolizar moléculas que el huésped
no podria digerir por si mismo (Sedzikowska y Szablewski, 2021; Yang et al., 2020).

A pesar de los avances en la comprension de la relacion entre la microbiota intestinal y la
salud en humanos, gran parte de la investigacion se ha centrado en mamiferos, especialmente
en humanos, con énfasis en su influencia en condiciones como la obesidad, la diabetes y el
cancer (Hou et al., 2022; Mukherjee et al., 2018; Redondo-Useros et al., 2020; Sedzikowska
y Szablewski, 2021). Sin embargo, surge un interés creciente en explorar la composicion de
las comunidades bacterianas en una variedad de especies de vertebrados, tanto en vida
silvestre como en cautiverio, para identificar microorganismos relevantes para la salud

humana (Alberdi et al., 2021; Guo et al., 2019; McKenzie et al., 2017).



Dentro de los vertebrados, los reptiles, en particular el orden Crocodylia, presentan
caracteristicas unicas que los convierten en sujetos de investigacion intrigantes. Estas
especies exhiben una notable resiliencia, sobreviviendo en ambientes altamente
contaminados y enfrentando desafios ambientales (Siddiqui et al., 2021). A pesar de estar
expuestas a condiciones adversas, como aguas contaminadas con metales pesados y
radiacion, estas especies demuestran una longevidad excepcional de hasta 80-100 afios
(Gholamhosseini et al., 2021; Khan et al., 2021; Lazaro et al., 2015; Schneider et al., 2012).
La resistencia excepcional de estos reptiles ha sido atribuida en parte a su sistema
inmunoldgico altamente adaptado (Siddiqui et al., 2022). Sin embargo, dada la influencia
significativa del microbioma del TGI en la regulacion inmunoldgica de los vertebrados, se
plantea la hipédtesis de que el microbioma de los cocodrilos desempefia un papel fundamental
en su resiliencia y homeostasis (Siddiqui et al., 2021).

Aunque se han realizado algunos estudios sobre la microbiota intestinal de cocodrilos, la
caracterizacion exhaustiva de estas comunidades microbianas es aun limitada (Keenan y
Elsey, 2015; Keenan et al., 2013; Khan et al., 2021; Lin et al., 2019; Tang et al., 2019;
Willson et al., 2019). Por lo tanto, es imperativo investigar la composicion de estas
comunidades bacterianas en cocodrilos, lo que permitira comprender mejor su contribucién
a diversas funciones fisiologicas y su posible papel en la resiliencia de estas especies
(Groussin et al., 2020; Scheelings et al., 2020).

Entre las herramientas disponibles para identificar bacterias, la metagendmica se ha
consolidado como la técnica de eleccion para caracterizar la diversidad microbiana en
ecosistemas especificos (Liu et al., 2021). Esta técnica, que analiza el material genético de
microorganismos sin requerir su cultivo, brinda acceso a informacion gendmica tanto de

microorganismos cultivables como no cultivables (Liu et al., 2021). De esta manera, se revela
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una fuente valiosa de recursos para determinar la diversidad microbiana (Mantilla Martinez
y Torres Saez, 2019).

Ademas de proporcionar una vision funcional de las comunidades, la metagendémica permite
el estudio de los genes y sus posibles roles metabolicos, ya sea mediante la secuenciacion del
genoma completo o la prediccion de perfiles funcionales (Douglas et al., 2020).

Dentro de los marcadores moleculares empleados para identificar y clasificar bacterias
mediante secuenciacion de alto rendimiento, destaca el gen 16S ARNr (Johnson et al., 2019).
Este gen de aproximadamente 1,500 pb codifica una porcion de la subunidad ribosomal 30S
y contiene nueve "regiones hipervariables” (V1-V9) que exhiben diversidad de secuencias
entre especies bacterianas y permiten la identificacion al comparar con bases de datos de
secuencias disponibles (Zeng et al., 2017).

En este contexto, el presente trabajo busca expandir el conocimiento actual sobre el
microbioma del tracto gastrointestinal del cocodrilo americano (Crocodylus acutus),
enfocandose en la caracterizacion de las comunidades microbianas mediante la secuenciacion
de la region hipervariable V3 del gen 16S ARNr. El objetivo es identificar posibles
diferencias significativas en la composicién de las comunidades bacterianas que conforman
la microbiota intestinal de cocodrilos criados en granjas, contribuyendo asi a una

comprension mas completa de su funcién en la resiliencia de estos arcosaurios.



II. ANTECEDENTES

2.1. Orden Crocodylia

El orden Crocodylia agrupa a las especies de sauropsidos mas grandes que existen en la
actualidad. Los cocodrilos, pertenecen a la clase Sauropsida y son notables por sus
caracteristicas morfoldgicas distintivas. Entre estas caracteristicas se incluyen cuerpos largos
y robustos, patas cortas y fuertes adaptadas para nadar, y hocicos alargados y poderosos
(Ristevski, 2019). Ademas de su tamafio imponente, los cocodrilos son conocidos por su
capacidad para adaptarse a diversos habitats acuaticos y terrestres en todo el mundo (Pough,

2022).

Los cocodrilos, son considerados fosiles vivientes ya que se estima que han existido durante
los ultimos 85 millones de afios, siendo una de las especies que sobrevivieron con éxito a uno
de los eventos de extincidn masiva mas importante para la vida como lo conocemos, que fue
el evento del cretécico terciario (Siddiqui et al., 2021). Hoy en dia se reconocen alrededor de

26 especies de cocodrilos distribuidos en tres familias (Figura 1).
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Figura 1. Relaciones filogenéticas de cocodrilos existentes. Modificado de Merchant et al. (2018).

2.1.1 Familia Gavialidae

De acuerdo a estudios moleculares, la Familia Gavialidae esta conformada por dos especies
representativas de dos géneros que son el gavial (Gavialis gangeticus) y el falso gavial
(Tomistoma shclegelii) (Pough, 2022). Hoy en dia, su distribucion geogréfica radica

solamente en el sudeste asiatico, habitando rios y cuerpos de agua dulce (Rafferty, 2020).

La caracteristica mas distintiva y notable que diferencia a los gaviales de otros cocodrilos es
su hocico inusualmente largo y delgado, que se asemeja a una especie de nariz puntiaguda
(Ristevski, 2019). Esta peculiar morfologia del hocico se ha desarrollado como una
adaptacion altamente especializada que les permite capturar peces de manera eficiente, ya
que, en su etapa adulta, se especializan en una dieta exclusivamente piscivora (Panda et al.,

2023).



2.1.2 Familia Alligatoridae

Los Alligatoridae son una familia de cocodrilianos de agua dulce la cual esta compuesta por
cuatro géneros (Alligator, Caiman, Melanosuchus y Paleosuchus) y ocho especies en total
(Oliveriaetal., 2021). A excepcion del caiman chino (Alligator sinensis), todas estas especies
se encuentran en las Américas (Pough, 2022). Donde, se pueden encontrar en habitats de
agua dulce, como rios, lagos y pantanos. Entre las especies mas conocidas de esta familia se
encuentran el caiman de anteojos (Caiman crocodilus) y el caiman americano (Alligator
mississippiensis), que son emblematicos de la fauna de América del Sur y América del Norte,

respectivamente (Oliveria et al., 2021).

Una caracteristica distintiva de los caimanes y aligatores es la forma de sus hocicos, que son
relativamente anchos en comparacion con otros cocodrilos como tal. Ademas, presentan una
peculiaridad en la disposicion de sus dientes: los dientes de la mandibula inferior encajan en
fosas en la mandibula superior, de manera que no son visibles cuando el cocodrilo tiene la
boca cerrada (Ristevski, 2019). Esta adaptacion dental les permite atrapar y sujetar a sus

presas de manera eficiente, especialmente cuando se trata de animales acuéticos.

2.1.3 Familia Crocodylidae

La familia crocodyliae compuesta por tres géneros (Osteolaemus, Mekosuchus y Crocodylus)
y 16 especies presentan una distribucién global, principalmente en regiones tropicales y
subtropicales alrededor del mundo (Meredith et al., 2011). Un hallazgo tanto fosil como
molecular sugiere que los cocodrilos emigraron desde Africa hacia las Américas en un
periodo que abarca los ultimos 7 millones de afios, un fendmeno que ha dejado una huella

interesante en la evolucion de estas criaturas (Meredith et al., 2011).



Algunas especies de cocodrilos son conocidas por llevar a cabo largas migraciones, siendo
el cocodrilo americano (Crocodylus acutus) y el cocodrilo de agua salada (Crocodylus
porosus) son dos ejemplos notables (Pough, 2022). Estos cocodrilos son capaces de realizar
largos viajes a traves del océano y han colonizado islas que se encuentran a mas de 1,000
kilometros de la costa continental mas cercana (Rossi et al., 2020). El cocodrilo de agua
salada, se destaca como la especie de cocodrilo mas grande que existe en la actualidad, con
machos de gran tamafio que pueden superar los 6 m de longitud y alcanzar un peso de hasta

1,000 kg (Pough, 2022).

2.2. Rol ecoldgico e importancia de los cocodrilos

Los Crocodylia cumplen funciones de suma importancia dentro de sus ecosistemas y pueden
ser consideradas como especies clave. Ya que pueden considerarse como centinelas
ambientales en la degradacion de los ecosistemas o la contaminacion ambiental, dado que
pueden acumular sustancias toxicas y metales pesados en sus 6rganos Yy tejidos (Rueda et al.,

2007).

También, pueden modificar el aspecto y la dinamica del ambiente, desde la estructura del
paisaje hasta los flujos hidricos en los que habitan. En el sentido de que sus desplazamientos
cotidianos mantienen abiertos canales secundaros, lo que ayuda al flujo libre del agua,
también se ha reportado que las excavaciones que efecttan los cocodrilos cerca de las riberas

resultan cruciales para otras formas de vida (Pantano et al., 2011).

Por otra parte, los cocodrilos se encuentran en la cuspide de la cadena alimenticia en los

ecosistemas dulceacuicolas tropicales de manera que su existencia tiene un efecto directo en



la regulacion homeostatica de las poblaciones de muchos otros tipos de animales tanto

acuaticos y terrestres (Rueda et al., 2007).

Desde un punto de vista antropogénico, los cocodrilos han sido objeto de interés desde
tiempos inmemoriales. Como una figura mitoldgica para distintas culturas y en la actualidad
su importancia radica principalmente como un recurso para la obtencion de carne y pieles
para la industria del cuero y en el &rea del turismo como atractivo para las personas en

zooldgicos y santuarios (Lin et al., 2019).

Ademas de su importancia en los ecosistemas, los Crocodylia también han despertado un
considerable interés en el campo de la medicina. Esto se debe a que su sangre y suero poseen
potenciales terapéuticos en areas como el tratamiento del cancer y el desarrollo de agentes

antimicrobianos (Siddiqui et al., 2021).

2.3. Resiliencia de los cocodrilos

Una de las caracteristicas de los cocodrilos que ha Ilamado la atencion de los investigadores
en los ultimos afios, es su resiliencia ya que estas especies pueden residir en ambientes
contaminados; y a menudo habitan en aguas que contienen metales pesados; exposicién
frecuente a la radiacién; se alimentan de carne podrida y, aun asi, pueden tener una vida Util

de hasta 100 afios (Siddiqui et al., 2021).

En gran medida, su resistencia se debe a su sistema inmunoldgico altamente adaptado, sin
embargo a partir de los estudios exhaustivos en la descripcion del microbioma asi como su
funcion e importancia de estos microorganismos en la asociacion simbidtica en animales

vertebrados, investigadores han planteado la hipotesis que el microbioma del TGI de estas



especies esta involucrado de una manera directa en la resiliencia del cocodrilo, ya que estos
microorganismos pueden secretar compuestos bioactivos con actividades antimicrobianas
que juegan un papel importante en la contribucién a la homeostasis y resistencia contra

agentes infecciosos (Siddiqui et al., 2021).

