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. RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son un gran reto para todos
los sistemas de salud del mundo. ElI camarén es uno de los productos mas
consumidos en el mundo, y en su microbiota puede albergar microorganismos
causantes de ETAs. Cada afio, en EE. UU., 48 millones de personas sufren de estas
enfermedades, originando 15,600 millones de dolares en pérdidas econdmicas. A
pesar de la importancia de las ETAs en salud publica, son escasos los estudios en
microbiota de camardn, consumidos y producidos en Sinaloa. En este proyecto se
investigd la diversidad taxondmica y composicidbn de microbiota digestiva en
camarén blanco de Sinaloa mediante metagendmica tipo shotgun para generar

informacion sobre posibles microorganismos de importancia en salud publica.

Se estudio el intestino y hepatopancreas de camarones de una granja de Navolato,
Sinaloa. La extraccion del ADN se realiz6 por el método de CTAB. La secuenciacion
se realizé en la plataforma Illlumina MiniSeq utilizando el kit Nextera XT DNA Library
Preparation Kit y lecturas paired-end y un formato de 2x1. Respecto al analisis
bioinformatico, se uso el programa Kraken2 para la clasificacion taxondémica de las
lecturas. Se analizo la diversidad taxonomica con enfoque en los indices de Shanon
y de dominancia de Simpson por medio de PAST (v.4.03). Asimismo, se realizaron
andlisis de PCA, PERMANOVA, ANOSIM y SIMPER.

La diversidad en la microbiota digestiva de camaron varié de moderada a alta en
cada nivel taxonémico estudiado (Phylum, Clase, Familia, Género y Especie), sin
presencia de taxones dominantes. Los taxones con mayor abundancia en cada nivel
taxondmico fueron Fungi, Pseudomonadota y Bacillota (Phylum); Ascomycota,
Gammaproteobacteria y Aconoidasida (Clase); Saccharomycetales, Plasmodiidae
y Bartonellaceae (Familia); Plasmodium, Saccharomycetaceae y Bartonella
(Género); Bartonella krasnovii, Saccharomyces spp. y Dictyostelium discoideum
(Especie). Se encontraron microorganismos de importancia en salud publica, como
Vibrio parahaemolyticus, Klebsiella pneumoniae y Candida spp., entre otros que

pudieran representar un riesgo para la salud de personas inmunocomprometidas.

(Palabras clave: Litopenaeus vannamei; metagendémica por shotgun; Vibrio spp.).
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IIl. ABSTRACT

Foodborne diseases (FBDs) constitute a significant challenge for all health systems
worldwide. Shrimp is one of the most consumed aquatic products in the world, and
its microbiota can harbor potential microorganisms that cause FBDs. In the United
States, 48 million individuals suffer from these diseases each year, causing 15.6
billion dollars in economic losses. Despite the importance of FBDs in public health,
studies on the microbiota of shrimp produced for consumption in Sinaloa are scarce.
This study investigated the taxonomic diversity and composition of the digestive
microbiota in white shrimp from Sinaloa using shotgun metagenomics to generate

information on possible microorganisms of public health relevance.

The intestine and hepatopancreas of shrimps from a Navolato, Sinaloa farm were
studied. DNA extraction was performed using the CTAB method. DNA sequencing
was performed on Illumina MiniSeq platform using the Nextera XT DNA Library
Preparation Kit with a 2x150 bp paired-end strategy. The Kraken2 program
performed taxonomic classification, whereas taxonomic diversity was analyzed
using PAST (v.4.03) through Shannon and Simpson’s dominance indices. Moreover,
PCA, PERMANOVA, ANOSIM, and SIMPER analyses were also performed.

The diversity in the digestive microbiota of shrimp varied from moderate to high at
each taxonomic level studied (Phylum, Class, Family, Genus, and Species), with no
dominant taxa presence. The most abundant taxa at each taxonomic level were
Fungi, Pseudomonadota, and Bacillota (Phylum); Ascomycota,
Gammaproteobacteria, and  Aconoidasida (Class); Saccharomycetales,
Plasmodiidae, and Bartonellaceae (Family); Plasmodium, Saccharomycetaceae,
and Bartonella (Genus); Bartonella krasnovii, Saccharomyces spp., and
Dictyostelium discoideum (Species). Microorganisms of public health relevance
were found, such as Vibrio parahaemolyticus, Klebsiella pneumoniae, and Candida
spp., among others, which could represent a health risk for immunocompromised

individuals.

(Keywords: Litopenaeus vannamei; shotgun metagenomics; Vibrio spp.).
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I1l. INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades
infecciosas son la causa del 90% de los problemas de salud, afectando a 600
millones de personas en todo el mundo, y siendo responsables del 32% de las
muertes globales, es decir, alrededor de 14 millones de personas (Aguilar, 2022).
Ademas, generan pérdidas de 33 millones de afos de vida saludable y, en el caso
de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS), una inversion anual de mas

de 15 mil millones de ddlares para su tratamiento (Aguilar, 2022).

Las ETAs son un gran reto para los sistemas de salud de todo el mundo. Por
ejemplo, en EE. UU. alrededor de 48 millones de personas sufren de ETAs cada
afo debido al consumo de alimentos contaminados con patégenos microbianos o
sus toxinas, derivandose en 128 mil hospitalizaciones, 3 mil muertes y 15,600
millones de dodlares en pérdidas econdmicas (Ali et al., 2020). Los patégenos
bacterianos son la causa principal de un gran numero de enfermedades
alimentarias, asi como también de la mayor cantidad de hospitalizaciones (63.9%)
y defunciones (63.7%) (Ali et al., 2020).

A nivel mundial, el camaron tiene una alta demanda y su comercio provee el
escenario ideal para la diseminacion internacional de patdgenos resistentes a
antimicrobianos (Bintsis, 2017; Duran & Marshall, 2005). La microbiota del camarén
puede albergar bacterias de relevancia clinica que, mediante el consumo de este
crustaceo, logran alcanzar al ser humano y causar infecciones de dificil tratamiento,
destacando Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae, miembros del género Salmonella
e inclusive grupos patogénicos de Escherichia coli (Bintsis, 2017; Afreen & Ucak,
2021; Barbosa et al., 2016). Particularmente, V. parahaemolyticus causa un cuadro
gastrointestinal que cursa con diarrea, dolor abdominal, fiebre, nauseas y vomitos,
mientras que, en pacientes inmunocomprometidos este cuadro puede complicarse
a septicemia, reportandose tasas de mortalidad hasta del 44% (Martin del Burgo,
2021). Respecto a su transmision, esta se encuentra asociada principalmente al

consumo de mariscos crudos y agua no tratada (Gilmour et al. 2011).
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Actualmente, el ADN de todos los microorganismos presentes en una
comunidad microbiana, incluso aquellos no cultivables bajo condiciones de
laboratorio, se puede extraer y secuenciar directamente sin amplificacion previa
(Kunin et al., 2008; Wooley et al., 2010). La recuperacion y secuenciacion completa
del material genético extraido de los microorganismos provenientes de cualquier
muestra ambiental o entorno se denomina metagenoma, mientras que el analisis de
éste se conoce como metagendmica (Raza & Shahid, 2020). Es mediante la técnica
de metagendmica tipo shotgun que se logra caracterizar de manera mas amplia y
en un solo experimento la diversidad y estructura de la comunidad microbiana en
estudio, asi como el papel funcional de cada miembro que le compone, ya que no
s6lo considera agentes procariontes, sino que también la interaccion global con

virus, hongos y parasitos (Kunin et al., 2008; Wooley et al., 2010).

Estudios metagenomicos internacionales sobre la microbiota de Litopenaeus
vannamei reportaron como filos bacterianos dominantes a Proteobacteria,
Bacteroidetes, Tenericutes, Firmicutes y Actinobacteria en intestino del crustaceo
(Cheng et al.,, 2021). En hepatopancreas se ha reportado que su comunidad
estructural esta dominada por los clados: Vibrionaceae, Entomoplasmatales y
Rhizobiaceae mientras que, en el intestino dominan Vibrionaceae,
Entomoplasmatales, Rhizobiaceae y Mycoplasmataceae (Shan et al., 2024). En otro
estudio, los géneros mas abundantes fueron Candidatus Xiphinematobacter,
Propionigenium, Synechococcus, Shewanella y Cetobacterium (Zeng et al., 2017).
En Sinaloa, en nuestro conocimiento, sélo existe un estudio metagenémico de
camaron en el que secuenciaron las regiones V3 y V4 del gen 16S del ARN
ribosomal, encontrando a Proteobacteria como el filo mas abundante, mientras que,
Cyanobacteria fue mas abundante en intestino (Garcia-Lopez et al., 2020). En
Sinaloa no se ha hecho un estudio empleando metagendmica por shotgun para
conocer la microbiota digestiva del camarén en las condiciones de cultivo. El
objetivo de este proyecto fue conocer la composicion y diversidad taxonomica del
microbioma intestinal y de hepatopancreas de L. vannamei cultivado en una granja
sinaloense, asi como investigar la presencia de microorganismos patégenos de

importancia en salud publica en el microbioma digestivo del camarén.
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V. ANTECEDENTES

4.1. Litopenaeus vannamei
4.1.1. Generalidades

Litopenaeus vannamei es nativo del océano Pacifico, ocupa una extension
territorial que abarca desde las costas de Sonora, México, hasta Tumbes, Per(;
habiéndose introducido en las costas del Golfo de México gracias a la actividad
acuicola (DOF, 2021). L. vannamei fue la especie marina con mayor produccién en
el afio 2020, con un total de 5.8 millones de toneladas en peso vivo, representando
el 51.7% del total entre los crustaceos, y suponiendo ganancias de 24,700 millones
de USD (FAO, 2022).

