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Resumen y Abstract \

Resumen

Caracterizacion de la diversidad microbiana asociada al tracto gastrointestinal del
Panaque cochliodon (Cucha de ojos azules)

Panaque cochliodon, conocido en Colombia como cucha de ojos azules, es una especie
endémica de las cuencas del Cauca y el Magdalena, y esta clasificada como vulnerable
(A2d) en el Libro Rojo de los Peces de Agua Dulce de Colombia. Este es el primer reporte
para Colombia sobre esta especie en medio natural razén por la cual se escogi6 para este
trabajo, ademas por tener habitos xilivoros, es decir, que consume madera como principal
fuente de alimento para su nutricion, siendo una especie de gran valor biolégico para el
ecosistema. Se tiene cierto conocimiento sobre su comportamiento bésico, adaptacion al
cautiverio y otras caracteristicas relacionadas con su alimentacion y reproduccion, sin
embargo, se desconoce por completo su fisiologia digestiva y las posibles relaciones
simbidticas de los componentes de su microbiota intestinal.

En este estudio se realizé la primera caracterizacién de la microbiota asociada al tracto
gastrointestinal de Panaque cochliodon. Para ello, se capturaron y utilizaron tres
ejemplares adultos provenientes del rio Magdalena, los cuales fueron transportados y
sacrificados siguiendo las normas de bienestar animal. Se realizé la diseccion del tracto
intestinal, obteniendo muestras para el aislamiento microbiol6gico e identificacion
molecular de los microorganismos cultivables, con el objetivo de obtener informacién
filogenética. Mediante analisis bioinformaticos, se identificaron varios géneros de interés
para la produccion agropecuaria y de alimentos, como: Bacillus paramycoides, Bacillus
velezensis, Bacillus thuringiensis y Lactococcus cremoris. Posteriormente, se realizé un
andlisis metagendmico utilizando la extraccion de ADN de tres secciones intestinales:
anterior, media y posterior. EI ADN se amplificé mediante PCR vy, finalmente, se secuencio
utilizando el gen ADNr 16S bacteriano. Como resultado, se identificaron todas las
comunidades bacterianas que forman parte de la microbiota intestinal, con una presencia

predominante de Proteobacteria, Actinobacteriota, Firmicutes, Bdellovibrionota,
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Planctomycetes, Verrucomicrobiota, Spirochaetota y Cyanobacteria. ElI analisis
metagenomico reveld diferencias funcionales entre las comunidades y la abundancia
relativa de la microbiota intestinal.

Palabras clave: Panaque cochliodon; cucha de ojos azules; microbiota intestinal;

Metagendmica; gen ADNr 16S



Abstract

Characterization of the microbial diversity associated with the gastrointestinal tract
of the Panaque cochliodon (Blue-eyed Panaque)

Panaque cochliodon, known in Colombia as blue-eyed pleco,' is an endemic species in the
Cauca and Magdalena river basins, classified as vulnerable (A2d) in the Red Book of
Freshwater Fish of Colombia. This is the first report for Colombia on this species in its
natural habitat, which is why it was chosen for this study. Additionally, due to its
xylophagous habits—meaning it primarily consumes wood as a source of nutrition—it holds
significant biological value for the ecosystem.

While there is some knowledge about its basic behavior, adaptation to captivity, and other
characteristics related to its feeding and reproduction, its digestive physiology and potential
symbiotic relationships within its intestinal microbiota remain completely unknown.

This study conducted the first characterization of the microbiota associated with the
gastrointestinal tract of Panaque cochliodon. Three adult specimens from the Magdalena
River were captured, transported, and sacrificed following animal welfare standards.
Intestinal dissection was performed, obtaining samples for microbiological isolation and
molecular identification of cultivable microorganisms to gather phylogenetic information.
Through bioinformatic analysis, several genera of interest for agricultural and food
production were identified, including Bacillus paramycoides, Bacillus velezensis, Bacillus
thuringiensis, and Lactococcus cremoris. Subsequently, a metagenomic analysis was
conducted using DNA extraction from three intestinal sections: anterior, middle, and
posterior. DNA was amplified via PCR and sequenced using the bacterial 16S rRNA gene.
As a result, all bacterial communities forming part of the intestinal microbiota were
identified, with a predominant presence of Proteobacteria, Actinobacteriota, Firmicutes,
Bdellovibrionota, Planctomycetes, Verrucomicrobiota, Spirochaetota, and Cyanobacteria.
The metagenomic analysis revealed functional differences between communities and the
relative abundance of the intestinal microbiota