2. 1. Origen y evolucion del término microbioma

El término "microbioma"” fue acufiado por Lederberg y McCray (2001) para referirse a la
"comunidad ecoldgica de microorganismos comensales, simbiontes y patogénicos que
literalmente comparten nuestro espacio corporal”. A lo largo del tiempo, el concepto ha
evolucionado, dando lugar a las definiciones actuales de "microbiota” y "microbioma".
Actualmente, "microbiota” se refiere a la comunidad de microorganismos, mientras que
"microbioma" abarca no solo los microorganismos en si, sino también su hébitat, informacion
genética y el contexto ambiental que los rodea (Marchesi y Ravel, 2015).

2. 2. Microbiota del tracto gastrointestinal

El tracto gastrointestinal (TGI) en vertebrados emerge como un sitio primordial para la
colonizacién microbiana, representando una de las interfaces mas amplias entre el huésped y
los factores ambientales (Yang et al., 2020). Se estima que, a lo largo de la vida promedio de
un humano, aproximadamente 60 toneladas de alimentos pasan a través del TGI, llevando
consigo una vasta cantidad de microorganismos provenientes del entorno (Thursby y Juge,
2017).

2. 3. Coevolucién y filosiombiosis de la microbiota intestinal

El concepto de coevolucion se destaca en la relacion entre los microorganismos, que incluyen
bacterias, virus, parasitos, hongos y arqueas, y sus anfitriones vertebrados en el TGI. Esta co-

evolucion ha dado lugar a una simbiosis altamente beneficiosa conocida como



"filosiombiosis”, donde la microbiota y el hospedero han interactuado durante milenios para

mutualmente prosperar (Groussin et al., 2020).

2. 4. Factores que configuran el microbioma del TGl

La microbiota intestinal alberga trillones de microorganismos, presentando una diversidad
genética que supera al genoma del hospedero en al menos 100 veces (Thursby y Juge, 2017).
Esta diversidad es influenciada por diversos factores exdgenos, tales como la dieta, la edad,
el sexo y el origen geografico (Coman y Vodnar, 2020). Ademas, la anatomia del TGl
desempefia un papel critico en la colonizacion. La compleja estructura de pliegues,
invaginaciones y variaciones de pH en el TGI crea nichos ecoldgicos diversos y cambiantes,
capaces de albergar una rica variedad de microorganismos (Hou et al., 2022; Thursby y Juge,
2017).

2. 5. Funciones de la microbiota intestinal

La microbiota intestinal en vertebrados realiza un amplio espectro de funciones fisiologicas
de gran relevancia para el hospedero (Thursby y Juge, 2017). Estas funciones son esenciales
para regular el sistema inmunoldgico, proporcionar proteccidon contra agentes patégenos,
fortalecer la barrera intestinal y facilitar la absorcion eficiente de nutrientes (Thursby y Juge,
2017). Sin embargo, para que estos procesos ocurran de manera Optima, se requiere un
equilibrio en el ecosistema microbiano del intestino, conocido como "eubiosis”, que se
caracteriza por la prevalencia de especies beneficiosas para el organismo (Al-Rashidi, 2022).
2. 6. Desbalance y enfermedad: la disbiosis

La disbiosis, un desequilibrio en la composicion normal de la microbiota del TGI, debe ser
subrayada como un fenémeno crucial a considerar (Al-Rashidi, 2022). Se ha establecido una

relacion entre la disbiosis y diversas enfermedades, en su mayoria trastornos
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gastrointestinales, obesidad, diabetes tipo | y ciertos tipos de cancer (Han et al., 2018; Hou

et al., 2022; Mondot et al., 2013; S¢dzikowska y Szablewski, 2021).
2. 7. Secuenciacion: herramientas avanzadas para la caracterizaciéon microbiana

2. 7. 1. Evolucidn de las técnicas de clasificacion bacteriana

A lo largo de la historia, diversas técnicas han sido empleadas para el estudio y clasificacion
de bacterias, desde métodos convencionales como medios de cultivo selectivos y pruebas
bioquimicas, hasta pruebas seroldgicas y tinciones especificas (Duquenne, 2018). Si bien
estas aproximaciones han proporcionado informacién valiosa sobre la microbiota cultivable,
su precision y aplicabilidad han sido superadas con el tiempo por métodos mas sofisticados,
como las pruebas moleculares basadas en la extraccion y secuenciacion de ADN genémico

(Jo et al., 2020).

2. 7. 2. Secuenciaciéon gendémica

Los inicios de la secuenciacion datan de la década de los 70, cuando Maxam y Gilbert
propusieron el método de secuenciacion quimica, seguido por el método de terminacion de
la cadena de Sanger (Maxam y Gilbert, 1977; Sanger et al., 1977). Esta Gltima técnica
revoluciono el campo al permitir secuencias mas extensas en menor tiempo y con mayor
confiabilidad. A lo largo del tiempo, la secuenciacién ha evolucionado y se ha convertido en
un pilar fundamental en el estudio de ADN y ARN (Buermans y den Dunnen, 2014).

2. 7. 3. Secuenciacion de alto rendimiento (NGS)

La secuenciacion de alto rendimiento, o Next Generation Sequencing (NGS), marca un hito
en la secuenciacion genomica al abordar fragmentos cortos de ADN (denominados lecturas
0 reads) de manera masiva y en paralelo (Jo et al., 2020). Esta revolucién tecnologica ha

resultado en una significativa ampliacion de la capacidad de secuenciacion, la reduccién de
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los tiempos de trabajo y los costos por base secuenciada (Buermans y den Dunnen, 2014).
Un abanico de plataformas con caracteristicas diversas ha emergido, habilitando el estudio y
manejo de informacion en la prevencion, diagnéstico, tratamiento y monitoreo de
enfermedades diversas (Liu et al., 2012).

2. 8. Impacto en las ciencias bioldgicas y metagendémica

Las tecnologias de secuenciacion han transformado el panorama de las ciencias bioldgicas,
proporcionando una ventana Unica hacia sistemas biol6gicos previamente inaccesibles. Con
su alta eficiencia, reproducibilidad y rapidez, se han diversificado las aplicaciones,
incluyendo la caracterizacion de la diversidad y funciones de microbiomas complejos en
diversos entornos (Ghurye et al., 2016).

2. 9. Metagenomica: explorando la diversidad microbiana

Dentro de este contexto, la metagendémica surge como un campo interdisciplinario que
fusiona la genética molecular, la ecologia microbianay el anlisis de datos (Ferravante et al.,
2021). El término "metagendmica” fue acufiado por Handelsman et al. (1998) para describir
el andlisis de secuencias de ADN de genomas microbianos en comunidades ambientales. Esta
disciplina se subdivide en dos enfoques cruciales para la obtencion de secuencias genémicas
(Figura 2): la metagendémica dirigida, que se basa en secuenciacion de marcadores
moleculares especificos (16S, ITS, etc.) y la metagendmica shotgun, que se enfoca en

secuenciacion de genomas completos (West et al., 2019).
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Figura 2. Enfoques de la metagendmica. Modificado de West et al. (2019).

2. 9. 1. Metagendmica dirigida: abordajes especificos

La metagendémica dirigida, o secuenciacién de amplicones, se fundamenta en la
amplificacion y secuenciacion de marcadores especificos para determinar la composicion
microbiana en muestras de diversos entornos (Yuan et al., 2015). En este contexto, el gen
16S ARNIr, codificador de la subunidad menor del ARNr, emerge como el marcador por
excelencia para la identificacién bacteriana, al ofrecer universalidad, maltiples regiones
hipervariables y aplicaciones filogenéticas (Fischer et al., 2016; Huse et al., 2008; Yuan et
al., 2015).

2.9. 2. Metagenomica “shotgun”: exploracion profunda

Por otro lado, la metagendmica “shotgun” aborda el estudio integral de genes de organismos
presentes en una muestra, incluyendo especies eucariotas, procariotas y virus (Quince et al.,

2017). Este método permite evaluar tanto la composicion como las funciones microbianas,
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proporcionando un entendimiento mas completo de los ambientes estudiados (Joseph y Pe'er,
2021; Quince et al., 2017).

La secuenciacion ha revolucionado la comprension de la microbiota y la diversidad
microbiana. La metagendmica emerge como una disciplina esencial, desplegando técnicas
de secuenciacion para explorar desde marcadores moleculares hasta genomas completos,
abriendo ventanas hacia la diversidad y las funciones de los microorganismos en diversos

ecosistemas.

2. 10. Estudios metagendmicos del microbioma del tracto gastrointestinal en especies de
cocodrilos

La investigacion de los microbiomas intestinales en cocodrilos ha arrojado luz sobre la
compleja interaccion entre estos reptiles y su microbiota. A través de analisis
metagendmicos, se ha explorado la composicion, funcion y variabilidad de la microbiota en
distintas especies y contextos. Estos estudios han proporcionado informacién valiosa sobre
cémo factores como el entorno, la salud y la dieta pueden influir en la estructura y funcién
del microbioma intestinal de estos animales.

2.10. 1. Variabilidad del microbioma en caimanes americanos

Keenan et al. (2013) realizaron un analisis comparativo de la microbiota gastrointestinal en
caimanes americanos (Alligator mississippiensis) de vida silvestre y criados en granjas. Sus
resultados evidenciaron variaciones en la composicion de los microbiomas entre ambos
grupos. A pesar de las diferencias, se observé una estructura central dominada por filos como
Fusobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacterias, que, aunque mas comunes en

mamiferos, también se presentan en cocodrilos.
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2.10. 2. Impacto de la anorexia en la microbiota de cocodrilos

Lin et al. (2019) emplearon secuenciacion de nueva generacion para explorar la microbiota
en cocodrilos de la especie Crocodylus siamensis, tanto en individuos sanos como en aquellos
con anorexia. Descubrieron que la diversidad microbiana en cocodrilos anoréxicos es menor
que en individuos saludables. Cambios especificos en la composicién bacteriana se
observaron en ambos grupos, incluyendo la abundancia diferencial de varias especies.
Ademas, funciones microbianas relacionadas con el metabolismo y la transduccion de

sefales se vieron afectadas en cocodrilos anoréxicos.

2.10. 3. Exploracion de la microbiota en cocodrilos de agua salada

Willson et al. (2019) caracterizaron la microbiota en cocodrilos de agua salada (Crocodylus
porosus) destinados a uso comercial. Encontraron similitudes notables en la composicion
bacteriana con cocodrilos de agua dulce. La alta abundancia de bacterias "patégenas”, sin
consecuencias aparentes para la salud del huésped, plantea interrogantes intrigantes y sugiere
investigaciones futuras sobre las interacciones entre el microbioma y el sistema
inmunoldgico del huésped.

2. 10. 4. Impacto de la hibernacién en el microbioma de caimanes chinos

Los trabajos de Tang et al. (2019) se centraron en los efectos de la hibernacién en la
microbiota del caiman chino (Alligator sinensis). Identificaron fluctuaciones estacionales
significativas en la composicion, estructura y funciones del microbioma en cocodrilos que
hibernan en comparacion con los activos. Los filos Proteobacteria, Bacteroidota y Firmicutes

dominaron el core de la microbiota en ambas fases.
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2. 10. 5. Potencial antitumoral de la microbiota intestinal en cocodrilos

Khan et al. (2021) aislaron y caracterizaron bacterias presentes en el tracto gastrointestinal
de Crocodylus porosus y evaluaron la actividad antitumoral de metabolitos secundarios
producidos por estas bacterias. Sus hallazgos indicaron que los metabolitos secundarios
provenientes de la microbiota intestinal de estos cocodrilos presentan actividad antitumoral

contra diversos linajes de células cancerigenas.

2. 10. 6. Diferencias en la microbiota en caimanes chinos juveniles y adultos

Mediante secuenciacion del gen 16S ARNTr, Hu et al. (2022) caracterizaron la composicion
taxonémica de la microbiota en caimanes chinos adultos y juveniles. Sus resultados
destacaron diferencias en los filos méas abundantes entre ambos grupos. Ademas, observaron
que el sexo influye en la composicion de la microbiota en los caimanes juveniles, pero no en
los adultos.