4.1.2. El consumo del camardn
4.1.2.1. Valor nutricional

La produccion a nivel mundial de L. vannamei tiene que ver con la elevada
demanda que existe de este producto (Lopez et al., 2022). Ademas, ya sea fresca
0 procesada, esta especie de camarédn destaca debido a su valor nutricional, pues
al igual que todos los crustaceos, posee un alto contenido de proteinas y es una
fuente significativa de vitaminas, como la vitamina B12 y la vitamina E; una racion
media de camardn aporta casi la mitad del requerimiento diario de colesterol (LOpez
et al., 2022). Por otro lado, la harina que se produce a base en este crustaceo tiene
una alta actividad antioxidante, por ello su importancia para la promocion de la salud

nutricional de los consumidores (LOpez et al., 2022).
4.1.2.2. El camardn y la gastronomia

Diversas comunidades costeras, como la del noroeste del Pacifico Mexicano,
acostumbran el consumo de mariscos ya sea en presentacion fria (crudos o
curtidos) o caliente (cocidos o empanizados), por lo que el consumo de estos
productos forma parte de la gastronomia tradicional regional y cuyos platillos son
reconocidos nacional e internacionalmente (Grano-Maldonado y Mendieta-Vega,
2019).
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Cada afio millones de turistas provenientes de paises desarrollados tienen
como destino turistico las regiones tropicales y subtropicales de paises en vias de
desarrollo, donde disfrutan de los platillos a base de mariscos (Leyva-Lopez et al.,
2020). Entre estos, destacan todos aquellos que incluyen el camarén como
ingrediente principal, como el ceviche, el aguachile, el coctel de camaroén, los

mariscocos y los camarones empanizados (Leyva-LoOpez et al., 2020; Flores, 2021).

Por otra parte, el camarén crudo o cocido, también se utiliza en diversas
presentaciones tipo sushi, platillo que se ha popularizado en afios recientes en
diversos paises (Morillo, 2021). Sin embargo, dada la elevada preferencia que la
poblacion en general tiene por el consumo de mariscos y camaron, representa un
riesgo para la salud humana ya que la microbiota que estos crustaceos albergan

puede causar sindromes gastrointestinales (Chen et al., 2023).
4.1.3. Enfermedades transmitidas por el camaron

De acuerdo con la OMS, las enfermedades infecciosas son la causa del 90%
de los problemas de salud, afectando a 600 millones de personas en todo el mundo,
y siendo responsables del 32% de las muertes globales, es decir, alrededor de 14
millones de personas (Aguilar, 2022). Ademas, generan pérdidas de 33 millones de
afos de vida saludable y, en el tratamiento de las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETASs), una inversion de 15,000 millones de ddlares anualmente (Aguilar,
2022).

Las enfermedades alimentarias son un gran reto para los sistemas de salud
de todo el mundo. Por ejemplo, en EE. UU. alrededor de 48 millones de personas
sufren de ETAs cada afio debido al consumo de alimentos contaminados con
patdogenos microbianos o con toxinas microbianas, derivandose en 128 mil
hospitalizaciones, 3 mil muertes y 15,600 millones de dolares en pérdidas
econdémicas (Ali et al., 2020). Los patdégenos bacterianos son la causa principal de
un gran numero de enfermedades alimentarias, asi como también de la mayor
cantidad de hospitalizaciones (63.9%) y defunciones (63.7%) (Ali et al., 2020).
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Debido al consumo del camarén, diversos patdgenos causan enfermedades
en el ser humano, y entre estos destacan V. parahaemolyticus y V. cholerae (Bintsis,

2017), asi como las infecciones por Salmonella (Afreen & Ucak, 2021).
4.1.4. Principales grupos bacterianos en la microbiota del camarén
4.1.4.1. Microbiota intestinal de L. vannamei

El 80% de los estudios sobre microbiota de L. vannamei se han realizado en
intestino; la estructura mas estudiada de este crustaceo (Garibay et al., 2020). El
intestino del camarén posee una gran diversidad bacteriana, lo que también puede
tener implicaciones en su desarrollo. En general, las familias bacterianas mas
predominantes en el tracto intestinal de los miembros pertenecientes a la familia

Penaeidae son Mollicutes, Rhodobacteracea y Vibrionaceae (Garibay et al., 2020).
4.1.5. Perspectiva epidemiolégica
4.1.5.1. Caracteristicas de Vibrio spp.

Las bacterias del género Vibrio son bacilos ligeramente curvos, Gram
negativos, exclusivas de entornos marinos y de tolerancia de salinidad variable (Nag
et al., 2020). Estas bacterias tienen preferencia por climas célidos, como las
regiones en donde son endémicas. (Nag et al., 2020). Independientemente de que
sean patdgenas o no, estas bacterias poseen dos cromosomas circulares. De estos,
el primero presenta un mayor nivel de conservacion de genes, con un tamafo
aproximado de 3 Mb, codificando la mayoria de las proteinas esenciales (Nag et al.,
2020). Por otra parte, el segundo cromosoma posee una mayor variabilidad génica
y codifica, principalmente, proteinas accesorias de funcionalidad diversa (Nag et al.,
2020).

En las ultimas décadas, V. parahaemolyticus ha evolucionado desde un
patégeno esporadico, hasta convertirse en un patdgeno endémico. Entre los
factores que han contribuido a este fenbmeno estan la globalizacion, la introduccién
de especies marinas para su produccion y consumo, los cuales son reservorios
principales de esta bacteria, asi como el aumento de la temperatura y el nivel del

mar en diferentes regiones del mundo debido al cambio climatico. Todo esto ha
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favorecido la diseminacion y la emergencia de V. parahaemolyticus en nuevos

entornos, tanto marinos como costeros (Martin del Burgo, 2021).
4.1.5.2. Vibriosis, una enfermedad transmitida por alimentos (ETA)

Los estudios con enfoque en el turismo han determinado que entre los millones
de viajeros con destino a zonas tropicales, como América Latina y Africa,
aproximadamente la mitad de estos desarrollan algun sindrome diarreico debido a
las condiciones en la que alimentos y bebidas son servidos y consumidos (Leyva-
Lépez et al., 2020). En México, los datos epidemioldgicos de pacientes con cuadros
clinicos provocados por el consumo de alimentos son escasos. Sin embargo, los
reportes en los paises de origen de los turistas indican que los casos de infeccion
han ido aumentando, al mismo tiempo que la popularidad de los mencionados
destinos turisticos y el consumo de sus platillos por los turistas (Leyva-Lopez et al.,
2020).

La vibriosis humana se debe en gran medida a malas practicas en la
manipulacion de alimentos, la utilizacion de agua de mar para la coccion propia del
alimento, asi como al consumo de moluscos, crustaceos y pescados crudos o con
coccion insuficiente (Martin del Burgo, 2021). V. parahaemolyticus tiene una dosis
infectiva de 2x10° - 3x107 células bacterianas, y ocasiona un cuadro gastrointestinal
limitado de baja tasa de mortalidad (5%), donde se manifiesta con diarrea, dolor
abdominal, fiebre, nduseas y vémitos, principalmente. En caso de no requerir
hospitalizacion, su tratamiento consiste en rehidratacion. Sin embargo, en pacientes
inmunocomprometidos, este cuadro puede complicarse a septicemia, reportandose

tasas de mortalidad cercanas al 44% (Martin del Burgo, 2021).

4.2. Metodologias para el estudio de los microorganismos de importancia en
Salud Publica

4.2.1. Pruebas moleculares

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular capaz
de amplificar fragmentos de ADN siguiendo una serie de ciclos y patrones de
temperatura para la desnaturalizacion, la hibridacion y la extension de la secuencia
de ADN de interés (Rodriguez et al., 2023).
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Sibien, la PCR es sensible y especifica, y s6lo requiere una baja concentraciéon
de ADN para la posible deteccion del material genético de nuestro microorganismo
de interés (Rodriguez et al., 2023); tiene como desventaja que sélo permite estudiar
un numero limitado de secuencias génicas por corrida (Cortés-Lopez et al., 2020).
Ademds, se ha destacado que en muestras alimentarias, clinicas y ambientales
existen compuestos que son inherentemente acarreadas durante el proceso de
obtencion de muestra o durante la extraccion de acidos nucleicos que pueden inhibir
la reaccion de PCR, y conducir a una subestimacion en la carga bacteriana y en

falsos negativos (Palomino-Camargo & Gonzalez-Mufioz, 2014).
4.2.2. Secuenciacion masiva

Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) estan
disefladas para secuenciar una gran cantidad de segmentos de ADN paralelamente.
Inicialmente, se emplearon para detectar variantes de un Unico nucledétido, pero han
seguido desarrollandose e implementandose para prevenir, diagnosticar, tratar y
vigilar un amplio espectro de enfermedades cronicas, genéticas, e infecciosas
(Rubio et al., 2019). Los estudios de secuenciacion masiva ofrecen secuencias de
alta calidad con una longitud que varia de 500 a 1000 pb, suficiente para un analisis

de marcadores filogenéticos (Cortés-Lopez et al., 2020).

La metagendmica consiste en el estudio de todos los genomas presentes en
una comunidad microbiana, y se utiliza para estudiar los microorganismos que
conforman el microbioma de seres vivos de interés (Hurtado, 2022) de acuerdo con
el enfoque de la investigacidn. Los estudios metagendmicos son posibles gracias al
desarrollo de técnicas de secuenciacion masiva y al avance de las plataformas

bioinforméticas (Hurtado, 2022).

Para una mayor resolucién a nivel taxonomico, existe la opcion de Whole
Genome Shotgun Sequencing (WGSS), permitiendo la secuenciacién de la totalidad
del ADN en una muestra compleja; no soélo permite la identificacion de procariotas,
sino también de eucariotas, sin necesidad de un paso previo de amplificacion; la
informacion taxondmica obtenida por el método shotgun proporciona informacion

hasta el nivel de especies (Cortés-Lopez et al., 2020). En cuanto a desventajas,
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estos analisis son costosos y su analisis computacional es intensivo (Rezasoltani,
2020).

4.3. Antecedentes

La investigacion realizada por Cheng et al. (2021) en China determiné que los
grupos bacterianos dominantes en los intestinos del camardn blanco pertenecen a
los filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Tenericutes, Firmicutes y Actinobacteria.
Entre las muestras de una regién a otra, estos autores reportaron variaciones en la
microbiota intestinal de L. vannamei, pero en general determinaron que ésta posee
gran relevancia en el metabolismo y procesamiento de informacion genética, tanto

del organismo como de su entorno (Cheng et al., 2021).

En otro estudio, He et al. (2020) encontraron una estrecha correlacion entre la
microbiota intestinal y la microbiota ambiental, tanto en funcion como en estructura.
El filo predominante resulté Proteobacteria contribuyendo significativamente a la

comunicacién dentro de la microbiota (He et al. 2020).