Keywords: Panaque cochliodon; blue-eyed pleco; intestinal microbiota;

metagenomics; bacterial 16S rRNA
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Introduccidén

Panaque cochliodon (cucha de ojos azules) es una especie endémica de la cuenca del
Cauca y el Magdalena, reportada como vulnerable (A2d) (Mojica et al., 2012); pero con
escaso conocimiento sobre los aspectos referentes a su biologia y estudios relacionados

con su microbioma y fisiologia digestiva (David-Ruales et al., 2021)

Esta especie tiene habitos xilivoros, es decir, consume madera como principal fuente de
alimento para su nutricién, la cual por sus propiedades fisicas y quimicas tiene escaso
valor nutritivo, sin embargo, puede representar una fuente de energia importante para los
procesos basicos de mantenimiento de la especie ( Nelson J et al., 1999) La microbiota
intestinal, ocupa un papel crucial en la digestion e hidrélisis de los alimentos, es por esto
gue en algunos vertebrados la deficiencia para desdoblar o asimilar la celulosa dependeréa
de la actividad de microorganismos entéricos para suministrar compuestos de nitrégeno
para su mantenimiento energético (McDonald et al., 2015). Estas caracteristicas en peces
comedores de madera plantean retos interesantes relacionados con las interacciones y
asociaciones de microorganismos (hongos y bacterias) que puede tener en su intestino y
gue son fundamentales en su crecimiento y desarrollo y que ademas son funcionales y de
importancia para la conservacion de la especie (McDonald et al., 2012). Se conoce ademas
gue esta microbiota asociada al intestino, participa en procesos como la ingesta de
nutrientes y la modulacién metabdlica (McCauley et al., 2020), defensa contra patégenos
(Navarrete et al., 2009) y estimula el sistema inmunolégico del huésped (Vadstein et al.,
2013). Entre otras razones, el microbioma de los peces esta cobrando importancia gracias
a los diferentes estudios que se acercan a la estructura de sus comunidades y que
permiten hacer inferencias sobre funcion, por ejemplo, algunos reportes relacionan dietas
con inclusion o no de microorganismos autdctonos (Gutiérrez-Ramirez et al., 2016) para

evaluar su efecto sobre el crecimiento, otros con la inclusion de &cidos orgénicos,



2 Introduccién

buscando modular bacterias patégenas, previniendo enfermedades y evitando el uso de

antibioticos (Borges et al., 2021).

Dentro de la microbiota de los peces es cominmente encontrado y con cierta dominancia
los phylum Firmicutes, Fusobacteria y Proteobacteria (Zatan Valdiviezo et al., 2020). Para
la familia Loricariidae dentro de la cual esta el género Panaque, un estudio en la cuenca
amazonica reveld que las muestras intestinales estaban principalmente dominadas por
bacterias pertenecientes a los phyla Planctomycetes, Proteobacteria y Firmicutes siendo
cada uno responsable aproximadamente del 10% de las secuencias del gen ARNr 16S
recuperadas.

En los ultimos afios, ha habido un aumento en la caracterizacion de las comunidades
microbianas en peces a través de técnicas bioquimicas (Puello-Caballero et al., 2018) y
moleculares (McCauley et al., 2020), las cuales permiten identificar género y especie de
los microorganismos y los factores que las afectan en peces con valor econémico y
biolégico, por esta razon, aparte de seguir una tendencia mundial en el estudio de la
microbiota asociada al tracto intestinal de peces nativos, en este caso de Panaque
cochliodon, se trata del interés por estudiar una especie endémica, que es vulnerable, que
presenta alto valor comercial en el mercado de ornamentales no regulado y que el
conocimiento del microbioma de especies con habitos alimenticios particulares (xilivoros)
presenta gran interés para la bioindustria. Para ello, se realizé el aislamiento microbiolégico
e identificacién molecular de los microorganismos cultivables y no cultivables, ademas, se
realizé un andlisis metagenémico para examinar la composicion bacteriana en diferentes
secciones intestinales y revelar diferencias funcionales y la abundancia relativa de la
microbiota intestinal. Con esta investigacion, se espera mejorar la comprension de la
fisiologia digestiva y las interacciones simbiéticas que juegan un papel importante e
influyen de manera directa sobre la salud, la nutricién, el crecimiento, la reproduccion, la

dinamica poblacional y la vulnerabilidad de la especie P. cochliodon.