En conjunto, estos estudios han revelado la diversidad y adaptabilidad del microbioma
intestinal en especies de cocodrilos. La influencia de factores como la dieta, la salud, la
actividad y el entorno en la composicion y funcién del microbioma proporciona una vision

integral de la compleja relacion entre estos reptiles y sus microorganismos intestinales.
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I11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tracto gastrointestinal (TGI) de los cocodrilos alberga una comunidad bacteriana diversa
y Unica que desempefia un papel esencial en la salud y el funcionamiento de estos reptiles.
Aunque los estudios sobre la microbiota en mamiferos y aves han proliferado en los ultimos
afios, la investigacion en torno a la comunidad bacteriana en el TGI de los cocodrilos ha sido
limitada y subestimada en comparacion con otros grupos taxonémicos.

Los cocodrilos son depredadores ancestrales que han sobrevivido a lo largo de millones de
afios en una variedad de habitats, desde rios hasta humedales. A medida que estas especies
interactlan con su entorno, se enfrentan a microorganismos diversos y condiciones
ambientales cambiantes que probablemente influyan en la composicion y la funcion de su
microbiota intestinal. Sin embargo, la comprension de como estas bacterias interacttan con
sus anfitriones y se adaptan a sus nichos ecolégicos especificos es aln incipiente.

La ecologia microbiana del TGI en cocodrilos se enfrenta a preguntas fundamentales que
requieren respuestas sélidas. ;Como se forma y varia la comunidad bacteriana en el TGI de
diferentes especies de cocodrilos en respuesta a factores ambientales y bioldgicos? ¢ Cuél es
el papel de la microbiota en la salud y la resistencia a enfermedades en estos reptiles?
Ademas, a medida que los cocodrilos se enfrentan a amenazas como la pérdida de habitat y
el cambio climatico, es crucial comprender como estos factores impactan en su microbioma
y cOmo estos cambios pueden tener efectos cascada en su ecologia y supervivencia.

La investigacion sobre la comunidad bacteriana en el TGI de los cocodrilos no solo aporta
conocimiento fundamental sobre la ecologia microbiana y la biologia de estos reptiles, sino
que también tiene aplicaciones en la conservacion y el manejo de especies amenazadas. Una

comprension méas profunda de la microbiota podria ayudar a identificar indicadores de salud
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en poblaciones silvestres y cautivas, y potencialmente informar practicas de manejo y
cuidado.

En el panorama cientifico actual, existe una oportunidad inexplorada para investigar la
comunidad bacteriana en el TGI de los cocodrilos desde una perspectiva integral,
considerando tanto los aspectos ecoldgicos como los biologicos y evolutivos. A través de una
combinacion de técnicas de secuenciacion de proxima generacion y enfoques funcionales,
esta tesis de maestria tiene como objetivo llenar este vacio de conocimiento, revelando la
diversidad, funcion y dinamica de la microbiota en el TGI de los cocodrilos y su importancia
en la ecologia de estos iconicos reptiles.

Pregunta de Investigacion:

La pregunta central que orienta esta tesis de maestria es: ¢Cual es la composicion, funcion y
variabilidad de la comunidad bacteriana en el tracto gastrointestinal de C. acutus, tomando
en cuenta variables como el estadio del desarrollo, el sitio anatomico del TGl y el sexo de

los ejemplares?
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V. JUSTIFICACION

La investigacion del microbioma en vertebrados es esencial para comprender su papel en las
actividades fisiologicas del hospedero y la coexistencia de estas poblaciones microbianas a
lo largo del tiempo. Los cocodrilos, como saurdpsidos con una historia evolutiva de 85
millones de afios, presentan un modelo biol6dgico excepcional para explorar el microbioma
del tracto gastrointestinal (TGI). Este enfoque puede arrojar luz sobre la historia evolutiva de
la filosimbiosis en arcosaurios y proporcionar conocimientos sobre como la microbiota del
TGI ha coevolucionado con su hospedero.

La peculiaridad de los cocodrilos como especies con determinacion de sexo dependiente de
la temperatura, en lugar de cromosomas sexuales, ofrece una oportunidad Unica para estudiar
cémo el dimorfismo sexual influye en la composicion del microbioma del TGI en especies
como C. acutus.

Este trabajo también puede establecer una base sélida para futuras investigaciones centradas
en los metabolitos secundarios producidos por las bacterias del TGl de cocodrilos. La
presencia de metabolitos con potencial terapéutico, como actividad antitumoral o
antimicrobiana, podria ser de gran relevancia médica y farmacoldgica. Ademas, la falta de
conocimiento sobre la diversidad y funcién de las comunidades microbianas en el TGI del
cocodrilo americano resalta la importancia de esta investigacion como una primera
exploracion de la estructura y diversidad bacteriana en esta especie.

En conjunto, esta tesis se propone no solo avanzar en la comprension del papel del
microbioma en los cocodrilos, sino también abrir nuevas perspectivas en la evolucion,
biologia y aplicaciones terapéuticas derivadas de las interacciones entre las comunidades

microbianas y los vertebrados.
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V. HIPOTESIS

El sexo, el estadio de desarrollo, y el sitio anatémico influyen en la composicion y funcién

de las comunidades bacterianas del tracto gastrointestinal de C. acutus.
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V1. OBJETIVOS

6. 1. Objetivo general

Caracterizar la diversidad taxonomica y funcional de las comunidades bacterianas que
comprende la microbiota gastro-intestinal de Crocodylus acutus mediante analisis
metagenomicos.

6. 2. Objetivos especificos

1. Identificar la microbiota intestinal de C. acutus.

2. Determinar diferencias en la microbiota intestinal de acuerdo al sexo, el estadio del
desarrollo y el sitio anatdmico.

3. Predecir perfiles funcionales del microbioma intestinal de C. acutus.
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VII. METODOLOGIA

7. 1. Seleccion del area de muestreo: Cocodrilera *Santa Maria™

En este proyecto, se eligio la Cocodrilera "Santa Maria" como el area de muestreo en el
estado de Sinaloa, México. Las coordenadas son 25° 5'57.17"N 108° 3'24.09"0O (Figura 3).
Este cocodrilario controlado, situado a 2 km del pueblo La Reforma, Angostura, es un habitat
adecuado para la especie Crocodylus acutus en cautiverio. Ofrece un entorno seguro y
accesible para la investigacion. La seleccion se baso en su relevancia para el estudio, su
manejo ético y en colaboracion con personal especializado. El cocodrilario es vital para

obtener datos confiables y valiosos para la investigacion cientifica.
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Figura 3. Cocodrilario “Santa Maria”. Ubicacién geogréafica del cocodrilario “Santa Maria”, en La Reforma,
Angostura con 25° 5'567.17"N 108° y 3'24.09"0 (Por Google earth INEGI, 2022).
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7. 2. Tipo de estudio y seleccion de muestra

El enfoque metodologico de esta investigacion se caracterizO por ser de naturaleza
exploratoria, descriptiva, transversal y observacional. El objetivo principal radico en la
observacion detallada y la descripcién de la diversidad bacteriana, un fendmeno central en el
microbioma intestinal de la especie Crocodylus acutus. Se inscribe en un disefio transversal,
donde la evaluacién se llevo a cabo en un Unico momento, evitando analisis a lo largo del

tiempo y enfocandose en un punto especifico.

7. 3. Tipo de muestreo: conveniencia

La eleccion del método de muestreo recae en la conveniencia, un enfoque que se adapta a la
captura de especimenes de Crocodylus acutus en cautiverio. Este tipo de muestreo, guiado
por la viabilidad logistica y el acceso a los individuos, permitié obtener datos representativos
para el estudio en cuestion. La consideracion de factores como la ubicacion geografica, la
facilidad de captura y la colaboracién con entidades especializadas aseguran la calidad y

relevancia de los resultados obtenidos.

7. 4. Seleccion de individuos y tamafio de la muestra

La seleccion de individuos se realizé en el sitio de muestreo, capturando un total de 27
ejemplares de Crocodylus acutus. De esta poblacion, se distinguen 10 individuos en etapa
juvenil y 17 adultos. Cada uno de estos cocodrilos aportd dos muestras destinadas al analisis
metagenomico. Estas muestras son la Muestra de Cavidad Cloacal (MC) y la Muestra de
Cavidad Oral (MO). En consecuencia, se conformé una muestra total de tamarfio "n" igual a
54, considerando la multiplicacion de los 27 individuos por las dos muestras obtenidas de

cada especie.
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7. 5. Seleccion y evaluacién de muestras

Para asegurar la integridad y validez de los resultados, se establecieron criterios rigurosos
tanto para la inclusién como para la exclusion y eliminacion de muestras en este estudio
exhaustivo de Crocodylus acutus.

7.5. 1. Criterios de inclusion

La seleccion de muestras se orienta hacia la inclusion de aquellas que cumplan con
condiciones especificas que garantizan la representatividad y pertinencia de los datos
recolectados. Para ser consideradas en el anlisis, las muestras deben satisfacer los siguientes

criterios:

7.5. 1. 1. Origen preciso

Las muestras fueron obtenidas exclusivamente de la cavidad cloacal y cavidad oral de
Crocodylus acutus. Estas dos ubicaciones son de interés primordial debido a su importancia
en el estudio del microbiomay su relevancia para la comprension del ecosistema microbiano
presente en el cocodrilo.

7.5. 2. Criterios de exclusion

La calidad y confiabilidad de los datos son esenciales en la investigacion cientifica, lo que
conlleva a la necesidad de establecer criterios rigurosos para la exclusién de ciertas muestras
que no cumplieron con los estdndares requeridos:

7.5. 2. 1. Fuente inadecuada

Se excluyeron aquellas muestras que no se originen especificamente en la cavidad cloacal o
cavidad bucal de Crocodylus acutus, ya que no reflejarian el enfoque del estudio en estas

areas anatomicas especificas.
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7.5. 3. Criterios de eliminacion
Para garantizar la integridad de los resultados y la calidad de los datos obtenidos, se aplicaron

criterios de eliminacion que aseguraron la validez de las muestras procesadas:

7.5. 3. 1. Contaminacién indicativa
Se eliminaron muestras que mostraron sefiales de contaminacién debido a una mala toma de
muestra. Porque la presencia de contaminantes podria distorsionar los resultados y conducir

a conclusiones erréneas.

7.5. 3. 2. Procesamiento inadecuado

Las muestras que no fueron procesadas de manera adecuada durante la fase experimental se
eliminaron. La correcta manipulacién y preservacion de las muestras son cruciales para
obtener datos confiables y precisos.

7.5. 4. Captura y toma de medidas morfométricas

La captura de los ejemplares de cocodrilo (Crocodylus acutus) se llevd a cabo mediante una
técnica de manipulacion directa, cuyo procedimiento ha sido documentado con precision
(Dominguez-Laso et al., 2011). Esta técnica implica la utilizacion de un lazo de acero y una
pértiga, combinados con cuerdas de tension, para asegurar la sujecion éptima del animal en
dos puntos cruciales: la cola y el hocico. La ejecucion de este proceso fue guiada por un
principio fundamental: evitar en todo momento el contacto con la mandibula del cocodrilo.
El lazo de acero fue habilmente posicionado alrededor del cuello del cocodrilo, garantizando
su captura segura y precisa (Figura 4).

Cada individuo capturado fue sometido a una serie de medidas morfométricas esenciales, con
el propdsito de recopilar informacion precisa para el andlisis posterior. Dos medidas clave

fueron tomadas:
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Figura 4. Método de captura y toma de medidas morfométricas. Modificado de Dominguez-Laso et al.
(2011).

7.5.4.1. Longitud Total (LT)

Esta medida se obtuvo desde el extremo del craneo o la punta del hocico hasta el punto de
inicio de la cloaca. Las mediciones se realizaron con una cinta métrica de alta precision (0.1
mm), y se llevaron a cabo en posicion de decubito dorsal (vientre hacia arriba) para asegurar

la exactitud.

7.5. 4. 2. Longitud Hocico-Cloaca (LHC)

Se tomd la medida desde el extremo superior de la cloaca hasta el extremo superior del
hocico. Esta medida también se realiz6 con la cinta métrica de alta precisién, siguiendo las
indicaciones de Dominguez-Laso et al. (2011).