En un estudio de Corea del sur se identificd el microbioma y resistoma en
muestras ambientales de granjas camaroneras y aguas costeras. Se encontraron
22 genes de resistencia contra varios compuestos, incluyendo antimicrobianos,
metales y biocidas (Seong et al., 2021). Entre los genomas ensamblados a partir de
los metagenomas recuperados (MAGs), los filos mas abundantes fueron

Proteobacteria, Bacteroidota y Actinobacteriota (Seong et al., 2021).

En un estudio realizado por Shan et al. (2024) se analizaron los datos de
secuenciacion del microbioma de mas de 378 camarones y reportaron que la
comunidad estructural de hepatopancreas estaba dominada por tres taxones:
Vibrionaceae, Entomoplasmatales y Rhizobiaceae. Por otra parte, el intestino
demostré mayor diversidad, y dominaban Vibronaceae, Entomoplasmatales,

Rhizobiaceae y Mycoplasmataceae (Shan et al., 2024).

En Sinaloa, muestras de camarén analizadas por Garcia-Lépez et al. (2020)
encontraron que el filo de abundancia general es Proteobacteria. Cyanobacteria
resulto el filo predominante en intestino, mientras que Firmicutes y Actinobacteria
eran los mas prevalentes en muestras de hepatopancreas. Asimismo, hubo una
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abundancia significativa del género Vibrio en intestino, asi como de Acinetobacter y

Pseudomonas en hepatopancreas (Garcia-Lopez et al., 2020).

La estructura y diversidad de la microbiota del camaron que la poblacion
sinaloense consume es desconocida. Dada la importancia que tiene este producto
en la transmisién de ETAs en nuestro pais y a nivel internacional, se requieren
estudios metagendmicos que nos permitan generar informacion sobre la microbiota
intestinal y del hepatopancreas de L. vannamei, asi como describir el papel que
desempeiia la microbiota digestiva como reservorio potencial de agentes
infecciosos de relevancia en salud publica, adicionales a los miembros

pertenecientes al género Vibrio.
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V. JUSTIFICACION

El camardn blanco (L. vannamei) se consume ampliamente alrededor del
mundo. Sin embargo, dependiendo de su manipulacion y preparacion, el consumo
de este crustaceo puede representar un riesgo hacia la salud humana al transmitir
enfermedades alimentarias infecciosas, convirtiéndolo en un tema de salud publica.
Entre las principales preocupaciones de dicha problematica, destaca la presencia
de V. parahaemolyticus, agente causal de sindromes diarreicos leves hasta
infecciones severas que ponen en riesgo la vida del ser humano. Por otra parte, en
camarones, esta bacteria causa mortalidad en masa y se ha evidenciado el
surgimiento de multirresistencia a antibiéticos en V. parahaemolyticus debido al uso
inadecuado de estos farmacos tanto en sectores productivos como en al ambito de
la salud humana. El surgimiento de la multirresistencia a antibidticos dificulta el

tratamiento efectivo de los cuadros clinicos atribuidos a V. parahaemolyticus.

A pesar de la importancia de las ETAs en salud publica, los estudios
metagenodmicos en camardn, para conocer la naturaleza de la microbiota que
albergan los camarones producidos y consumidos en Sinaloa, son escasos.
Estudios de secuenciacion por shotgun permitiran conocer la presencia de
microorganismos causantes de ETAs en el ser humano, ademas de posibilitar la
identificacidbn de bacterias resistentes a antibidticos, y la estimacion de la
abundancia de patdégenos, permitiendo evaluar posibles riesgos para los

consumidores, especialmente para individuos inmunocomprometidos.
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VI. HIPOTESIS

La clase Gammaproteobacteria es la mas abundante en la microbiota del
intestino y hepatopancreas del camaron blanco (Litopenaeus vannamei), cultivado

en una granja acuicola Sinaloense.
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VIl. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Conocer la diversidad taxondmica de la microbiota intestinal y de
hepatopancreas de camarones blancos (Litopenaeus vannamei) cultivados en una

granja acuicola en el Noroeste de México.

7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Estudiar la diversidad taxondmica de la microbiota intestinal de los

camarones blancos bajo estudio.

7.2.2. Estudiar la diversidad taxondmica de la microbiota del hepatopancreas

de los camarones blancos bajo estudio.

7.2.3. Investigar la presencia de agentes patdégenos en la microbiota intestinal

y del hepatopéncreas de los camarones blancos bajo estudio.
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VIll. MATERIALES Y METODOS

8.1. Coleccion de las muestras de camarén

Se realizaron tres muestreos de camaron (Litopenaeus vannamei) durante los
meses de agosto, septiembre y diciembre del 2023, en una granja acuicola ubicada
en el municipio de Navolato, Sinaloa (coordenadas: 24.646482, -107.901310). Se
realizaron tres muestreos: en los primeros dos, se recolectaron cinco ejemplares de
camaron por cada sitio de muestreo (seis sitios de muestreo), obteniendo 30
camarones por muestreo. En el tercero, se recolectaron cinco camarones por sitio
de muestreo (dos sitios), obteniendo un total de 10 camarones en este muestreo.
En total, se recolectaron 70 ejemplares juveniles (30 del primer muestreo, 30 del

segundo, y 10 del tercero).

Para la recoleccion, se usaron frascos de plastico previamente esterilizados, y
a los que, en condiciones asépticas, se les agregaron 300 mL de etanol al 96%, con
el objetivo de preservar el material hasta su procesamiento (Figura 1). Tras la
coleccion, las muestras fueron transportadas, dentro de una hielera que contenia
bolsas de gel refrigerante congelado, hacia la Unidad de Investigaciones en Salud
Publica “Dra. Kaethe Willms” de la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas de la
Universidad Autbnoma de Sinaloa, para su posterior procesamiento, de acuerdo con

la metodologia descrita por Cisneros & Feijo6 (2020).
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Colecta de muestra: Puntos de muestreo

poe "7 QOO o cmmn

D XD o= interior
gog =30 IN BHBBBH ooo : n::::::deentrala
2° muestreo HP HBHBBB Aimacenamiento de ; 1S € &

y 3 Enc/
- x5 punto de
muestreo

Tubos Falcon:
999-30| IN FTITF
+ 1tubo por cada punto de muestreo.
3° muestreo « Contienen los HP (Hepatopancreas) o IN (Intestinos)
HP BB e, miximo, 5 camarones.
- X5 &F[w + Se cuenta con un total de 28 tubos Falcon, con

organos e camaron fijados con etanol al 96%.

o=0 N [

Figura 1. Resumen de muestreos y preparacion de tubos Falcon con pools. Se

prepararon 2 tubos Falcon por sitio de muestreo (uno para cinco hepatopancreas, y

el otro para cinco intestinos).
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8.2. Extraccion de intestino y hepatopancreas de camarén

Después de cada muestreo, se extrajeron inmediatamente el intestino y
hepatopéncreas de los camarones de forma aséptica, empleando pinzas y palillos
de bambu estériles (Cheng et al., 2021) (Figura 2). Los érganos una vez extraidos,
se almacenaron individualmente en tubos Eppendorf, los cuales contenian 1 mL de
Etanol (96%). Posteriormente, para cada muestreo (1, 2 y 3) se prepararon pools
en tubos Falcon (con 5 mL de etanol al 96%), por sitio de muestreo (1-6, en el primer
y segundo muestreo; 1y 2, en el tercer muestreo) y tipo de érgano (hepatopancreas

e intestino), de acuerdo con la figura 1.
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Figura 2. Extraccion de hepatopancreas e intestinos de camarén. A) Camaron
completo, extraido del frasco de etanol (96%) en el cual se transportd desde la
granja, hasta el laboratorio; B) Extraccion de hepatopancreas, ubicado dentro del
cefalotérax; C) Extraccion del intestino, expuesto tras separar el cefalotérax del
abdomen; D) Almacenamiento del intestino en el tubo Eppendorf que contenia

etanol (96%), cerca del mechero para evitar contaminacion.
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8.3. Extraccion de ADN a partir de intestino y hepatopancreas de camaron

Para la extraccion del ADN del intestino y hepatopancreas de camaron se

siguié el método CTAB (Angthong et al., 2020) realizado en el laboratorio de

Gendmica Microbiana del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo

(CIAD), Unidad Mazatlan, Sinaloa. El procedimiento fue el siguiente:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

A partir de los pools, se pes6 1 g de estos, y se colocé en tubos
Eppendorf estériles de 1.5 mL.

Se agregaron 480 puL de EDTA 0.5 My 120 uL de lisozima, y se incub6
a 37 °C por 30 min. Posteriormente, se centrifugd por 2 min a 15,000
RPM, una vez realizado lo anterior, se desecho el sobrenadante.

Se agregaron 350 pL de buffer CTAB a cada tubo, después se
agregaron 20 pL de proteinasa K (20 mg/mL) y se agitaron brevemente.
Se colocaron tubos en termoblock a 55 °C, hasta que el tejido estuviera
lo suficientemente digerido.

Se agregaron 300 pL de LiCl 5M, 5 uL de RNAsa y se agitaron los tubos
por 1 min; posteriormente, se afiadieron 600 pL de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1) y, nuevamente, se agitaron brevemente.

Se agitd la mezcla durante 30 min a temperatura ambiente v,
posteriormente, se centrifugd a 13,000 RPM durante 15 min a
temperatura ambiente.

Se extrajeron 500 pL de la fase acuosa (parte superior) del centrifugado
y, después, se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf estéril de 1.5 mL.
Se afadieron 50 pL de acetato de sodio 3M, pH 5.2 y 1 mL de etanol
100%, frio; después, se agitdé brevemente y se colocé a -20 °C por 1
hora, aproximadamente.

Después, se centrifugaron durante 20 min a 13,000 RPM a 4 °C, y se
retird el sobrenadante cuidadosamente, para evitar la pérdida del ADN

sedimentado.

10) Se agregaron 750 uL de etanol al 70%, y se agit6 por 15 min a

temperatura ambiente; posteriormente, se centrifugd a maxima
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velocidad (14,000 RPM) durante 5 min a temperatura ambiente, y se
retird el sobrenadante por decantacion.