1. Capitulo 1. Aspectos basicos del Panaque

cochliodon y generales asociadas al régimen

alimenticio y microbioma en peces. Capitulo
de revisién

1.1 Bio-ecologia de la especie

Panaque cochliodon es una especie endémica de Colombia, se encuentra distribuida en
las cuencas del Magdalena (Figura 1-1), Caucay Sinu; no se tiene informacion sobre sus
requerimientos nutricionales, manejo de planes de alimentacién y aspectos reproductivos;
presenta baja captura y sus poblaciones han declinado en los ultimos afios debido
probablemente, a las perturbaciones sobre el habitat (sobrepesca, mineria ilegal entre
otros), por lo que se recomienda la proteccion de su habitat (McDonald et al., 2015). La
(Figura 1-1) indica uno de los sitios de captura de la especie cerca del municipio de

Barrancabermeja.

P. cochliodon esta adaptada para vivir en rios de grandes caudales, no se encuentra en
rios pequefios o torrentes; prefiere sitios con acumulacién de vegetacion sumergida o
palizadas de los troncos y substratos duros; sus habitos xilivoros estan constituidos por
algas perifiticas (Marden et al., 2017)(Marden et al., 2017). Del género Panaque se conoce
y se ha evidenciado que la madera se encuentra constantemente en altos porcentajes en
el tracto gastrointestinal y dependiendo de las condiciones ambientales, puede cambiar
entre estrategias dietéticas xilivoras y detritivoras (Mcdonald et al., 2019). Esto es muy
inusual entre los consumidores primarios de madera y proporciona un sistema unico para
examinar el efecto del cambio dietético en un sistema xilivoro. Para algunos organismos
gue se alimentan de madera, las comunidades entéricas parecen muy estables, donde los

cambios en la dieta tienen un impacto minimo en la composicion de la comunidad
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(McCauley et al., 2020); este aspecto, amplia el horizonte de estudio acerca de la fisiologia
asociada a la nutricién de este tipo de especies con habitos tan particulares.

Su estructura bucal perfectamente desarrollada para su habito xilivoro, presenta mas de
cinco dientes dentarios y premaxilares; las cuspides dentarias y premaxilares son
unicuspides, cortas y tienen forma de cucharén o cuchara; a diferencia de los otros
miembros del subgénero Scobinancistrus que tienen entre tres o cuatro dientes dentarios
y premaxilares; (Marden et al., 2017). Al respecto, David-Ruales et al., (2021). han
reportado que P. cochliodon presenta 14,7+1,7 dientes premaxilares y 16,4+3,1 dientes
del dentario.

Figura 1-1: Mapa de ubicacion de la zona de captura del Panaque cochliodon

Coordenadas: 6°52'39"N 7°42’4"W. Corregimiento Chucuri-Barrancabermeja-Santander.
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Los adultos pueden alcanzar un maximo de longitud de 283 mm, comparado con los 150
mm de algunas especies del género Panaquolus (Lujan et al., 2011). Se reporta que las
capturas de esta especie en la zona de influencia de Barrancabermeja, presentan alto
parasitismo por Lernaea cyprinasea, lo que probablemente pueda estar asociado a
factores antrépicos relacionados con degradacion de su habitat (David-Ruales et al., 2021).
En cautiverio, los ejemplares presentan alta sensibilidad al anestésico Eugenol®, dosis
entre los 25 a 45 mg/L de Eugenol, sirven para alcanzar el tipo de sedacién IV en un tiempo
promedio entre 2 a 3 minutos y, todos los ejemplares se recuperan de la sedacion (tipo V),
sin presentar mortalidades, es decir estas concentraciones pueden ser usadas sin ninguin
tipo de riesgo o efecto deletéreo para la especie (David-Ruales et al., 2022); se establecio
ademas que tienen preferencia por algunos vegetales como el pepino, la zanahoria, pero
gue también acepta dietas formuladas; su comportamiento en cautiverio es tranquilo, que
gusta de estar en refugios, en la madera y que puede tener comportamientos territoriales
(David-Ruales et al., 2021).