De acuerdo con la investigacion previa de Garcia-Grajales et al. (2007), la Longitud Total
(LT) de los ejemplares de Crocodylus acutus se utiliz6 para su clasificacion en dos categorias
distintas:

Juveniles (30-90 cm)

Adultos (>180 cm)
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7. 6. Toma de muestra cloacal y oral en C. acutus

En el presente estudio, se realizé una cuidadosa toma de muestras de Crocodylus acutus para
un analisis detallado de su microbioma. Cada individuo capturado se considerd una fuente
invaluable de informacion, y se obtuvieron dos tipos de muestras para un analisis exhaustivo:

Muestra de Cavidad Cloacal (MC) y Muestra de Cavidad Oral (MO) (Figura 5).

Figura 5. Toma de muestra microbioldgica.

7. 6. 1. Obtencion de muestra de cavidad cloacal (MC) y oral (MO)

Se implementaron medidas meticulosas para garantizar la integridad y representatividad de
las muestras de cavidad cloacal. Previamente al hisopado cloacal, se llevo a cabo un proceso
de limpieza en la zona exterior de la cloaca de cada cocodrilo. Utilizando agua destilada
estéril y torundas impregnadas con alcohol al 70%, se eliminaron posibles contaminantes
externos. Este procedimiento fue esencial para asegurar que las muestras recolectadas
reflejaran principalmente microorganismos autoctonos asociados a la cloaca, excluyendo la
interferencia de microorganismos ambientales o transitorios (Colston et al., 2015).

La obtencion de muestras de cavidad oral se realiz6 mediante un hisopado bucal con un

enfoque riguroso en la asepsia. Utilizando hisopos estériles, se tomaron muestras
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representativas de la microbiota oral de cada ejemplar. Cada hisopo, cuidadosamente
manejado, se colocd en un medio de transporte adecuado para la preservacion del ADN
genomico bacteriano (ADNg), utilizando los medios proporcionados por Norgen Biotek

Corp. (Cat. # 68800).

7. 6. 2. Preservacion y transporte de muestras

Una vez recolectadas las muestras, se implementaron medidas para garantizar su
preservacion y evitar cualquier degradacion. Las muestras fueron colocadas en una hielera
previamente esterilizada, manteniendo una temperatura controlada entre 2-8 °C. Con un
enfoque en la integridad de las muestras, se asegurd que las condiciones de temperatura y

transporte fueran dptimas para mantener la estabilidad de los componentes microbiolégicos.

7. 6. 3. Almacenamiento y analisis

Las muestras recolectadas fueron trasladadas al Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Aplicada de la Facultad de Biologia de la Universidad Autonoma de Sinaloa. Las cuales, se
mantuvieron en condiciones adecuadas de almacenamiento para preservar su integridad
gendmica. Al concluir el proceso de muestreo, las muestras preservadas fueron transportadas
al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD) con sede en Mazatlan,
Sinaloa, México.

En el CIAD, las muestras se sometieron a analisis moleculares posteriores. Estos analisis
incluyeron una serie de enfoques metodoldgicos avanzados, como la extraccion y
cuantificacion de ADN genémico bacteriano (ADNQ), que permitirian desentrafiar la

composicion y diversidad microbiana en las muestras de cavidad cloacal y oral de C. acutus.
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La ejecucion precisa y cuidadosa de esta metodologia garantiz6 que las muestras se
mantuvieran libres de contaminacién, preservando asi la autenticidad de los datos

microbiologicos obtenidos a lo largo del estudio.

7. 6. 4. Extraccion de ADN gendémico bacteriano

En la extraccion del ADN gendmico se utilizé el método basado en el buffer Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB), tal como fue propuesto por Azmat et al. en 2012, con el
objetivo de obtener ADN de alta calidad a partir de las muestras provenientes de la cloaca 'y
cavidad oral de Crocodylus acutus.

El procedimiento consistié de una serie de etapas interrelacionadas, cada una disefiada para
maximizar la eficiencia y la pureza del ADN extraido. La primera fase involucrd la
preparacion de las muestras recolectadas, las cuales se depositaron en tubos Eppendorf
estériles de 1.5 mL, asegurando un ambiente libre de contaminacion. Para desencadenar la
digestion enzimatica, se afiadi6 EDTA 0.5 M y lisozima, y se incub6 la mezcla a 37 °C
durante 30 minutos. Una centrifugacion breve de 2 min a 15,000 rpm permitié desechar el
sobrenadante y retener la fraccion celular de interés.

Posteriormente, se adiciond el buffer CTAB, seguido de la incorporacion de proteinasa K en
una concentracién de 20 mg/mL. La mezcla se agitd cuidadosamente para asegurar una
distribucion uniforme de los reactivos. La digestion se llevd a cabo en un termoblock ajustado
a 55 °C, permitiendo que las células se degraden de manera eficiente. Una vez que se alcanzo
la digestion deseada, se procedio a la extraccion del ADN mediante la adicion de LiClI 5M y
RNAsa, seguido de una mezcla con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). En esta etapa, la
mezcla se agitd durante 30 min a temperatura ambiente, y luego se sometié a una

centrifugacion a 13,000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante resultante se recogio y se
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transfirid a un nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL, constituyendo el material que
contiene el ADN deseado.

La fase de precipitacion y purificacion del ADN es crucial para eliminar impurezas y
contaminantes que podrian afectar la calidad de los resultados. Por lo que se agregé acetato
de sodio 3 M pH 5.2 y etanol 100% frio a la solucidn, seguido de una incubacién a -20 °C
durante aproximadamente 1 h. A través de una centrifugacion a 13,000 rpm durante 20
minutos a 4 °C, el ADN sedimenta y se recuperd el sobrenadante, eliminando los
componentes no deseados.

La fase final del proceso implicé la resuspension del ADN sedimentado en etanol al 70%,
seguido de una centrifugacion a maxima velocidad durante 5 min. El sobrenadante se
descartd y el pellet de ADN se dejo6 secar en una campana de flujo laminar, resguardado de
contaminantes. Una vez seco, se afiadi6 agua de 18Q estéril para resuspender el pellet,
generando una solucién concentrada de ADN apta para analisis posteriores.

Cada muestra resultante fue almacenada a -20 °C, asegurando condiciones de conservacion
Optimas para futuros analisis y experimentos. El éxito de esta extraccion de ADN genémico
bacteriano radico en su meticulosa ejecucion y en el cumplimiento de cada paso con

rigurosidad, garantizando la integridad del ADNg bacteriano.

7. 6. 5. Evaluacion de concentracion y pureza del ADN genémico bacteriano

Para asegurar la calidad de las muestras, se llevo a cabo una cuantificacion utilizando el
espectrofotometro DeNovix DS-11. Para este proceso, se colocé 1 pL de muestra en el
espectrofotometro para medir la relacion 260/280 nm de absorbancia, que revel6 tanto la
concentracion como la pureza del ADN. Un valor 6ptimo cercano a 1.8 indico pureza y la

absorbancia a 260 nm reflej6 la concentracion. Despues de la evaluacion, el ADN se ajusto
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a una concentracion de 20 ng/uL para la preparacion de librerias y analisis subsiguientes.
Este enfoque riguroso garantizo que las muestras fueran aptas para las etapas futuras de la

investigacion, respaldando asi la calidad y precision de los resultados obtenidos.
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7. 7. Metodologia para preparacion de librerias y secuenciaciéon metagenomica dirigida
Una vez ajustada la concentracion de ADNg, se prepararon las librerias siguiendo el
protocolo de Illumina 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (part # 15044223

Rev.B), la cual consistio de las siguientes etapas (Figura 6):

Adapeador para forward \J"rmer 3388

Primer $313R Adaptador par reverse
l PCR
= 230pb Adaptador | Amplicon V3 Adaptador 2
Lavado del amplicén con Adicién de indi R
Primer |N e AMPure XP l dic e indices y primers
ndxe |
Adaptador 1 Amplicon V3 Adaptador 2
l PCR Indice 2 \inrp‘
aspn ) Ieocer  [RARpY Amplicon V3 Adapader?  ndice2 [P0
l Normalizacion, coatificacion y agrupamiento
Filoy
verlap
I= 150 ph €
— - Indice 1 aptador | Amplicén V3 Adaptador2  Indice 2
3 150 pb

MiniSeq / Pair end (2x150)

Figura 6. Disefio experimental para la fabricacion de librerias y secuenciacion.

Los primers utilizados para la amplificacion y las condiciones de ambas PCR que fueron

utilizadas en este estudio son descritas en el Cuadro 1:
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Cuadro 1. Detalles de las condiciones de amplificacién y de los primers para la amplificacion de V3.

Primers Secuencia (5-3") Condiciones de PCR
16S-V3_338F ACT CCT ACG GGA GGC AGCAG 95°C3min,30x%(95°C30s,60°C

165-V3 533R  TTACCG CGG CTGCTGGCAC 308, 72°C305),72°C Smin
Segunda PCR

165-V3 338F  ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 95 °C 3 min, 8 x (95 °C s, 55 °C 30

165-V3 533R  TTACCG CGG CTGCTGGCAC s, 72°C 305), 72 °C 5min

7. 7. 1. Amplificacion de la region V3 del Gen 16S mediante PCR

En esta etapa inicial, se realizo la amplificacion de la region V3 del gen 16S del ARNr
utilizando la reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se emplearon los oligonucleétidos
universales 16S-V3 338f y 16S-V3 533r junto con adaptadores Illumina, siguiendo el
protocolo establecido por Huse et al. (2008). Esta etapa garantizo la selectividad de la region

objetivo y proporciond la base para el analisis de la diversidad bacteriana.

7.7. 2. Adicion de indices y primers, lavado con perlas magnéticas

Después de la amplificacion, se procedié a la adicion de indices y oligonucleétidos
especificos (P5 y P7) a cada muestra. Ademas, se llevé a cabo un lavado utilizando perlas
magnéticas AMPureXP para purificar y eliminar fragmentos no deseados, asegurando la
calidad y pureza de las librerias resultantes.

7.7. 3. Segunda PCR para formacion de librerias

Se realizé una segunda PCR con el objetivo de generar las librerias finales de secuenciacion.
Esta etapa implico la amplificacion de los productos de la primera PCR, asegurando una
cantidad suficiente de material genético para el proceso de secuenciacion. Este paso fue

crucial para obtener una cantidad adecuada de ADN para la secuencia posterior.
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7. 7. 4. Normalizacidn, cuantificacion y agrupamiento de librerias

Una vez completada la segunda PCR, se cuantificaron las librerias resultantes utilizando el
kit Quantification Assay de Thermo Scientific en un fluorébmetro Qubit. Las librerias se
agruparon en un pool equimolary se ajustaron a una concentracion de 4 nM. Luego, se realizo
una dilucion adicional del pool equimolar a 2 pM para garantizar una distribucion uniforme

de las muestras en la secuenciacion.

7.7.5. Secuenciacion en secuenciador MiniSeq

La secuenciacion se realizo utilizando el kit Mid-output Flow cell de 300 ciclos de Illumina.
Este kit permite secuenciar de extremos pareados (pair-end 2x150), lo que brindé una
cobertura mas amplia de la regiéon V3 del gen 16S. La secuencia resultante proporcion6 datos
valiosos para el analisis de la diversidad bacteriana y la composicion del microbioma.

7. 8. Analisis de calidad y filtrado de secuencias para metagenémica dirigida

7. 8. 1. Pre-procesamiento y andlisis inicial

Las secuencias obtenidas del secuenciador se sometieron a un proceso de pre-procesamiento
y analisis inicial utilizando la tuberia de nf-core/ampliseq (Straub et al., 2020). Esto incluyd
la eliminacion de oligonucle6tidos y un andlisis de calidad y tamafio de las secuencias
utilizando las herramientas Cutadapt y FastQC (Andrews, 2010; Martin, 2011).
Posteriormente, se llevd a cabo un procesamiento directo basado en la calidad de las
secuencias utilizando el software Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2 (DADAZ2)

(Callahan et al., 2016).