11) Se dejo secar pellet de ADN en campana de flujo laminar y, una vez
seco, se afiadio 20 pL de agua de 18 Q estéril para la resuspension del
pellet. Después de ello, se guardd a 8 °C y se dej6 reposar por toda la
noche.

8.4. Determinacion de la pureza, concentracion e integridad del ADN

La concentracion y pureza del material genético se determiné por medio del
espectrofotometro DeNovix DS-11 (Hossain et al., 2021). La integridad se evalud
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, usando el marcador de peso
molecular “Thermo GeneRulerTM 100 bp DNA”. Posteriormente, se observé en un

transiluminador de luz UV (Garcia Lopez et al., 2020).
8.5. Preparacion de la muestra para secuenciacion
8.5.1. Tagmentacion gendmica de la muestray limpieza post tagmentacion

La tagmentacion es una reaccion que ocurre por medio de transposomas, los
cuales combinan el marcaje y fragmentacion del ADN en una reaccion Unica y rapida
(Mlumina, 2021).

El procedimiento realizado fue el siguiente: Se afiadieron 5 pL de la muestra a
los pocillos en una placa de PCR. Después se les agregaron 25 pL de agua libre de
nucleasas (NFW). Posteriormente, para la preparacion de la “Tagmentation Master
Mix” (TMM), se aplic6 vortex al BLT (Bead Linked Transposomes) hasta
resuspenderlo, y se mezclaron 11 uL de BLT con 11 pyL del “Tagment Buffer 1” (TB1)
para obtener la TMM, la cual se resuspendid por vortex, y se afiadio a los pocillos
con muestra. Finalmente, se resuspendieron las muestras por pipeteo y se
colocaron en el termociclador (SimpliAmp Thermal Cycler) con el programa de
tagmentacion (TAG) (lllumina 2021).

Posteriormente, se afiadieron 10 puL de TSB a la placa de PCR de las muestras
para detener la tagmentacion. Se pipeted lentamente cada pocillo para resuspender
las perlas; enseguida, se trasladaron las muestras al termociclador (SimpliAmp
Thermal Cycler) programado y se corridé el programa PTC (“Post Tagmentation
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Cleanup”). Después, se colocé la placa sobre soportes magnéticos hasta que el
liguido quedo transparente y, se removio y descartd el sobrenadante con pipeta

multicanal, y luego se realizé el lavado doble (lllumina, 2021).

Tras el lavado, se removié la placa del soporte magnético y se pipeted
lentamente, se agregaron 100 pL de TWB (“Tagment Wash Buffer”) directamente
sobre las perlas, las cuales se resuspendieron por pipeteo. Finalmente, se sell6 la
placa y se colocé sobre el soporte magnético hasta que el liquido quedd
nuevamente transparente (“Nextera XT DNA Library Preparation Kit”, 2021).

8.5.2. Amplificacion del ADN tagmentado

El ADN tagmentado fue amplificado usando un programa de PCR con ciclo
limitado, el cual liga los adaptadores correspondientes al indice 1 (i7) y 2 (i5),
ademds de las secuencias requeridas para generar los grupos de secuenciacion
(Mlumina, 2021).

Para ello, se mezclaron 616 yL de EPM (“Enhanced PCR Mix”) y 616 yL de
NFW para la preparacion de la “PCR Master Mix” (PMM), a la cual se le aplicé voértex
y se centrifugé a 280 g por 10 segundos. Después, se coloco la placa sobre el
soporte magnético y se utilizé una pipeta multicanal para remover y descartar el
sobrenadante del liquido. Posteriormente, se retir6 la placa del soporte mencionado,
y se afiadieron 40 uL de PMM directamente sobre las perlas, luego se pipetearon
hasta que estas esferas se resuspendieran por completo. Tras esto, se sell6 la placa
de muestras y se centrifugé a 280 g por 3 segundos, y se afiadieron los adaptadores

indice correspondientes a cada muestra (lllumina, 2021).

Finalmente, las muestras se mezclaron por pipeteo y se sellé la placa con sello
adhesivo “microseal B” para centrifugar a 280 g por 30 segundos, y posteriormente
se colocaron en termociclador (SimpliAmp Thermal Cycler) preprogramado para

correr el programa PTC (lllumina, 2021).
8.5.3. Limpieza de las bibliotecas

Esta etapa consistio en usar perlas de doble cara para purificar las bibliotecas

amplificadas. Para ello se centrifug6 a 280 g por 1 minuto, y se recogi6 el contenido
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del fondo del pozo, ademas, se colocd la placa de PCR encima del soporte
magnético hasta que se aclaré la solucion. Posteriormente, se transfirio 45 pL del
sobrenadante de los pocillos a los pocillos de una nueva placa MIDI (“Microbial
Identification”) (lllumina, 2021).

Se agrego el ADN estandar y se realizaron los siguientes pasos: se afiadieron
40 pL de NFW a cada pocillo con sobrenadante, se les agregé IPB (“lllumina
Purification Beads”) a cada pocillo con sobrenadante, y se mezclé por pipeteo (10
veces) antes de sellar la placa e incubarla a temperatura ambiente por 5 minutos.
Después, se coloco sobre el soporte magnético hasta que estuviera limpio el liquido
y luego se agregaron 15 pL de IPB a cada pocillo de una nueva placa MIDI, a la cual
se le afadieron 125 pL de sobrenadante, desde la primera placa, al pocillo

correspondiente de la nueva placa MIDI (lllumina, 2021).

La nueva placa MIDI fue sellada a temperatura ambiente por 5 minutos, y luego
se coloco sobre el soporte magnético hasta que el liquido estuviera transparente;
después, sin alterar las perlas, se retir0 y desecho el sobrenadante; entonces, se
lavé la placa MIDI por duplicado, tras colocarla en el soporte magnético se le agreg6
200 pL de etanol fresco al 80% sin mezclar, y se incub6 por 30 segundos, evitando
alterar las perlas al remover y desechar el sobrenadante; posteriormente, con una
pipeta de 20 pL se deseché el sobrenadante y se dejo secar al aire la placa, por 5
minutos sobre el soporte magnético, y una vez removido de dicho soporte, se le
afiadieron 32 pL de RSB (“Resuspension Buffer”) a las perlas, y se resuspendieron
mediante pipeteo Finalmente, se incubaron las muestras a temperatura ambiente
por 2 min, se coloco la placa sobre el soporte magnético hasta que se limpiara el
liquido, y se transfirieron 30 pL de sobrenadante a una nueva placa de PCR de 96
pocillos (lllumina, 2021).

8.5.4. Bibliotecas de pools

Para lograr la densidad éptima de cluster, de acuerdo con el kit de lllumina
(“Nextera XT DNA Library Preparation Kit”), se agruparon los volumenes de librerias
iguales y se cuantificé el grupo antes de secuenciar. Se realizé de la siguiente forma:

se combinaron 5 pL de cada genoteca en un tubo de microcentrifuga de 1.7 mL y
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se centrifugaron después de mezclarles por vortex. Después, se cuantifico la libreria
del pool por medio del método de tincion fluorescente de dsDNA, utilizando el

fluorometro Qubit 2.0.
8.6. Secuenciacién masiva

Este proceso se llevé a cabo en el equipo MiniSeq de la plataforma Illlumina,
utilizando el kit “Nextera XT DNA Library Preparation Kit”, con un tipo de lectura

paired-end y un formato de 2x150 pb.
8.7. Analisis bioinformatico
8.7.1. Analisis general de las secuencias

La limpieza y ensamble de las secuencias se realizd dentro de la maquina
virtual (Oracle VM VirtualBox v7.0.) (Oracle, 2023), con la cual se corrio MGlinux18,
con Ubuntu (64-bit) como sistema operativo. Las secuencias se convirtieron al
formato fastqc.html mediante el software FastQC (v0.12.1) (Andrés, 2023),
obteniendo un archivo por muestra. Posteriormente, se utilizé el software MultiQC
(v1.17) (Ewels, 2023) para hacer un analisis de calidad de los resultados de la
secuenciacion obteniéndose un resumen general de las métricas del proceso de
secuenciacion, tales como: estadisticas béasicas, calidad de secuencia por base,
calidad de secuencia por subregiones, calidad de secuencia, contenido de
secuencia de GC, contenido de N por base, distribucidon de longitudes de secuencia,

secuencias sobrerrepresentadas y contenido de adaptadores.
8.7.2. Clasificacion taxondmica

Para clasificar taxon6micamente las secuencias presentes en los
metagenomas, se compararon éstas contra genomas conocidos. Para ello se utilizé
el programa Kraken2 (Wood et al., 2022); un sistema que determina la similitud de
las secuencias con la base de datos que éste posee, de acuerdo con la frecuencia
de kmeros de las secuencias. Se emplearon las secuencias obtenidas previamente,
habiéndolas transformado a formato “.fasta” tras su limpieza y, posteriormente, se

obtuvieron los OTUs (“Operational Taxonomic Units”) en un archivo de texto (.txt),
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para finalmente organizarlos en una tabla de Excel, facilitando la manipulacién de

los datos.
8.7.3. Diversidad taxondmica

Para el estudio de diversidad taxondmica, se utilizaron 2 software ampliamente
utilizados para analisis estadisticos: PAST (“PAleontological STatistics”) (v.4.03) el
cual se emplea para andlisis estadisticos univariados y multivariados, ajuste de
curvas, series temporales, representaciones graficas y andlisis filogenético simple,
lo cual lo vuelve un programa bastante util para estudios paleontolégicos y
ecolégicos (Hammer et al., 2001); y STAMP (“Statistical Analysis of Metagenomic
Profiles”) (v2.0.6), un software que permite un facil analisis estadistico de datos,
especialmente los organizados en secuencias temporales, ademas de proveer
graficas y la posibilidad de comprobar hipétesis por medio de la evaluacion de la

significancia de patrones en los datos (Parks & Beiko, 2010).
En PAST se realizaron analisis multivariados, como:

e PCA (“Principal Component Analysis”), para simplificar la base de datos,
eligiendo un menor numero de predictores y pronosticar una variable
objetivo.

¢ PERMANOVA (“PERmutational Multivariate ANalysis Of VAriance”), un
analisis de varianza multivariado permutacional, para determinar la
significancia estadistica de los grupos mediante el andlisis de
conglomerados.

e ANOSIM (“ANalysis Of SIMilarities”) para determinar la significancia
estadistica de los grupos mediante el analisis de conglomerados.

e SIMPER (“SIMilarity PERcentages”) para el desglose de la contribucion
de cada variable de interés a la similitud (o disimilitud) observada entre

las muestras.

En STAMP, también se ingresé la tabla de metadatos con las 10 clases
principales (segun la proporcion representada en el total de este nivel taxondmico),

y de esta forma se generaron diagramas de caja (box plot).
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IX. RESULTADOS

9.1. Secuenciacion

Tras la secuenciacion, se obtuvieron 56 archivos pareados en formato fastq.gz
de los pools de las muestras, debido a que son dos secuencias de la misma
molécula (de forma bidireccional, es decir, 5 a 3’, y viceversa). Estos fueron
descargados desde la plataforma de Base Space Sequence Hub de Illumina, ya que
fueron cargados por medio de la aplicacién de FASTQ Generation (v1.0.0) (lllumina,
2016). Tras limpiar las secuencias, de acuerdo con lo descrito en la metodologia,

se realiz6 el analisis bioinformatico.
9.2. Clasificacién taxonémica

Posterior al analisis con Kraken2, y después de acomodar esta informacion en
Excel, se obtuvo una tabla con los OTUs de las muestras. Entre el total de muestras,
se obtuvo lo siguiente: 64 phylum, 134 clases, 623 familias, 2207 géneros, y 8924

especies.
9.3. Diversidad taxondmica en la microbiota del camarén

Tras analizar la tabla de OTUs, se comparé la abundancia de los
microorganismos presentes a diferentes niveles taxonémicos, seleccionando a los
mas abundantes, aquellos que ocuparan el mayor porcentaje, es decir, al menos un
60% del total, de acuerdo con lo reportado en la literatura; los niveles taxonémicos
estudiados fueron: Filo (90.98%), Clase (75.54%), Familia (61.63%), Género
(62.11%), y Especie (61.66%).

9.3.1. Diversidad taxondmica segun el Filo

En la tabla de OTUs se disponia de mas de 60 filos, de los cuales se
seleccionaron los 10 mas abundantes (Fungi, Pseudomonadota, Bacillota,
Apicomplexa, Bacteroidota, Cyanobacteriota, Euglenozoa, Actinomycetota, Evosea
y Orthornavirae), que ocuparon mas del 90% del total de las OTUs disponibles
(Figura 3). Con estos mismos OTUs se grafic6 la abundancia, tanto en

hepatopancreas (Figura 4) como en intestino (Figura 5).
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Principales grupos taxonomicos a nivel Phylum
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Figura 3. Clasificacion Taxonémica (Phylum). Aporte de las OTUs mas
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Principales grupos taxonémicos en hepatopancreas a nivel
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Figura 4. Clasificacién Taxondmica (Phylum) en hepatopancreas. Aporte de las
OTUs mas abundantes a nivel de Phylum en las muestras de hepatopancreas

analizadas.
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Principales grupos taxondmicos en intestinos a nivel
Phylum
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Figura 5. Clasificacion Taxonémica (Phylum) en intestinos. Aporte de las OTUs

mas abundantes a nivel de Phylum en las muestras de intestinos analizadas.
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9.3.2. Diversidad taxonomica segun la Clase

Se seleccionaron las 10 Clases mas abundantes entre las OTUs obtenidas,
las cuales abarcaban mas del 70% del total, éstas fueron Ascomycota,
Gammaproteobacteria, Aconoidasida, Alphaproteobacteria, Bacilli, Cyanophyceae,
Clostridia, Kinetoplastea, Actinomycetes y Flavobacteriia (Figura 6). Con estos
mismos OTUs se graficé la abundancia, tanto en hepatopancreas (Figura 7), como

en intestino (Figura 8).
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Principales grupos taxondmicos a nivel Clase
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Figura 6. Clasificacion Taxonomica (Clase). Aporte de las OTUs mas abundantes
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Principales grupos taxonomicos en hepatopancreas a nivel

Clase
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Figura 7. Clasificacion Taxondmica (Clase) en hepatopancreas. Aporte de las
OTUs mas abundantes a nivel de Clase en las muestras de hepatopancreas
analizadas.
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Principales grupos taxondmicos en intestino a nivel
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Figura 8. Clasificacion Taxondmica (Clase) en intestinos. Aporte de las OTUs

mas abundantes a nivel de Clase en las muestras de intestinos analizadas.
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9.3.3. Diversidad taxonGmica segun la Familia

A nivel de Familia, se seleccionaron las principales 20 OTUs, y entre éstas
destacaron Saccharomycetales, Plasmodiidae, Bartonellaceae, Trypanosomatidae,
Dictyosteliaceae, Vibrionaceae, Hypocreales, Flavobacteriaceae, Clostridiaceae,
Bacillaceae, etc (Figura 9). Con estos mismos OTUs se graficd la abundancia en

hepatopancreas (Figura 10) e intestino (Figura 11).
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Principales grupos taxondmicos a nivel Familia
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Figura 9. Clasificacion Taxondmica (Familia). Aporte de las OTUs mas
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abundantes a nivel de Familia en intestino y hepatopancreas.
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Principales grupos taxondmicos en hepatopancreas a nivel
Familia
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Figura 10. Clasificacién Taxonémica (Familia) en hepatopancreas. Aporte de
las OTUs méas abundantes a nivel de Familia en las muestras de hepatopancreas

analizadas.
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Principales grupos taxonomicos en intestino a nivel Familia
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Figura 11. Clasificacion Taxondmica (Familia) en intestinos. Aporte de las OTUs

mas abundantes a nivel de Familia en las muestras de intestinos analizadas.
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9.3.4. Diversidad taxonomica segun el Género

Al evaluar a nivel de Género, los 40 géneros mas abundantes fueron
Plasmodium, Saccharomycetaceae, Bartonella, Dictyostelium, Leishmania,
Debaryomycetaceae, Streptomyces, Clostridium, Vibrio, Moorena, etc (Figura 12).
Con estos mismos OTUs se grafico la abundancia, tanto en hepatopancreas (Figura

13), como en intestino (Figura 14).
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Principales grupos taxonémicos en hepatopancreas a nivel
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Principales grupos taxondémicos en intestino a nivel Género
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Figura 14. Clasificacion Taxondmica (Género) en intestinos. Aporte de las OTUs
mas abundantes a nivel de Género en las muestras de intestinos analizadas.
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9.3.5. Diversidad taxonOmica segun la Especie

Finalmente, al analizar las 120 especies mas abundantes, las que
sobresalieron fueron: Bartonella krasnovii, Saccharomyces spp., Dictyostelium
discoideum, Moorena producens, Candida spp., Fusarium spp., Pyricularia,
Plasmodium malariae, Trypanosoma brucei, Aspergilus spp., etc (Figuras 15). Con
estos mismos OTUs se grafico la abundancia, tanto en hepatopancreas (Figura 16),

como en intestino (Figura 17).
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cipales grupos taxonémicos a nivel Especie
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Figura 17. Clasificacién Taxondmica (Especie) en intestinos. Aporte de las OTUs mas abundantes a nivel de Especie

en las muestras de intestinos analizadas.
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9.4. Anédlisis multivariados
9.4.1. Anélisis de Componentes Principales (PCA) a nivel de Phylum

En PAST (Hammer et al., 2001), se analizaron las OTUs mas abundantes de
este grupo taxonémico (un total de 10) en las 28 muestras. Para ello, se empled el
analisis multivariado conocido como CABFAC, el cual dividié cada Phylum en cuatro
factores, y entre estos se consideraron significativos aquellos que presentaron
valores de 0.7 — 0.9, y se descartaron a aquellos que obtuvieron valores < 0.6 (tres
muestras). Posteriormente, se realiz6 un Analisis de Componentes Principales
(PCA, por sus siglas en inglés) a las muestras con valores significativos del paso
anterior (25 muestras), y del apartado de “Loadings” de este analisis, fueron

seleccionadas aquellos OTUs que presentaron valores significativos (0.7 — 0.9).

Los OTUs significativos fueron cinco: Fungi, Pseudomonadota, Bacteroidota,
Actinomycetota y Evosea. Al emplear los datos de estos OTUs en las 28 muestras,
se realiz6 otro PCA (loadings), por el cual se determinaron los Componentes
Principales (PC, por sus siglas en inglés), y se graficaron por scatterplot aquellos
componentes cuya suma abarcaran el 90% del total (Fungi y Pseudomonadota)
(Cuadro 1; Figura 18).
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Cuadro 1. Resumen del andlisis multivariado PCA a nivel Phylum.

PC Eigenvalue|% variance

Fungi 6.84E+06 |87.559

Pseudomonadota [853899 10.933

Actinomycetota [68272.6 0.87415

Bacteroidota 36533.9 0.46777

Evosea 12961.6 0.16596
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9.4.2. Anédlisis de Componentes Principales (PCA) a nivel de Clase

Al igual que en el caso anterior, se analizaron las OTUs méas abundantes de
este grupo taxonémico (un total de 10) en las 28 muestras. Para ello, se empleé el
analisis multivariado conocido como CABFAC, el cual dividié cada Clase en cuatro
factores, y entre estos se consideraron significativos aquellos que presentaron
valores de 0.7 — 0.9, y se descartaron a aquellos que obtuvieron valores < 0.6 (tres
muestras). Posteriormente, se realizé un Analisis de Componentes Principales a las
muestras con valores significativos del paso anterior (25 muestras), y del apartado
de “Loadings” de este analisis, fueron seleccionadas aquellos OTUs que

presentaron valores significativos (0.7 — 0.9).

Los OTUs significativos fueron cuatro: Ascomycota, Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria y Flavobacteriia. Al emplear los datos de estos OTUs en las 28
muestras, se realiz6 otro PCA (loadings), por el cual se determinaron los
Componentes Principales, y se graficaron por scatterplot aquellos componentes
cuya suma abarcaran el 90% del total (Ascomycota y Alphaproteobacteria) (Cuadro
2; Figura 19).
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Cuadro 2. Resumen del anélisis multivariado PCA a nivel Clase.