7. 8. 2. Medidas de control de calidad inicial
Se aplicaron medidas de control de calidad para garantizar la fiabilidad de los resultados:

« Eliminacion de secuencias cortas (< 130 pb).
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» Descarte de secuencias con valor Phred menor a 30 (QC < 30).
o Eliminacién de quimeras.
o Exclusion de secuencias sin complementariedad perfecta con los primers.

o Descarte de secuencias con nucleétidos indeterminados.

7. 8. 3. Fusidn de lecturas y generacién de variantes

Después del filtrado y recorte, las lecturas de 130 pb en ambas direcciones (forward y reverse)
se fusionaron para obtener una secuencia Unica por muestra. Esta fusion facilité el analisis
subsiguiente de asignacion taxondmica. Se generaron variantes de secuenciacion de
amplicones (ASV) utilizando el software DADAZ2, en lugar de unidades operativas
taxondmicas (OTUs), para un andlisis mas preciso y detallado (Callahan et al., 2017; Schloss,

2021).

7. 8. 4. Generacion de base de datos y asignacion taxonémica

Se creo una base de datos especifica de la region V3 del gen 16S ARNTr utilizando el software
RESCRIPt. Esta base se entrend utilizando como referencia la base datos de secuencias
SILVA SSU Ref NR 99 versién 138.1y los oligonucle6tidos utilizados en el estudio (Pruesse
et al., 2007; Quast et al., 2013; Robeson et al., 2021). Las secuencias procesadas se
clasificaron taxondmicamente utilizando el comando giime feature-classifier classify-sklearn
de QIIMEZ2, utilizando la base de referencia especifica generada (Bolyen et al., 2019; Quast
etal., 2013).

7. 9. Andlisis de diversidad microbiana

7.9. 1. Evaluacion de cobertura y normalizacion
Se evalud la cobertura de la comunidad microbiana original mediante analisis de rarefaccion

basados en el nimero de lecturas obtenidas. Las lecturas asignadas a cada ASV se
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normalizaron con el numero maximo de secuencias de todas las muestras. Esto permitio

equilibrar la retencion de secuencias sin excluir muestras con menor namero de lecturas.

7.9. 2. Célculo de Indices de Diversidad Alfa

Se calcularon indices de diversidad alfa, como Shannon, Simpson, Chaol y Pielou, en
QUIIMEZ2 utilizando la matriz de datos normalizados. Se emple6 la prueba estadistica de H
de Kruskal-Wallis para detectar diferencias entre grupos (Bolyen et al., 2019).

7. 9. 3. Andlisis de Diversidad Beta

Se realizaron analisis multivariados para analizar similitudes y diferencias en la composicién
microbiana entre grupos. Se ejecutaron analisis de coordenadas principales (PCoA) y
escalado multidimensional no métrico (NDMS) basados en la matriz de distancia generada
por UniFrac. Se utilizaron pruebas estadisticas de andlisis de varianza multiple por
permutaciones (PERMANOVA) y analisis de similitudes (ANOSIM) con 999 permutaciones
para determinar diferencias entre grupos.

7. 9. 4. Identificacion de taxones bacterianos significativos

Se aplico el andlisis discriminante lineal con efecto del tamafio (LEfSe) para identificar
taxones bacterianos con diferencias significativas en su abundancia entre grupos. Este
analisis se realizo utilizando la herramienta en linea Galaxy Lefse Workflow, que implementa
la altima version del algoritmo LEfSe

(https://huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/root?tool id=lefse upload).

7. 10. Prediccion de perfiles funcionales de la microbiota

7. 10. 1. Uso de Software PICRUSt2
Para la prediccion de perfiles funcionales de la microbiota en los grupos de C. acutus, se

empledé el software PICRUSt2 (Phylogenetic Investigation of Communities by
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Reconstruction of Unobserved States). Se utilizo el plugin PICRUST2 dentro de QIIME2

para llevar a cabo este analisis (Bolyen et al., 2019; Douglas et al., 2020).

7. 10. 2. Anélisis de abundancia de genes ortologicos (KO)

Los resultados generados a partir de PICRUSt2, que incluyen las abundancias de los genes
ortélogos (KO) predichos, se exportaron a RStudio para su analisis posterior. En esta etapa,
se utilizd la paqueteria ggpicrust2 para convertir y anotar los genes ortélogos a rutas
metabdlicas y vias biologicas. Estas rutas y vias estan catalogadas y organizadas de acuerdo
la base de datos Kyoto Encycopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa et al., 2023;
Yang et al., 2023).

7. 10. 3. Anélisis de abundancia diferencial

Para evaluar las diferencias en los perfiles funcionales entre los grupos, se realiz6 un analisis
de abundancia diferencial. Este anélisis se llevd a cabo utilizando el método ANOVA-Like
Differential Expression (ALDEX2) (Fernandes et al., 2014). ALDEX2 es una herramienta que
permite identificar diferencias estadisticamente significativas en la abundancia de genes y
funciones entre grupos.

Este proceso integral de prediccion de perfiles funcionales involucro el uso de herramientas
avanzadas de bioinformética y andlisis estadistico para obtener una comprensién mas
profunda de las capacidades metabdlicas y las vias bioldgicas presentes en la microbiota de

C. acutus en los diferentes grupos estudiados.

7. 11. Lugar de realizacién
La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia Aplicada de la

Facultad de Biologia, Universidad Autdbnoma de Sinaloa y en el Laboratorio de Genémica
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Microbiana perteneciente al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C.
(CIAD), con sede en Mazatlan, Sinaloa, México.

7. 12. Financiamiento

El proyecto fue financiado por los directores pertenecientes al Cuerpo Académico Ecologia
Molecular y Biotecnologia (UAS-CA-298). El numero de beca del alumno otorgado por

CONAHCYT es el siguiente:1148188.
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VIIl. RESULTADOS

8. 1. Captura y medidas morfométricas

En el proceso de captura y toma de medidas morfomeétricas, se logro capturar un total de 27
individuos de Crocodylus acutus, y se colectd muestras tanto de cloaca como de cavidad oral,
obteniendo un total de 54 muestras. Estos individuos se distribuyeron en dos categorias
principales: juveniles (10 individuos) y adultos (17 individuos), segun sus medidas
morfométricas (Cuadro 2). Es importante destacar que, dentro del grupo de cocodrilos
adultos, se realiz6 una determinacion precisa del sexo, revelando que, de los ejemplares
capturados, 10 eran hembras y 7 eran machos. Todos los cocodrilos adultos presentaban un

rango de edad homogéneo, estimado en 11 afos.
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Cuadro 2. Datos morfomeétricos de individuos de C. acutus en cautiverio.

) ) Dimensiones generales Peso |Edad Fecha de

Ejemplar | Etiqueta Sexo B
LT (cm) |LHC (cm) (kg) |(afios) | captura

Cocodrilos adultos
1 UCA_AF 01 |214 101 F 11 03/06/2022
2 UCA_AF_02 |277 153 F 11 03/06/2022
3 UCA_AF 03 |252.5 135 M 75 11 03/06/2022
4 UCA_AF 04 |2245 112.3 M 1104 |11 03/08/2022
5 UCA_AF 05 |2285 123.4 F 69.1 |11 12/11/2022
6 UCA_AF 06 |269 139.5 M 90 11 12/11/2022
7 UCA_AF_07 |200 105 F 35 11 12/11/2022
8 UCA_AF_08 |208.5 108.5 F 354 |11 12/11/2022
9 UCA_AF_09 |269.2 147 M 11 09/12/2022
10 UCA_AF_10 |282.2 151 M 11 09/12/2022
11 UCA_ AW 01 |176.5 84.7 F 211 |11 19/01/2023
12 UCA_AW 02 | 155.6 31 F 129 |11 19/01/2023
13 UCA_AW 03 |181 95.5 M 214 |11 19/01/2023
14 UCA_AW _04 | 162 85.7 F 148 |11 19/01/2023
15 UCA AW 051314 71 M 1.4 11 19/01/2023
16 UCA AW 06 |149 77 F 11.7 |11 19/01/2023
17 UCA_AW _07 189 101 F 252 |11 19/01/2023
Cocodrilos Juveniles
1 UCA JF 01 (34 17 150 |1 03/08/2022
2 UCA JF 02 |36 19 160 |1 03/08/2022
3 UCA JF 03 (345 16.5 140 |1 03/08/2022
4 UCA JF 04 (315 16 900 |1 03/08/2022
5 UCA JF 05 |36 18 150 |1 03/08/2022
6 UCA JF 06 |33 17 110 |1 03/08/2022
7 UCA JF 07 |31 16.5 130 |1 03/08/2022
8 UCA JF 08 |28 19.5 700 |1 03/08/2022
9 UCA JF 09 (385 19.5 200 |1 03/08/2022
10 UCA JF 10 (345 17.5 120 |1 03/08/2022
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8. 2. Secuenciacion y procesamiento de datos

En el proceso de secuenciacion, se generd un conjunto de datos compuesto por un total de
2,645,334 lecturas pareadas sin procesar a partir de las 54 muestras sometidas a
secuenciacion. Después de un riguroso proceso de procesamiento y filtrado, se logro obtener
una coleccion de 1,319,228 lecturas limpias y de alta calidad, con una calidad de base
superior a Q30. Este conjunto de lecturas procesadas exhibié un promedio de 24,499 lecturas

por muestra, asegurando asi la confiabilidad y robustez de los resultados.

8. 3. Caracterizacion bacteriana a nivel de género

A través de un minucioso analisis, se realizd una clasificacion jerarquica que permitié la
identificacion de 1,388 Variantes de Secuenciacion de Amplicones (ASV) hasta el nivel
taxondmico de género. Esta caracterizacion taxondémica proporciond una vision detallada de
la composicion microbiana presente en las muestras estudiadas. La informacion resultante se
encuentra detallada en el Cuadro 3, permitiendo comprender la diversidad y abundancia de

géneros bacterianos presentes en la microbiota de Crocodylus acutus.

Cuadro 3. Clasificacion taxonémica de ASV por taxa.

Nivel jerarquico Taxa
Filo 38
Clase 99
Orden 220
Familia 379
Género 652
ASV 1388
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8. 4. Diversidad bacteriana en el tracto gastrointestinal de C. acutus a través de la

secuenciacion del gen 16S ARNr

8. 4. 1. Composicion filogenética y abundancia de filos bacterianos

Se logr6 una caracterizacion exhaustiva de la diversidad bacteriana en el tracto
gastrointestinal de Crocodylus acutus a través de la secuenciacion del gen 16S ARNr. Un
total de 38 filos bacterianos se identificaron en las 54 muestras analizadas, de individuos de
cautiverio. De estos, 9 filos presentaron abundancias superiores al 1% (Figura 7), lo que
resalta la importancia de su presencia en la comunidad microbiana.

El filo mas predominante en todos los grupos fue Proteobacteria, mostrando altas
abundancias relativas promedio tanto en las muestras orales (68.10 y 57.44%) como en las
cloacales (53.50 y 36.84%) de individuos juveniles y adultos en cautiverio, respectivamente.
Sin embargo, a medida que se profundizé en la distribucion de los filos, surgieron diferencias
notables. Firmicutes se destac6 como el segundo filo mas abundante en muestras cloacales
tanto de juveniles (MCS) como de adultos (MCA), con abundancias relativas promedio de
22.79 y 24.88%, respectivamente. En contraste, las muestras orales de juveniles (MOS) y
adultos (MOA) presentaron un segundo filo dominante, Actinobacteriota, con abundancias
relativas promedio de 13.47 y 16.97%, respectivamente.

El tercer filo mas preponderante fue Bacteroidota en MCA (11.57%) y en MOS (8.25%) y
MOA (6.23%). En el caso de las muestras cloacales de cocodrilos juveniles (MCS), el filo
Fusobacteriota se manifestd con una presencia significativa del 11.89%. Es digno de mencion
que el filo Synergistota, con una abundancia superior al 1%, estuvo exclusivamente presente

en muestras cloacales de adultos, con una abundancia relativa promedio del 8.40%.
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en cada muestra. El cédigo de color indica la familia correspondiente.