PC Eigenvalue | % variance
Ascomycota 4.81E+06 87.311
Alphaproteobacteria  |474253 8.6162
Gammaproteobacteria (194207 3.5283
Flavobacteria 29950.2 0.54413
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9.4.3. Andlisis de Componentes Principales (PCA) a nivel de Familia

Al igual que en los grupos taxondmicos anteriores, se analizaron las OTUs
mas abundantes de este grupo taxonémico (un total de 20) en las 28 muestras
conseguidas. Para ello, se empled el andlisis multivariado conocido como CABFAC,
el cual dividi6 cada Familia en cuatro factores, y entre estos se consideraron
significativos aquellos que presentaron valores de 0.7 — 0.9, y se descartaron a
aquellos que obtuvieron valores < 0.6 (cuatro muestras). Posteriormente, se realizé
un Analisis de Componentes Principales a las muestras con valores significativos
del paso anterior (24 muestras), y del apartado de “Loadings” de este analisis,
fueron seleccionadas aquellos OTUs que presentaron valores significativos (0.7 —
0.9).

Los OTUs significativos fueron ocho: Saccharomycetaceae, Bartonellaceae,
Dictyosteliaceae,  Vibrionaceae, Streptomycetaceae, Enterobacteriaceae,
Synechococcaceae y Prevotellaceae. Al emplear los datos de estos OTUs en las 28
muestras, se realizd otro PCA (loadings), por el cual se determinaron los
Componentes Principales, y se graficaron por scatterplot aquellos componentes
cuya suma abarcaran el 90% del total (Saccharomycetales y Bartonellaceae)
(Cuadro 3; Figura 20).
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Cuadro 3. Resumen del anélisis multivariado PCA a nivel Familia.

PC Eigenvalue | % variance
Saccharomycetaceae [2.50E+06 75.558
Bartonellaceae 451705 13.661
Vibrionaceae 218053 6.5948
Synechococcaceae 85132.5 2.5747
Streptomycetaceae 33034.9 0.99911
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9.4.4. Andlisis de Componentes Principales (PCA) a nivel de Género

Se analizaron las OTUs mas abundantes de este grupo taxonomico (un total
de 40) en las 28 muestras conseguidas. Para ello, se empled el andlisis multivariado
conocido como CABFAC, el cual dividi6 cada Género en cuatro factores, y entre
estos se consideraron significativos aquellos que presentaron valores de 0.7 — 0.9,
y se descartaron a aquellos que obtuvieron valores < 0.6 (seis muestras).
Posteriormente, se realizé un Analisis de Componentes Principales a las muestras
con valores significativos del paso anterior (22 muestras), y del apartado de
“Loadings” de este analisis, fueron seleccionadas aquellos OTUs que presentaron

valores significativos (0.7 — 0.9).

Los OTUs significativos fueron seis: Saccharomyces, Bartonella,
Synechococcus, Betacoronavirus, Klebsiella y Gimesia. Al emplear los datos de
estos OTUs en las 28 muestras, se realizé otro PCA (loadings), por el cual se
determinaron los Componentes Principales, y se graficaron por scatterplot aquellos
componentes cuya suma abarcaran el 90% del total (Saccharomyces, Bartonella y

Betacoronavirus) (Cuadro 4; Figura 21).
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Cuadro 4. Resumen del anélisis multivariado PCA a nivel Género.

PC Eigenvalue|% variance
Saccharomyces 1.64E+06 |72.71
Bartonella 415147 18.442
Betacoronavirus 111378 4.9478
Synechococcus 76236.7 3.3867
Gimesia 7945.47 0.35297
Klebsiella 3602.29 0.16003
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9.4.5. Andlisis de Componentes Principales (PCA) a nivel de Especie

Se analizaron las OTUs mas abundantes de este grupo taxonémico (un total
de 120) en las 28 muestras conseguidas. Para ello, se empleé el analisis
multivariado conocido como CABFAC, el cual dividi6 cada Especie en cuatro
factores, y entre estos se consideraron significativos aquellos que presentaron
valores de 0.7 — 0.9, y se descartaron a aquellos que obtuvieron valores < 0.6 (tres
muestras). Posteriormente, se realizé un Analisis de Componentes Principales a las
muestras con valores significativos del paso anterior (25 muestras), y del apartado
de “Loadings” de este analisis, fueron seleccionadas aquellos OTUs que

presentaron valores significativos (0.7 — 0.9).

Los OTUs significativos fueron nueve: Bartonella krasnovii, Saccharomyces
spp., Betacoronavirus, Streptomyces sp. ICC1, Photobacterium damselae,
Klebsiella pneumoniae, Vibrio harveyi, Streptomyces armeniacus y Phocaeicola
dorei. Al emplear los datos de estos OTUs en las 28 muestras, se realizo otro PCA
(loadings), por el cual se determinaron los Componentes Principales, y se graficaron
por scatterplot aquellos componentes cuya suma abarcaran el 90% del total
(Saccharomyces spp., Bartonella krasnovii, Betacoronavirus, Photobacterium

damselae) (Cuadro 5; Figura 22).
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Cuadro 5. Resumen del andlisis multivariado PCA a nivel Especie.

PC Eigenvalue|% variance
Saccharomyces spp. 2.17E+06 |68.13
Bartonella_krasnovii 459403 14.418
Betacoronavirus 209074 6.5615
Photobacterium_damselae 115459 3.6235
Vibrio_harveyi 66185.2 2.0771
Phocaeicola_dorei 39247.7 1.2317
Streptomyces_sp._ICC1 38122.5 1.1964
Klebsiella_pneumoniae 23012.5 0.72221
Streptomyces_armeniacus |21132.1 0.6632
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En el andlisis de componentes principales para los distintos niveles
taxonomicos se observaron diferencias estadisticas significativas para algunos

taxones que se indican en el Cuadro 6.

72



Cuadro 6. Componentes Principales de los diferentes niveles taxondmicos.

Nivel Componentes Principales
taxonémico P P P
Phylum b = 0.007 Fungi, Pseudomonadota, Actinomycetota, Bacteroidota y
Evosea
Clase p = 0.0272 Ascomycota}_, Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria y
Flavobacteriia.
Saccharomycetales, Bartonellaceae, Vibrionaceae,
Familia p=0.0124 Synechococcaceae, Streptomycetaceae, Enterobacteriaceae
y Dictyosteliaceae.
Género p = 0.0075 Saccharomycetacgae, 5artonella,. Coronaviridae,
Synechococcus, Gimesia y Klebsiella.
Saccharomyces spp., Bartonella krasnovii, Betacoronavirus,
Especie b = 0.0302 Photobacterium damselae, Vibrio harveyi, Phocaeicola dorei,

Streptomyces sp. ICC1, Klebsiella pneumoniae y
Streptomyces armeniacus.
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9.4.2. Andlisis Permutacional de Varianza (PERMANOVA)

Se realizé el analisis PERMANOVA (Hammer et al., 2001) con los cinco niveles
taxondmicos bajo estudio (Phylum, Clase, Familia, Género y Especie) (Cuadro 7).
En promedio, con excepcion de Phylum, se obtuvo un valor de F (distribucion de
Fischer) menor a tres en cada nivel taxonémico (Clase (2.957), Familia (2.682),
Género (2.872), Especie (2.695)), indicandonos una gran variabilidad en las
muestras estudiadas (Anderson, 2014). En lo que respecta a Phylum, se obtuvo un
valor mayor a tres (3.578), siendo aun aceptable. El valor p se mantuvo significativo
entre los demas niveles taxonémicos, es decir, menor a 0.05 (Phylum (0.0296),
Clase (0.0469), Género (0.0413), Especie (0.0393), con excepcion de Familia
(0.0557); esto en base al estudio de los dos 6rganos de camardn (intestino y

hepatopancreas).
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Cuadro 7. Resultados del andlisis PERMANOVA en los diferentes niveles

taxonémicos.

Nivel Permutation | Total sum Within-group
. F p (same)

taxonomico N of squares | sum of squares

Phylum 9999 3.283 2.886 3.578 | 0.0296
Clase 9999 3.318 2.98 2.957 0.0469
Familia 9999 3.871 3.509 2.682 0.0557
Género 9999 4.085 3.679 2.872 0.0413
Especie 9999 4.274 3.872 2.695 0.0393
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9.4.3. Anélisis de Similitud (ANOSIM)

El analisis ANOSIM encontrd una diferencia estadistica significativa entre los
niveles taxénomicos (Phylum, Clase, Familia, Género y Especie), es decir, un valor
de p < 0.05, ademas de un coeficiente de correlacién promedio de r = 0.1185, la

cual nos indica que no hay una relacion lineal entre las variables (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Resultados de ANOSIM en diferentes niveles taxonémicos.

Nivel

Mean rank

Mean rank

taxonomico Permutation N within between R |p (same)
Phylum 9999 174.8 203.1 0.1498| 0.0069
Clase 9999 177.7 200.4 0.1202( 0.0173
Familia 9999 178.6 199.6 0.1112| 0.0211
Género 9999 178.6 199.6 0.1107| 0.022
Especie 9999 179.6 198.7 0.1007( 0.0266
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9.4.4. Andlisis de Similitud Porcentual (SIMPER)

Se realiz6 el analisis SIMPER, donde se determinaron los taxones con mayor
contribucion (260%), tomando estos con un orden descendente de cada nivel
taxondmico entre aquellas que ya representaban la mayoria del total de la carga
(260%).

En Phylum, los taxones principales, entre los mas abundantes, fueron Fungi
(24.44%), Pseudomonadota (20.06%), Bacillota (12.56%) y Apicomplexa (11.73%).
En Clase, destacaron Ascomycota (26.8%), Gammaproteobacteria (12.79%),
Aconoidasida (11.48%) y Alphaproteobacteria (10.38%). En Familia, los mas
abundantes fueron Saccharomycetaceae (17.15%), Plasmodiidae (12.52%),
Bartonellaceae (10.05%), Trypanosomatidae (6.112%) y Dictyosteliaceae (5.21%),
entre otros. En Género, los de mayor abundancia fueron Plasmodium (11.77%),
Saccharomyces (11.71%), Bartonella (9.401%), Dictyostelium (4.93%),
Coronaviridae (4.196%), entre otros. En Especie, los de mayor presencia fueron
Bartonella krasnovii (9.166%), Saccharomyces spp. (6.974%), Dictyostelium
discoideum (4.809%), Betacoronavirus (4.105%), Moorena producens (3.775%),

entre otros. Esta informacion puede verse resumida en el Cuadro 9.

78



Cuadro 9. Resultados de SIMPER, empleando los taxones que representaron

una contribucién a la poblacion = 60%, en los diferentes niveles taxonomicos.

Mivel taxonamico Taxon Avw. dissim| Contrib. % | Cumulative % | Mean Hepatopancreas | Mean Intestino
Fungi 10.95 24 44 24 .44 3.44E+03 2. 93E+03

PHYLLIM Pzeudomonadota 3.991 20.06 445 2. 71E+03 2.89E+03
Bacillota 563 12.56 57.07 1.74E+03 1.53E+03
Apicomplexa 5.257 11.73 63.8 1.58E+03 1.41E+03
Ascomycota 12.05 268 268 3.10E+03 2.68E+03

CLASE Gammaprotecbacteria 5.749 1279 39.59 1.39E+03 1.43E+03
Aconoidasida 5.158 11.48 51.07 1.27TE+03 1.13E+03
Alphaprotecbacteria 4.667 10.38 61.45 1.01E+03 1.15E+03
Saccharomycetales 8.915 17.15 17.15 1.68E+03 1.33E+03
Plasmodiidae 6.217 12.52 29.67 1.2HE+03 1.07E+03
Bartonellaceae 499 10.05 3971 574 743

FAMILLA Trypanosomatidae 3.035 6.112 45.83 625 540
Dictyosteliaceas 2587 5.21 51.04 459 412
Vibrionaceae 2454 5022 56.06 301 471
Synechococcaceae 2.209 4448 60.51 63.9 331

Plasmodium 6.085 11.7F 11.7F 1.21E+03 1.07E+03
Saccharomycetaceae 5.066 11.71 23.48 1. ATE+D3 910

Bartonella 4.869 9.4 32.88 674 743
Dictyostelium 2.554 4493 37.81 499 412

GENERO Coronaviridae 2174 4196 42 281 12
Synechococcus 2144 4.139 4514 677 329

Moorena 2.023 3.906 50.05 349 204

Leishmania 1.952 3.768 53.32 422 352

Vibrio 1.807 3.439 57 270 289
Streptomyces 1.662 3.208 60.51 358 213
Bartonella_krasnovii 4.881 5.166 5.166 652 733
Saccharomyces 3.721 6974 16.14 667 458
Dictyostelium_discoideum 2.566 4.809 2085 455 412
Betacoronavirus 2191 4105 25.05 278 107
Moorena_producens 2.014 3775 28.83 349 204

Candida 1.395 2614 31.44 pait] 267

Pyricularia 1.143 2142 33.59 240 181
Plasmodium_malariae 1.134 2125 35.71 215 1594

Fusarium 1.105 207 I7T.T8 244 233
Trypanosoma_brucei 1.083 2.03 39.81 203 183
Prevotella_ruminicola 0.9818 1.803 41.81 172 576
Synechococcus sp. WH_8101 0.9426 1.767 4338 186 131

ESPECIE Cutibacterium_acnes 0.3659 1.625 45 108 229
Talaromyces 0.7875 1.478 45.43 155 144
Synechococcus _sp. RSS909 0.7843 1.47 47.95 14.9 110

Aspergillus 0.7206 1.463 49.41 161 152

Botrytis 0.7348 1.377 50.79 144 144
Plasmodium_vyoelii 0.ri2 1.334 5213 138 115

Puccinia 0.7038 1.319 53.44 152 138
Streptomyces sp. ICC1 0.6336 1.281 473 117 .5
Naumovozyma 0.6338 1.188 29.91 124 113
Photobacterium_damselae 0.626 1.173 57.09 8.64 152
‘ibrio_parahaemohyticus 0.6204 1.163 5825 27 108
Tetrapizispora 0.5968 1.119 59.37 109 105
Leishmania_mexicana 0.5854 1.087 50.47 126 110
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X. DISCUSION

10.1. Ascomycota como la clase mas abundante

Ascomycota resulto ser la clase mas abundante en el presente proyecto, con mas
de una cuarta parte del total (entre las principales 10), y superando por mas del
doble a la clase que ocupa la siguiente posicion (Gammaproteobacteria). Esta clase
de hongos son ubicuos y cosmopolitas, tanto los patégenos como los enddofitos, en
plantas y animales (Binur et al., 2021). Respecto a camarones, cuando hay una
sobrerrepresentacion de estos microorganismos, son causantes de diversas
patologias, como la enfermedad de branquias negras (Igbal et al., 2023) y el
sindrome de heces blancas (Dai et al., 2019), asi como un retraso en el crecimiento
de los camarones infectados (Dai et al., 2017). A pesar de lo anterior, los ejemplares

muestreados en el presente proyecto no tenian signos de estar enfermos.

En un estudio realizado en China, por Li et al., en 2019, se analizé la microbiota
intestinal y la de hepatopancreas, a partir de ejemplares enfermos y sanos. En
ambos casos, Ascomycota resultdé ser el filo mas abundante, siendo mayor su
presencia entre camarones sanos, en comparacion a sus contrapartes con alguna

patologia.

10.2. Anéalisis de a-Diversidad

Por medio de PAST (v.4.03), se analizaron los indices de diversidad de los
niveles taxondmicos bajo estudio, manteniéndose un enfoque en los indices
‘Dominancia” y “Shannon”, para determinar si hay taxones dominantes y saber

cuanta diversidad hay en cada nivel taxonémico, respectivamente.
10.2.1. indices de Dominancia 'y Shannon en Phylum

En las muestras de hepatopancreas, los valores de dominancia fueron
consistentemente bajos (con un promedio de 0.1419), indicando ausencia de
dominancia en la comunidad microbiana de este 6érgano del camaron. Esto sugiere
una distribucidbn més equitativa entre los Phylums presentes, siendo tipico en

ecosistemas equilibrados y saludables. En términos de microbiota de camarén, esto
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puede reflejar una comunidad estable en hepatopancreas, posiblemente

beneficiada por condiciones ambientales o practicas de cultivo éptimas.

Los valores de Shannon mantuvieron un promedio moderadamente alto
(2.334), indicandonos una diversidad microbiana significativa en estas
comunidades, con una mezcla de diferentes especies. Pese a que estos valores no
son extremadamente altos (por ejemplo, mayores a tres, valores tipicos de
ecosistemas muy diversos), los valores observados son representativos de una
comunidad moderadamente compleja. Su estabilidad también sugiere que las
condiciones de la muestra en diferentes muestreos son bastante homogéneas y no

presentan grandes alteraciones.

En resumen, métricas de Dominancia baja y Shannon moderado nos indican
comunidades microbianas con diversidad relativamente equilibrada, sin que estén
dominados por un numero pequefio de filos. Esto puede significar un ecosistema

microbiano funcional y saludable en los camarones.

Por otra parte, en cuanto a las muestras intestinales, la microbiota mostro
métricas de dominancia con un promedio similar al de hepatopancreas (0.1491),
manteniéndose en un rango bajo, lo que sugiere una comunidad microbiana

equilibrada y con baja dominancia en general.

En cuanto al indice Shannon, el promedio fue ligeramente menor al de
hepatopéncreas (2.3117). En general, estos valores se mantienen moderados, pese
a la ligera disminucién en la diversidad, en comparacion con las muestras de

hepatopancreas, indicandonos una diversidad microbiana menor.

En general, los valores de dominancia en intestino fueron un poco mas
variables, y mayores que hepatopancreas. Esto podria deberse a la presencia de
microorganismos especializados, como aquellos involucrados en la digestion.
Ademas, el intestino podria tener una interaccion mas directa con la dieta y el
ambiente, pudiendo influir en la composicién de microbiota, permitiendo un grado

de dominancia por ciertas especies asociadas al alimento.

En cuanto al promedio de valores del indice Shannon, los resultados
mostraron que ambos 6rganos de camarén tienen diversidad moderada, aunque en
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intestinos fue un poco menor este valor, lo cual podria reflejar una comunidad mas
especializada en este 6rgano, debido a la funcionalidad digestiva, en contraste con
la comunidad del hepatopancreas, mas equilibrada y diversa, con roles mas

generales en el metabolismo del organismo.
10.2.2. indices de Dominancia y Shannon en Clase

En las muestras de hepatopancreas, el promedio de dominancia fue
consistentemente bajo (0.091), indicando ausencia de dominancia en la comunidad
microbiana de este 6rgano, sugiriendo una distribucion méas equitativa entre las
clases presentes, siendo lo comun en ecosistemas equilibrados y saludables. En
términos de microbiota de camardn, esto puede indicar una comunidad estable en
hepatopancreas, posiblemente beneficiada por condiciones ambientales o practicas

de cultivo optimas.

Los valores de Shannon mantuvieron un promedio alto (2.879), indicAndonos
una diversidad microbiana significativa en estas comunidades, con una mezcla
diversa de microorganismos. Pese a que estos valores no son mayores que tres,

los valores observados nos indican una comunidad moderadamente compleja.

Al igual que en Phylum, los valores de Dominancia baja y Shannon moderado
nos indican comunidades microbianas con diversidad relativamente equilibrada, sin
gue estén dominados por un pequefio grupo de clases, lo equivalente a un

ecosistema microbiano funcional y saludable en los camarones.

Por otra parte, en cuanto a las muestras intestinales, la microbiota mostro
métricas de dominancia con un promedio ligeramente mayor al de hepatopancreas
(0.095), manteniéndose en un rango bajo, lo que sugiere una comunidad microbiana

equilibrada y con baja dominancia en general.

En cuanto al indice Shannon, el promedio fue ligeramente menor al de
hepatopancreas (2.873). En general, estos valores se mantienen moderados, pese
a la ligera disminucién en la diversidad, en comparacion con las muestras de

hepatopancreas, indicandonos una diversidad microbiana menor.
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En general, el promedio de dominancia en intestino fueron un poco mayor que
hepatopancreas. Esto fortalece la hipdtesis de la presencia de microorganismos
especializados en intestino, especialmente aquellos involucrados en la digestion, la

dieta y el ambiente, con influencia en la composicion de la microbiota.