8. 4. 2. Abundancia a nivel de familia y analisis de agrupamiento

A nivel de familia, se clasificaron 379 familias, de las cuales 22 familias presentaron
abundancias mayores al 1%, representando el 75% de las secuencias totales clasificadas
(Figura 8). Para MCA, las familias Neisseriaceae (15.70%), las familias no clasificadas del
complejo Peptrostreptococcales-Tissieralles (13.41%) y Synergistaceae (8.40%) dominaron
en abundancia. En el caso de MCS, las familias Neisseriaceae (44.97%), las familias del
orden Desulfitobacteriales (12.91%) y Fusobacteriaceae (11.84%) mostraron las mayores
abundancias relativas promedio.

En MOA, las familias mas abundantes incluyeron Rhodobacteraceae (27.28%),

Moraxellaceae (9.72%) e Intrasporangiaceae (6.35%). Por otro lado, en MOS, las familias
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mas prominentes fueron Neisseriaceae (28.15%), Comamonadaceae (17.42%) vy

Moraxellaceae (10.06%).
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Figura 8. Grafica de barras apiladas de las 22 familias bacterianas dominantes en muestras de cloaca y
cavidad oral de C. acutus. La gréfica indica las frecuencias expresadas en porcentajes para aquellas familias
>1% en cada muestra. El codigo de color indica la familia correspondiente.

El anélisis de perfiles de composicién microbiana a nivel de familia permitié generar dos
dendrogramas explicativos de los patrones de agrupamiento tanto de los grupos como de las
familias bacterianas con abundancias mayores al 1% (Figura 9). El dendrograma superior
con una correlacién cofenética de 0.7556 destaco cuatro grupos principales derivados de dos
nodos principales. El nodo izquierdo representd los grupos | y Il, compuestos por muestras

cloacales de juveniles (MCS) y principalmente de adultos (MCA), respectivamente. El nodo
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derecho agrupd las muestras orales, con el grupo 111 que contenia muestras orales de juveniles
(MOS) y el grupo IV con muestras orales principalmente de adultos (MOA).

El dendrograma izquierdo, con una correlacion cofenética de 0.9895, detallo los
agrupamientos de las familias en funcion de su abundancia en los grupos mencionados
anteriormente. Por ejemplo, las familias Fusobacteriaceae, Peptostreptococcales-Tissieralles,
Synergistaceae, familias del orden Desulfitobacteriales, Familia X1y Porphyromonadaceae
se agruparon predominantemente en el cldster I, compuesto por las muestras cloacales de
cocodrilos adultos (MCA) y juveniles (MCS).

Por otra parte, el segundo cluster conformado por las familias Intrasporangiaceae,
Sphingomonadaceae, Xanthobacteraceae, Deinococcaceae, y familias no clasificadas de la
clase Actinobacteria, presentd una incidencia alta principalmente en los grupos | y IV
representados por muestras cloacales y orales de cocodrilos adultos.

En cambio, el grupo Il y IV pertenecientes a MOA y MOS, es relacionado con el tercer
claster, el cual estda conformado por las familias Moraxellaceae, familias del orden
Micrococcales, Dermacoccaceae, Comamonadaceae, Weeksellaceae y la familia T34.

El 4to claster fue representado por las familias mas abundantes, primeramente, la familia
Rhodobacteraceae present6 una alta incidencia en muestras orales de adultos y una incidencia
moderada en muestras orales de juveniles y, por ultimo, la familia Neisseriaceae presentd

altas incidencias en los grupos I, 11 y 11I.
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Figura 9. Agrupamiento jerarquico UPGMA a dos vias con mapa de calor de las abundancias relativas
a nivel familia. Mapa de calor agrupado jerarquicamente a nivel de familias con abundancias mayores al 1%
donde las denominaciones “MCA” y “MCS” corresponden a muestras de cloacas de adultos y juveniles
respectivamente y denominaciones con “MOA” y “MOS”, corresponden a muestras orales de adultos y
juveniles. El dendrograma lateral izquierdo agrupa a las familias en funcion de su abundancia. EI dendrograma
superior agrupa a las muestras de cloaca y cavidad oral de acuerdo a su compaosicién bacteriana. La escala de
color superior izquierda indica la abundancia relativa normalizada. Los indices de correlacion cofenética se

muestran en cada dendrograma.

8. 5. Comparacién de comunidades bacterianas en el TGI de C. acutus

8. 5. 1. Suficiencia del muestreo y cobertura bacteriana

La calidad y extension del muestreo se evaluaron mediante curvas de rarefaccion por
muestra, donde se observo una tendencia clara de saturacion en todas las curvas, indicando
que los esfuerzos de muestreo fueron apropiados (Figura 10). Estas curvas revelaron una

inclinacion distintiva alrededor de las profundidades de secuenciacion de 2,500 a 5,000, con
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una progresion gradual en el nUmero de muestras hasta alcanzar la asintota. Esta alcanzo
valores en el rango de 10,000 a 15,000 lecturas por muestra, asegurando una cobertura éptima

de la microbiota bacteriana en el TGI de C. acutus.
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Figura 10. Curvas de rarefaccion de en muestras de cloaca y cavidad oral de C. acutus. Un c6digo de color
identifica la curva correspondiente a cada muestra. MCA = Muestras cloacales adultos, MCS = Muestras
cloacales juveniles, MOA = Muestras orales adultos y MOS = Muestras orales juveniles.
8. 5. 2. Diversidad microbiana y estimacion de métricas
Se emplearon métricas de diversidad (Shannon y Simpson) para evaluar la variedad de
especies bacterianas en las muestras de cloaca y cavidad oral de C. acutus. Los grupos que
presentaron la mayor diversidad fueron los cocodrilos adultos (MCA y MOA), seguidos por
el grupo MOS, que comprende las muestras orales en individuos juveniles. Contrariamente,
el grupo MCS exhibio la menor diversidad, y se observaron diferencias significativas (p <

0.05) en comparaciéon con los deméas grupos (Figura 11). Estas diferencias estadisticas
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subrayan la variabilidad inherente entre los grupos, lo que sugiere que factores como la edad

y la ubicacion ejercen influencia sobre la composicion bacteriana.

Grupos: B Cloaca adulto (MCA) EH Cloaca juvenil (MCS) B8 Boca adulto (MOA) B Boca juvenil (MOS)
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Figura 11. Métricas de diversidad alfa utilizadas en este estudio. Se muestran los graficos de cajas de cada
una de las métricas de acuerdo al sitio anatémico y el estadio de desarrollo de los ejemplares de C. acutus. En
la parte superior de cada gréafico se indican los resultados de las pruebas Kruskal-Wallis (K-W) y su valor p.
8. 5. 3. Equidad y distribucion de abundancias bacterianas

Los hallazgos relacionados con la equidad de Pielou estan en consonancia con los indices de
diversidad calculados. En el grupo MCA, los valores de equidad de Pielou variaron entre
0.42 y 0.85, mientras que en MOA se situaron entre 0.48 y 0.86. Estos intervalos indican una
distribucion relativamente uniforme en las abundancias de grupos bacterianos en
comparacion con los grupos juveniles como MOS (0.52-0.72) y MCS (0.27-0.61). Es en el
grupo MCS donde se destacan diferencias significativas, sefialando la presencia de grupos

bacterianos altamente dominantes (Figura 11).
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8. 5. 4. Diversidad filogenética en la microbiota bacteriana

La estimacion de la diversidad filogenética de Faith en la microbiota de cloaca y cavidad oral
de C. acutus revelé patrones interesantes. ElI grupo MCA exhibié la mayor diversidad
filogenética, seguido por MOA, MOS vy finalmente MCS (Figura 11). Estos resultados
indican que los grupos MCA y MOA albergan una mayor variedad de ramas evolutivas en
su comunidad bacteriana. Contrariamente, para las muestras juveniles, tanto MOS como
MCS, se observaron diferencias significativas en comparacién con los grupos adultos. Esto
sugiere que los grupos bacterianos en los juveniles estdn mas enfocados en ciertas ramas

filogenéticas, lo que se traduce en una menor diversidad filogenética.

8. 5. 5. Andlisis multivariados de diversidad beta

Los analisis multivariados que exploraron la diversidad beta en los grupos de C. acutus
brindaron una vision profunda de las diferencias en la estructura de la microbiota (Figura 12).
En el andlisis de PCoA, el eje 1 emergié como la principal fuente de variacion entre los
grupos, representando el 13.6% de la variabilidad. Esto se reflejo en una clara separacion
entre los grupos MCA y MOA en comparacion con las muestras juveniles MCS y MOS, lo
que también fue confirmado por el eje 2 (9.8%). El anélisis del PERMANOVA respaldo estas
observaciones, revelando un R? de 0.2628 y un valor de p < 0.05, lo que indico la presencia
de diferencias significativas entre todos los grupos.

El analisis de NDMS mostro una distribucion de puntos en dos dimensiones similar a la
observada en el PCoA. Los grupos MCA y MOA presentaron una mayor dispersion en
contraste con los grupos MCS y MOS, que se presentaron mas cohesionados. Estos resultados
fueron respaldados por los hallazgos del ANOSIM, con un valor de R=0.5433 y p < 0.05,

corroborando la existencia de diferencias significativas entre todos los grupos.
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Los resultados de ambos analisis reflejan que la microbiota de los grupos MOS y
MCS son grupos definidos y no tan variables, dado que tienden agruparse mas estrechamente
entre si, lo que indica una mayor similitud en sus perfiles de composicion. Sin embargo, en
los grupos MCA y MOA, si bien los grupos se definen, se observa una mayor dispersion

entre los puntos, lo que indica una mayor variabilidad en sus perfiles de microbiota.
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Figura 12. NDMS y PCoA con distancia Unifrac no ponderada en muestras de cloaca y cavidad oral de
C. acutus juveniles y adultos. El grafico muestra las variaciones de cada componte en un espacio
multidimensional, y los colores en el gréfico representan los grupos seguln el sitio anatomico y el estadio del
desarrollo. En la parte inferior izquierda de cada grafico, se presentan los resultados de las pruebas estadisticas

ANOSIM y ADONIS, junto con sus valores p correspondientes.

8. 5. 6. Influencia del sexo en la estructura bacteriana

En lo que respecta al sexo de los cocodrilos adultos, los andlisis multivariados indicaron que
no hubo diferencias significativas en la estructura de las comunidades bacterianas. Tanto los
patrones de distribucion en PCoA como en NMDS no mostraron variaciones discernibles en
funcién del sexo de los cocodrilos, lo que sugiere una similitud general en la estructura

bacteriana entre ambos grupos (Figura 13).
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Grupos: - Cloaca hembras (AFC) = Cloaca machos (AMC) - Boca hembras (AMB) -+ Boca machos (AMB)

NMDS con Distancia unifrac PCoA con Distancia unifrac

\\\
— -
04 /
B 04
i (
o =
800 =
Z <,
e 0.0
N
]
{ £
\ ]
\\_ )//
-0.4
-0.4
Stress: 0.1954
ANOSIM R = 0.4789 A.DOVNIS R.= 0.09814 R
Significacia= 0.001 Significacia = 0.056 ~\\
AFCvs AMC = 0.47 AFCvs AMC=04 .
AFB vs AMB = 0.2604 AFB vs AMB = 0.06
-0.5 0.0 05 -0.50 -025 0.00 0.25 0.50
NMDS1 Axis.1 [15%]

Figura 13. NDMS y PCoA con distancia Unifrac no ponderada en muestras de cloaca y cavidad oral de
C. acutus adultos. El grafico muestra las variaciones de cada componte en un espacio multidimensional, y los
colores en el grafico representan los grupos de acuerdo al sexo de los ejemplares adultos. En la parte inferior
izquierda de cada gréfico, se presentan los resultados de las pruebas estadisticas ANOSIM y ADONIS, junto

con sus valores p correspondientes.

8. 5. 7. Biomarcadores taxondmicos asociados a muestras cloacales de juveniles y
adultos

El analisis LEfSe en las muestras de cloaca de cocodrilos juveniles y adultos reveld
diferencias significativas en la composicion bacteriana. Se identificaron 52 taxones que
presentaron discrepancias entre los grupos, con 41 taxones que mostraron relevancia
significativa en el grupo MCA 'y 11 en el grupo MCS (Figura 14). Estos hallazgos apuntan a
la existencia de patrones distintivos en la microbiota de cloaca entre los grupos juveniles y
adultos.