En cuanto al promedio de valores del indice Shannon, los resultados
mostraron que ambos organos de camaron tienen diversidad moderada, aunque en
intestinos fue un poco menor este valor, lo cual podria reflejar una comunidad mas
especializada en este 6rgano, debido a la funcionalidad digestiva, en contraste con
la comunidad del hepatopancreas, mas equilibrada y diversa, con roles mas

generales en el metabolismo del organismo.
10.2.3. indices de Dominancia 'y Shannon en Familia

En las muestras de hepatopancreas, el promedio de dominancia fue
consistentemente bajo (0.0491), indicando minuscula dominancia en la comunidad
microbiana de este 6rgano, sugiriendo una distribucibn mas equitativa entre las
familias presentes, lo que es frecuente en ecosistemas equilibrados y saludables.
En términos de microbiota de camaron, esto puede indicar una comunidad estable
en hepatopancreas, posiblemente beneficiada por condiciones ambientales o

practicas de cultivo éptimas.

Los valores de Shannon mantuvieron un promedio alto (3.675), indicAndonos
una diversidad microbiana amplia en estas comunidades, con una mezcla diversa
de microorganismos. Este valor, al ser mayor que tres, nos indica una comunidad

compleja.

A diferencia de los niveles taxondmicos previos, los valores de Dominancia
baja y Shannon altos (con un valor por encima de tres), nos indican comunidades
microbianas con mucha diversidad, pero sin familias dominantes, lo cual podria
poner en duda que sea un ecosistema microbiano completamente funcional y
saludable en los camarones. Se requiere mas investigacién para contrastar esta

aseveracion.

Por su parte, en las muestras intestinales, la microbiota mostré métricas de
dominancia con un promedio ligeramente mayor al de hepatopancreas (0.0551),
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manteniéndose en un rango bajo, lo que sugiere equilibrio en la comunidad

microbiana, ademas de baja dominancia en general.

En cuanto al indice Shannon, el promedio fue ligeramente menor al de
hepatopancreas (3.661), pero manteniéndose elevado, en comparacion con niveles
taxondmicos anteriores. A pesar de la alta diversidad en ambas muestras, éstas se

mantuvieron con diferencias significativas.

En general, el promedio de dominancia en intestino fue ligeramente mayor que
en hepatopancreas. Esto fortalece la hipétesis de la presencia de microorganismos
especializados en intestino, especialmente aquellos involucrados en la digestion, la

dieta y el ambiente, con influencia en la composicion de la microbiota.

En cuanto al promedio de valores del indice Shannon, los resultados
mostraron que ambos 6rganos de camaron tienen amplia diversidad, aunque en
intestinos fue un poco menor este valor, lo cual podria reflejar una comunidad mas
especializada en este 6rgano, debido a la funcionalidad digestiva, en contraste con
la comunidad del hepatopancreas, mas equilibrada y diversa, con roles mas

generales en el metabolismo del organismo.
10.2.4. indices de Dominancia 'y Shannon en Género

En las muestras de hepatopancreas, el promedio de dominancia fue
consistentemente bajo (0.05), indicando poca dominancia en la comunidad
microbiana de este 6rgano, sugiriendo una distribucion mas equitativa entre los
géneros presentes, lo que es frecuente en ecosistemas equilibrados y saludables.
En términos de microbiota de camaron, esto puede indicar una comunidad estable
en hepatopancreas, posiblemente beneficiada por condiciones ambientales o

practicas de cultivo éptimas.

Los valores de Shannon mantuvieron un promedio alto (3.7235), indicAndonos
una diversidad microbiana amplia en estas comunidades, con una mezcla diversa
de microorganismos. Este valor, al ser mayor que tres, nos indica una comunidad

compleja.
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Al igual que en Familia, los valores de Dominancia baja y Shannon altos (con
un valor por encima de tres), nos sugieren comunidades microbianas con mucha

diversidad, pero sin géneros dominantes.

Mientras tanto, en las muestras intestinales, la microbiota mostré métricas de
dominancia con un promedio ligeramente mayor al de hepatopancreas (0.0613),
manteniéndose en un rango bajo, lo que sugiere equilibrio en la comunidad

microbiana, ademas de baja dominancia en general.

En cuanto al indice Shannon, el promedio fue apenas menor al de
hepatopancreas (3.658), pero manteniéndose elevado, al igual que en las muestras
con familia. A pesar de la alta diversidad en ambas muestras, éstas se mantuvieron

con diferencias significativas.

En general, el promedio de dominancia en intestino fue un poco mayor que
hepatopancreas. Esto fortalece la hipétesis de la presencia de microorganismos
especializados en intestino, especialmente aquellos involucrados en la digestion, la

dieta y el ambiente, con influencia en la composicion de la microbiota.

En cuanto al promedio de valores del indice Shannon, los resultados
mostraron que ambos oOrganos de camaron tienen alta diversidad, aunque en
intestinos fue un poco menor este valor, lo cual podria reflejar una comunidad mas
especializada en este 6rgano, debido a la funcionalidad digestiva, en contraste con
la comunidad de hepatopancreas, mas equilibrada y diversa, con roles mas

generales en el metabolismo del organismo.
10.2.5. indices de Dominancia y Shannon en Especie

En las muestras de hepatopancreas, el promedio de dominancia fue
consistentemente bajo (0.0425), indicando poca dominancia en la comunidad
microbiana de este 6rgano, sugiriendo una distribucion mas equitativa entre las
especies presentes, lo que es frecuente en ecosistemas equilibrados y saludables.
En términos de microbiota de camaron, esto puede indicar una comunidad estable
en hepatopancreas, posiblemente beneficiada por condiciones ambientales o

practicas de cultivo optimas.
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Los valores de Shannon mantuvieron un promedio alto (3.9975), indicAndonos
una gran diversidad microbiana en estas comunidades, con una mezcla diversa de
microorganismos. Este valor, al ser mayor que tres, nos indica una comunidad

compleja.

Al igual que en Familia y Género, los valores de Dominancia baja y Shannon
altos (con un valor por encima de tres), nos sugieren comunidades microbianas con
mucha diversidad, pero sin especies dominantes. Por otra parte, en las muestras
intestinales, la microbiota mostré métricas de dominancia con un promedio mayor
al de hepatopancreas (0.047), manteniéndose en un rango bajo, lo que sugiere

equilibrio en la comunidad microbiana, ademas de baja dominancia en general.

En cuanto al indice Shannon, el promedio fue menor al de hepatopancreas
(3.927), pero manteniéndose elevado, al igual que en las muestras con familia. A
pesar de la alta diversidad en ambas muestras, éstas se mantuvieron con

diferencias significativas.

En general, el promedio de dominancia en intestino fue ligeramente mayor que
en hepatopancreas. Esto fortalece la hipétesis de la presencia de microorganismos
especializados en intestino, especialmente aquellos involucrados en la digestion, la

dieta y el ambiente, con influencia en la composicién de la microbiota.

En cuanto al promedio de valores del indice Shannon, los resultados
mostraron que ambos Organos de camaron tienen alta diversidad, aunque en
intestinos fue un poco menor este valor, lo cual podria reflejar una comunidad més
especializada en este 6rgano, debido a la funcionalidad digestiva, en contraste con
la comunidad del hepatopancreas, mas equilibrada y diversa, con roles mas

generales en el metabolismo del organismo.
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Xl. CONCLUSIONES

11.1 Conclusion general

En los niveles taxondmicos de Phylum, Clase, Familia, Género y Especie,
los hongos y las bacterias fueron los que estuvieron mejor representados
en la microbiota intestinal y de hepatopancreas, ocupando siempre los
primeros 3 sitios de mayor abundancia relativa. La clase mas abundante

fue Ascomycota (contribucion de 26%).
11.2 Conclusiones especificas

1. Los taxones mas significativos a nivel Phylum, en hepatopancreas e
intestino, fueron Fungi, Pseudomonadota, Actinomycetota, Bacteroidota y
Evosea (PCA). Adicionalmente, Bacillota y Apicomplexa (SIMPER).

2. Los taxones mas significativos a nivel de Especie fueron Saccharomyces
spp., Bartonella krasnovii, Betacoronavirus, Photobacterium damselae,
Vibrio harveyi, Phocaeicola dorei, Streptomyces sp. ICC1, Klebsiella
pneumoniae y Streptomyces armeniacus. Asimismo, se identificaron
secuencias correspondientes a especies de protozoarios: P. malariae, T.
brucei (PCA). Ademas de los anteriores, Moorena producens, Prevotella
ruminicola, Cutibacterium acnes, Aspergiullus spp., y Leishmania
mexicana, entre otros (SIMPER).

3. La microbiota de intestino y hepatopancreas de los camarones bajo estudio
presenta una diversidad microbiana que varia de alta a moderada en cada
uno de los niveles taxondmicos analizados, reflejando un equilibrio en la
comunidad.

4. Se encontraron secuencias correspondientes a microorganismos con
potencial patogénico y epidemiolégico. Entre ellos, Candida spp., K.

pneumoniae, B. krasnovii, V. parahaemolyticus, entre otros.
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Xll. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Con base a la presente investigacion y el potencial que ésta posee, se

destacan los siguientes estudios que podrian derivar de éste:

. Estudiar los movilomas, resistomas y virulomas de importancia para
la salud publica, presentes en los metagenomas del camaroén.

. Ampliar el estudio incluyendo granjas del norte y del sur del estado
de Sinaloa.

. Realizar estudios metagendémicos a otros productos marinos
asociados con eventos de importancia en salud publica en nuestro estado,
para una mejor comprension de los riesgos epidemioldgicos actuales y futuros,
contribuyendo a la implementacion de estrategias efectivas para su prevencion

y control.
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XV. SIGLAS Y ABREVIATURAS

ANOSIM: Andlisis de Similitudes.

ARNr: ARN ribosomal.

CIAD: Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo.
dNTP: Desoxirribonucleotido trifosfato.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
Agricultura.

OTU: Unidad Taxonémica Operativa.

PCA: Andlisis de Componentes Principales.

PERMANOVA: Analisis Multivariado Permutado de la Varianza.
SIMPER: Porcentaje de la Similitud.

TDH: Hemolisina directa termoestable.

TRH: Hemolisina relacionada a la TDH.

UISP: Unidad de Investigaciones en Salud Publica.
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