Los principales taxones revelaron marcadas diferencias en la composicion taxondémica entre
los grupos MCA y MCS. En el grupo MCA, los filos Actinobacteriota y Synertgistota, asi
como las clases Actinobacteriota, Alphaproteobacteria y Synergistia, jugaron un papel
preponderante en las discrepancias observadas. Ademas, se observd un incremento
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significativo en los niveles de abundancia de los géneros Gottschalkia, Pyramidobacter,
Paracoccus, Paludibacter, Fretibacterium y Acinetobacter en el grupo MCA en
comparacion con MCS.

Para el caso de MCS los taxones que fueron significativamente mas abundantes fueron la
clase Desulfitobacteriia, las familias Hafniaceae, TC1, T34, Oxalobacteraceae y géneros

como Edwarsiella y Plesiomonas.
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Figura 14. Gréafico LEfSe de biomarcadores taxonémicos asociados a muestras de cloaca de C. acutus
juveniles y adultos. El grafico muestra los biomarcadores taxonémicos con un valor de analisis discriminante
lineal (LDA) superior a 4 (LDA > 4) en muestras de cloaca, organizados en un cladograma de acuerdo a su
jerarquia taxonomica. En esta representacion, los biomarcadores que son especificos para adultos estan

resaltados en color rojo, mientras que los biomarcadores especificos para juveniles se muestran en verde.
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8. 5. 8. Biomarcadores taxondémicos asociados a muestras orales de juveniles y adultos
Los resultados del analisis LEfSe en las muestras orales de cocodrilos juveniles y adultos
resaltaron diferencias notables. Se identificaron 43 taxones con abundancias significativas
entre los grupos, 26 en el grupo MOA y 17 en el grupo MOS (Figura 15). En el grupo MOA,
los filos Cyanobacteria y Bdellovibrionota, junto con las clases Bdellovibrionia,
Cyanobacteriia, Alphaproteobacteria y Gracilibacteria, asi como las familias
Pseudomonadaceae, Nocardioidacae y Rhodobacteraceae, y los géneros Paracoccus,
Bdellovibrio y Pseudomonas, fueron los contribuyentes principales a las diferencias
observadas.

En el caso de muestras orales en juveniles los taxones que fueron significativamente mas
abundantes fueron el filo Firmicutes, también las clases Clostridia y Gammaproteobacteria,
asi como las familias Neisseriaceae, Weeksellaceae y los géneros Alysiella, Candidatus

Symbiobacter y Chryseobacterium.
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Figura 15. Grafico LEfSe de biomarcadores taxondmicos asociados a muestras orales de C. acutus
juveniles y adultos. El grafico muestra los biomarcadores taxonémicos con un valor de andlisis discriminante
lineal (LDA) superior a4 (LDA > 4) en muestras orales, organizados en un cladograma de acuerdo a su jerarquia
taxondmica. En esta representacion, los biomarcadores que son especificos para adultos estan resaltados en

color rojo, mientras que los biomarcadores especificos para juveniles se muestran en verde.

8. 5. 9. Biomarcadores taxonémicos asociados al sexo

El analisis LEfSe en las muestras en funcion al sexo de los cocodrilos adultos también develd
diferencias significativas entre los grupos. Se identificaron 47 taxones con diferencias en
abundancias entre todos los grupos, siendo 8 en la cloaca de machos (AMC), 7 en el grupo
de cavidad bucal de machos (AMB), 15 en la cloaca de hembras (AFC) y 17 en la cavidad

oral de hembras (AFB) (Figura 16). Los ordenes Burkholderiales y Bacteroidales, asi como
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las familias Neisseraceae y Paulidibacteraceae y los géneros Paulidibacter y Fusobacterium,
se destacaron en AMC. Por otro lado, en AMB, el filo Actinobacteriota, la clase
Actinobacteria, los 6rdenes Pseudomonales, Micrococcales y Enterobacterales, mostraron
diferencias significativas. Para AFC, los filos Firmicutes, Fusobacteriota y Synergistota,
junto con las clases Clostridia, Fusobacteriia y Synergistia, y los géneros Porphyromonas y
Gottschalkia, contribuyeron a las discrepancias. En el grupo AFB, los filos Deinococcota,
Proteobacteria y Patescibacteria, las clases Alphaproteobacteria, Neinococci vy
Saccharimonadia, asi como géneros como Deinococcus y Paracoccus, exhibieron
significativas diferencias en abundancia.
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Figura 16. Gréfico LEfSe de biomarcadores taxonémicos asociados al sexo de C. acutus adultos. El gréafico

muestra los biomarcadores taxondmicos con un valor de andlisis discriminante lineal (LDA) superior a 4 (LDA
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> 4) en muestras asociadas al sexo de los ejemplares, organizados en un cladograma de acuerdo a su jerarquia
taxonomica.

8. 6. Predicciones de funciones metabdlicas

Las predicciones de funciones metabolicas a través de PICRUSt 2, basadas en la clasificacion
funcional de KEGG, proporcionaron un panorama integral de las capacidades metabolicas
presentes en los grupos analizados. Un total de 7,522 genes fueron anotados y asignados a
259 categorias funcionales. Se englobaron 6 rutas funcionales en el nivel superior, siendo las
mas abundantes el procesamiento de informacién ambiental (9—11%), procesamiento de
informacidn genética (12-16%) y metabolismo (68-69%). Esto subraya la preeminencia de

los procesos metabdlicos en las muestras analizadas (Figura 17).
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Figura 17. Grafica de abundancias de perfiles funcionales en nivel superior. La grafica indica las
frecuencias expresadas en porcentajes para las vias funcionales anotadas de acuerdo al sitio anatémico y el
estadio del desarrollo. El cédigo de color indica las vias funcionales. MCA = Muestras cloacales adultos, MCS

= Muestras cloacales juveniles, MOA = Muestras orales adultos y MOS = Muestras orales juveniles.

En el segundo nivel de analisis, se identificaron un total de 41 funciones microbianas
presentes en las muestras de cocodrilos. De estas, 19 funciones mostraron abundancias

superiores al 1%, como se visualiza en la Figura 18. Notablemente, las categorias funcionales
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de Transporte de Membrana (6-7%), Metabolismo Energético (8-9%), Metabolismo de

Aminoacidos (14-15%) y Metabolismo de Carbohidratos (14-15%) sobresalieron como las

mas abundantemente representadas entre los grupos.
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Figura 18. Gréafica de abundancias de perfiles funcionales en segundo nivel. La gréfica indica las
frecuencias expresadas en porcentajes para las vias funcionales anotadas de acuerdo al sitio anatémico y el
estadio del desarrollo. El cédigo de color indica las vias funcionales. MCA = Muestras cloacales adultos, MCS

= Muestras cloacales juveniles, MOA = Muestras orales adultos y MOS = Muestras orales juveniles.

En el tercer nivel de nuestro analisis, se profundizo en las categorias funcionales microbianas,

donde se identificaron un total de 259 (Figura 19). De estas categorias, 36 exhibieron

abundancias superiores al 1%, destacando las funciones de Ribosoma (3-4%), Metabolismo

de Purinas (3-4%) y Transportadores ABC (5%) como las mas preponderantes.
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Figura 19. Gréfica de abundancias de perfiles funcionales en tercer nivel. La gréafica indica las frecuencias

expresadas en porcentajes para las vias funcionales anotadas de acuerdo al sitio anatémico y el estadio del

desarrollo. El codigo de color indica las vias funcionales. MCA = Muestras cloacales adultos, MCS = Muestras

cloacales juveniles, MOA = Muestras orales adultos y MOS = Muestras orales juveniles.

8. 6. 1. Diferencias funcionales en muestras de cloaca de juveniles y adultos

La evaluacion de las funciones metabdlicas en el grupo de adultos y juveniles reveld

diferencias significativas, especialmente en la categoria de Metabolismo (Figura 20).

Concretamente, se encontraron diferencias en funciones relacionadas con el Metabolismo de

Lipidos, Biodegradacion y Metabolismo de Xenobidticos en los adultos. En contraste, las

funciones de Biosintesis de Lipopolisacaridos y Estreptomicina mostraron una mayor

abundancia en los juveniles en comparacion con los adultos.
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Figura 20. Grafica de vias funcionales en muestras de cloaca de juveniles y adultos. La grafica con barras
de error indica las vias funcionales que fueron significativas en muestras de cloaca de juveniles y adultos de
acuerdo al analisis de abundancia diferencial. Del lado derecho, se muestra el valor p ajustado.

8. 6. 2. Diferencias funcionales en muestras orales de juveniles y adultos

El analisis de las muestras orales resaltd diferencias en las funciones metabdlicas entre
cocodrilos juveniles y adultos. Se observd una mayor presencia de funciones metabdlicas en
los juveniles, incluyendo el Metabolismo del Butanoato, Metabolismo del Propanoato,
Fosforilacion Oxidativa y Vias de Fijacion del Carbono en Procariotas. En contraposicion,
se evidencié que rutas metabolicas como la Glicolisis, Ruta de la Pentosa Fosfato y
Metabolismos de Purinas, Arginina, Prolina, Serina y Treonina presentaron niveles de

abundancia mas elevados en los cocodrilos adultos (Figura 21).
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Figura 21. Gréfica de vias funcionales en muestras orales de juveniles y adultos. La gréafica con barras de

error indica las vias funcionales que fueron significativas en muestras orales de juveniles y adultos de acuerdo

al analisis de abundancia diferencial. Del lado derecho, se muestra el valor p ajustado.
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IX. DISCUSION

El proposito central de este estudio consistio en una exhaustiva exploracién y descripcion de
la configuracién de las comunidades bacterianas que constituyen la microbiota del tracto
gastrointestinal (TGI) en el cocodrilo americano criado en granjas del estado de Sinaloa,
Meéxico. La investigacion se enfoco en evaluar como factores como el sexo de los individuos,
el estadio de desarrollo y la ubicacion anatomica influencian la composicion de dichas
comunidades bacterianas. Este estudio representa el primer informe de su tipo, ya que no se
ha realizado previamente una caracterizacion completa de la microbiota intestinal en
Crocodylus acutus.

Los andlisis de las comunidades bacterianas en el TGI de C. acutus revelaron una marcada
predominancia de los filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota y en menor medida
Synergistota, Actinobacteriota y Fusobacteriota, que en conjunto representaron el 93% de la
abundancia en las muestras de cocodrilos adultos.

Estos resultados se alinean en gran medida con descubrimientos anteriores en otras especies
de cocodrilos como A. mississipiensis, A. sinensis y C. porosus, donde se ha informado sobre
la dominancia variable de los filos Proteobacteria, Fusobacteriota, Firmicutes y Bacteroidetes
enel TGI (Keenan et al., 2013; Kieran et al., 2020; Perez-Marron et al., 2022; Hu et al., 2022;
Tang et al., 2019; Siddiqui et al., 2023).

Proteobacteria emerge como el filo mas preponderante en todos los grupos investigados en
este estudio. Este amplio filo bacteriano, compuesto por miembros Gram negativos, ha sido
asociado con diversas funciones en distintos ecosistemas microbianos, incluyendo suelos,
nichos acuéticos, plantas y animales (Li et al., 2020; Moon et al., 2018; Zhou et al., 2020).

En el contexto del microbioma del TGI, las Gammaproteobacterias se destacan como la clase

61



mas prevalente, coherente con lo observado en este estudio, dado que la clase
Gammaproteobacteria predomind en las muestras cloacales de cocodrilos adultos y juveniles.
Una caracteristica fundamental de las Proteobacterias radica en su versatilidad metabolica
que les permite prosperar en una amplia gama de compuestos organicos, desde proteinas
hasta carbohidratos y lipidos (Kim et al., 2023). Esta versatilidad podria ser esencial para
comprender su presencia dominante en diversos ambientes. Ademas, su alta abundancia en
el TGI puede vincularse con su capacidad de ser anaerobios facultativos, lo que podria
conferirles un papel en la regulacion de la homeostasis en entornos estrictamente anaerobicos
como el TGI, contribuyendo asi a mantener la estabilidad de la microbiota intestinal (Moon
etal., 2018).

Firmicutes, como el segundo filo mas prominente en las muestras cloacales tanto de
cocodrilos adultos como juveniles, parece estar influenciado por la dieta, caracterizada por
su contenido elevado en carbohidratos y grasas saturadas, disefiada para fomentar el
crecimiento en tamafio de los animales con fines de produccién (Keenan et al., 2013).
Firmicutes, conocido por su capacidad de fermentar y metabolizar carbohidratos y grasas, se
ha relacionado con el desarrollo de la obesidad en animales y humanos (Rizzardi et al., 2021;
Houtman et al., 2022; Wang et al., 2023).

La relacion entre la acumulacion de grasa y la prominencia de Firmicutes en los microbiomas
intestinales de caimanes en granjas y vertebrados con exceso de peso ha sido discutida
previamente (Keenan et al., 2013). Estos resultados sugieren que la dieta podria influir en la
fisiologia del microbioma intestinal, particularmente cuando se altera el entorno ocupado por
la contraparte salvaje. Sin embargo, dada la limitacion de este estudio a ejemplares en

cautiverio, se requieren investigaciones futuras que exploren como el estatus de vida silvestre
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podria afectar la estructura de las comunidades bacterianas del TGI en C. acutus,
posiblemente a través de un analisis comparativo con ejemplares en cautiverio.

Cabe resaltar la asociacion estrecha de los filos bacterianos Fusobacteriota y Bacteroidetes
con la dieta carnivora en diversos vertebrados, incluyendo cocodrilos (Hu et al., 2022;
Roggenbuck et al., 2014; Wu et al., 2017). Esto se debe en gran parte a la actividad
proteolitica exhibida por taxones bacterianos en estos filos, lo que podria estar relacionado
con la degradacion de la carne (Flint y Duncan, 2014; Tang et al., 2019).

En relacién a la diversidad alfa, los resultados de los indices de diversidad de Shannon y
Simpson revelaron diferencias significativas entre las muestras cloacales de juveniles y
adultos, siendo las muestras de adultos méas diversas. Este patron se asemeja a un estudio
previo en A. sinensis, donde los juveniles presentaban menor diversidad bacteriana en el
microbioma intestinal en comparacion con los adultos (Hu et al., 2022). La menor diversidad
en los juveniles podria explicarse por su falta de adaptacion a los ambientes acuaticos y su
dieta menos variada, en contraste con su contraparte adulta (Hu et al., 2022). Por otra parte,
las muestras orales de C. acutus en adultos y juveniles presentaron una considerable
diversidad alfa y no exhibieron diferencias significativas al compararse. La diversidad
bacteriana en muestras orales, podria estar vinculada a la exposicion frecuente de los
cocodrilos a bacterias ambientales de caracter transitorio. Esto podria atribuirse a que estas
especies tienden a abrir la mandibula con regularidad para llevar a cabo procesos de
termorregulacion (Keenan et al., 2013).

En lo que respecta a la diversidad beta, los analisis NMDS y PCoA mostraron diferencias
significativas en la microbiota del TGI en el cocodrilo americano, tanto en grupos cloacales
como orales. Estos resultados sugieren una variabilidad sustancial en la composicion

bacteriana influenciada por el estadio del desarrollo y el sitio anatomico del TGI. En un
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estudio realizado en China en un lagarto (Calotes versicolor). Determinaron que las
diferentes secciones intestinales de esta especie proporcionan variaciones en la composicion
de la microbiota intestinal de acuerdo al sitio especifico del TGI (Zhang et al., 2021).

Por otra parte, los resultados del analisis LEfSe en muestras de cloaca de cocodrilos adultos
y juveniles presentaron diferencias significativas entre los grupos taxonomicos. Donde, las
muestras de cloaca obtenidas de los cocodrilos adultos exhibieron un sesgo mucho mayor en
cuestion de taxones significativos. Este patron es consistente con los resultados obtenidos de
los andlisis de diversidad de las comunidades bacterianas entre estos grupos.

En ese sentido, se destacan taxones dominantes como la clase Clostridia en muestras
cloacales de adultos. La composicion de la microbiota intestinal en diferentes etapas de
crecimiento pueden variar por diferentes razones, que van, desde la genética, la dieta, la
ubicacion geografica, estrés e inclusive el sistema inmunolégico (Al-Rashidi, 2022).
También se puede asociar a que, en los primeros afios de vida, la microbiota intestinal tiende
a ser menos estable (Arshad et al., 2021). Esto se debe en parte a la exposicién a diferentes
microorganismos a medida que el sistema inmunoldgico se desarrolla y se adaptan a nuevos
alimentos y entornos. Ademas, se ha reportado que miembros de la clase Clostridia tienden
a ser mas estables en su composicion en etapas adultas (Filippo et al., 2019).

Para el caso de muestras de cloaca de juveniles, géneros como Edwardsiella y Plesiomonas
fueron sesgados para este grupo. Estos géneros bacterianos principalmente asociados a
ambientes acuaticos, se han reportado como agentes infecciosos tanto en animales como en
humanos (Solis del Bafio et al., 2003; Pence, 2016; Janda et al., 2016; Miniero Davies et al.,
2018). En cocodrilos, estos géneros bacterianos suelen estar relacionados a la microbiota
residente del TGI ya que se han reportado de manera habitual en abundancias relativas bajas

en distintos estudios (Keenan et al., 2013; Kieran et al., 2020; Perez-Marron et al., 2022; Hu
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etal., 2022; Tang et al., 2019). Sin embargo, en un estudio en C. siamensis donde compararon
la microbiota del TGI en individuos sanos y con anorexia (Lin et al., 2019). Tuvieron como
resultado, que la especie Edwarsiella tarda presentd una abundancia relativa mucho mayor
en cocodrilos anoréxicos en comparacion con el grupo sano. Lo que sugiere que alteraciones
en la composicion normal de la microbiota del TGI en las especies de cocodrilo, pueden
generar condiciones que favorezcan a bacterias oportunistas que normalmente habitan en la
microbiota de estos ejemplares como Edwardsiella tarda se multipliquen en exceso y causen
problemas de salud en los cocodrilos. En el presente estudio, ambos géneros presentaron
abundancias relativas promedio menores al 1%, por lo que su presencia se asocia mas a una
colonizacién normal de la microbiota intestinal de cocodrilos juveniles que a un estado
disbidtico.

Los resultados de predicciones funcionales mostraron una alta asociacién con vias
relacionadas al metabolismo. Estos resultados son consistentes con los reportados
previamente en un estudio en C. sinensis (Lin et al., 2019). Destacando el metabolismo de
carbohidratos, aminoacidos y energético como las principales vias metabolicas ejercidas en
la microbiota del TGI en C. acutus. EI metabolismo desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento del crecimiento saludable de los organismos, y su estrecha relacion con las
bacterias intestinales en los vertebrados es un aspecto crucial (Olofsson y Béckhed, 2022).
Este estudio representa un avance significativo en la comprension de la microbiota del TGI
en el cocodrilo americano criado en granjas en Sinaloa, México. Los hallazgos reflejan
patrones consistentes con investigaciones previas en otras especies de cocodrilos, destacando
la predominancia de Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota y la relacién entre la
composicion bacterianay la dieta. Sin embargo, se debe tener en cuenta que las implicaciones

de estos resultados en el contexto de la vida silvestre y su interaccion con el ambiente natural
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necesitan ser exploradas en futuras investigaciones. Estos descubrimientos amplian nuestro
entendimiento sobre la interaccion entre los microorganismos y su huésped en un sistema

ecologico Unico como el TGI del cocodrilo americano.
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X. CONCLUSIONES

La secuenciacion del gen 16S ARNr resulté en un conjunto de datos soélido y
confiable, con 1,319,228 lecturas limpias y de alta calidad, lo que garantiza la
robustez de los resultados.

La caracterizacion detallada de 1,388 Variantes de Secuenciacion de Amplicones
(ASV) hasta el nivel taxonémico de género proporciond una vision precisa de la
diversidad y abundancia microbiana en las muestras.

Se identificaron 38 filos bacterianos en las muestras analizadas, con Proteobacteria,
Firmicutes, y Actinobacteriota destacando como los mas preponderantes, y sus
distribuciones variando segun la ubicacion anatomica.

A nivel de familia, se identificaron 379 familias, de las cuales 22 presentaron
abundancias significativas. El analisis de agrupamiento revel6 patrones claros en la
distribucion de grupos y familias bacterianas, enfatizando la influencia de la edad y
ubicacién en la composicion microbiana.

La evaluacion de las curvas de rarefaccion demostr6 que el esfuerzo de muestreo fue
adecuado, con una cobertura 6ptima de la microbiota bacteriana en el TGI de C.
acutus, respaldando la solidez de los resultados obtenidos.

Se observo una variacion en la diversidad de especies bacterianas entre los grupos,
siendo los cocodrilos adultos (MCA y MOA) los mas diversos. Las muestras juveniles
(MCS) presentaron una menor diversidad, indicando diferencias estadisticamente
significativas.

La equidad de Pielou siguio patrones similares a los indices de diversidad, reflejando

la uniformidad en las abundancias de grupos bacterianos en los adultos (MCA y MOA)
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en comparacion con las muestras juveniles (MOS y MCS), donde se observaron
diferencias significativas.

La estimacion de la diversidad filogenética de Faith revel6 que los grupos MCA y
MOA albergaban una mayor variedad de ramas evolutivas en su comunidad
bacteriana, mientras que los juveniles (MOS y MCS) mostraron una menor diversidad
filogenética, sugiriendo enfoques mas especificos en ciertas ramas.

Los analisis multivariados, incluyendo el PCoA vy el anélisis del PERMANOVA,
demostraron diferencias significativas en la estructura de la microbiota entre los
grupos, destacando la influencia de la edad y la ubicacion anatomica en la variacién
observada.

Se identificaron diferencias en la composicion bacteriana entre los grupos de C.
acutus, tanto en la cloaca como en la cavidad oral, asi como entre los sexos en los
adultos. Estas discrepancias taxondmicas resaltan patrones distintivos en la
microbiota de los cocodrilos juveniles y adultos, asi como entre hembras y machos.
Mediante PICRUSt 2 y la clasificacion funcional de KEGG, se obtuvo una vision
panoramica de las capacidades metabolicas presentes en los grupos analizados. Con
7,522 genes asignados a 259 categorias funcionales, el procesamiento de informaciéon
genética, ambiental y el metabolismo destacaron como las principales rutas
metabdlicas.

En un segundo nivel de analisis, se identificaron 41 funciones microbianas en las
muestras de cocodrilos. De estas, 19 funciones mostraron abundancias superiores al
1%, destacando las categorias de Transporte de Membrana, Metabolismo Energético,

Metabolismo de Aminoéacidos y Metabolismo de Carbohidratos.
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A un tercer nivel, se profundiz6 en las categorias funcionales microbianas,
identificando 36 funciones con abundancias superiores al 1%, destacando las
funciones de Ribosoma, Metabolismo de Purinas y Transportadores ABC.

La evaluacién de funciones metabdlicas entre grupos de adultos y juveniles reveld
diferencias significativas, especialmente en Metabolismo. Funciones relacionadas
con Metabolismo de Lipidos, Biodegradacion y Metabolismo de Xenobidticos
diferenciaron a los adultos, mientras que funciones de Biosintesis de
Lipopolisacaridos y Estreptomicina fueron mas abundantes en los juveniles.

El anélisis de muestras orales sefialé diferencias entre cocodrilos juveniles y adultos.
Funciones metabdlicas como Metabolismo del Butanoato, Metabolismo del
Propanoato, Fosforilacion Oxidativa y Vias de Fijacion del Carbono en Procariotas
fueron mas prominentes en los juveniles. En contraste, rutas metabolicas como
Glicdlisis, Ruta de la Pentosa Fosfato y Metabolismos de Purinas, Arginina, Prolina,

Serina y Treonina presentaron niveles mas altos en los cocodrilos adultos.
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