1.2 Variabilidad en hébitos alimenticios en peces

El comportamiento y la variedad de items alimenticios revelan una alta plasticidad que esta
asociada a intrincadas asociaciones tréficas, lo que ha impulsado la evolucion de una gran
variedad de adaptaciones alimenticias desarrollando habilidades y comportamientos
Unicos para obtener su alimento de manera eficiente en su entorno especifico (Borges et
al., 2021). Una especie omnivora exitosamente establecida presenta estructuras
morfoldgicas diferentes en comparaciéon con aquellos con habitos carnivoros; la forma de
su boca y la longitud de sus intestinos pueden variar en funcién de su eleccién alimenticia
(Lall & Tibbetts, 2009). Esto significa que, dentro de su dieta potencial, los peces omnivoros
pueden mostrar preferencias hacia ciertos tipos de alimentos basados en su disponibilidad
y valor nutricional. Por lo tanto, esta plasticidad alimenticia les permite adaptarse a
diferentes condiciones ambientales y sobrevivir en entornos con recursos cambiantes lo

gue puede resultar en una mayor supervivencia y reproduccion (Sibbing, 1988).

Una diferencia clave en el crecimiento de los peces, conforme a sus habitos alimenticios,
se relaciona con la calidad de los ingredientes de las dietas y el cumplimiento de los
requerimientos nutricionales. Por ejemplo, la mayoria de los peces herbivoros y omnivoros

tienen necesidades proteicas que varian entre el 25% y el 35% en su dieta (Lall & Tibbetts,
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2009). Sin embargo, en el caso de las especies carnivoras, estas requieren niveles de
proteina mas elevados, que van del 40% al 55% de su alimentacién (Lall & Tibbetts, 2009).
Esta diferencia parece estar vinculada a la limitada utilizacion de carbohidratos como
fuente de energia por parte de los peces carnivoros, los cuales tienen una mejor respuesta
nutricional a los componentes nitrogenados alcalinos y neutros, como la glicina, prolina,
taurina y valina (Lall & Tibbetts, 2009), de ahi que en cautiverio los peces carnivoros sean
tan demandantes en proteina animal de primera calidad y con niveles de inclusion elevados
(Sibbing, 1988), entendiendo que el confinamiento o el sistema de produccion afectan el

manejo alimenticio y sus respuestas medidas a traves de los pardmetros de crecimiento.

En su habitat natural, los peces tienen acceso a una amplia variedad de alimentos y
recursos, lo que les permite obtener nutrientes de manera equilibrada y natural (Sibbing,
1988). Los peces tienen una notable capacidad para discriminar entre alimentos de alta 'y
baja calidad, mostrando una inclinacién hacia la mejor; en el caso de ciertos herbivoros,
ya sea en cautiverio 0 en condiciones naturales, sus opciones alimentarias pueden ser
limitadas, lo que los obliga a buscar vegetales alargados y altamente nutritivos de manera
estratégica; la necesidad de seleccionar con precision los alimentos se origina en la
complejidad del procesamiento de su dieta (Lall & Tibbetts, 2009). Por otro lado, hay peces
herbivoros y detritivoros que se alimentan de plantas acuaticas, algas y materia organica
en descomposicién, estos peces tienen sistemas digestivos adaptados para alimentarse
de materia organica en descomposicion y también son fundamentales para reciclar
nutrientes en los ecosistemas acudaticos, descomponiendo la materia organica y liberando
nutrientes esenciales para otros organismos (Lall & Tibbetts, 2009); como una variacion en
este grupo de peces, se encuentran los que se alimentan de madera, llamados xilivoros
(Nelson J et al., 1999). Estos peces presentan una estrategia alimentaria Unica, basada en
el consumo de madera como fuente principal de nutrientes; estos peces han desarrollado
una asombrosa adaptacion, centrando su alimentacion en la digestién de lignocelulosa
como su fuente primaria de nutrientes Nelson J et al., 1999). A pesar de que la madera es
un material de bajo valor nutritivo, los xilivoros han evolucionado para aprovecharla de
manera eficiente; para lo cual han desarrollado adaptaciones morfolédgicas y fisioldgicas
Unicas que les permiten descomponer y extraer los nutrientes necesarios de este material
dificil de descomponer; estas adaptaciones a menudo involucran simbiosis con

microorganismos, como bacterias y hongos, que producen enzimas capaces de degradar
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la celulosa y lignina, principales componentes estructurales de la madera. ( Nelson J et al.,
1999).

Los peces del género Panaque son conocidos por ser xilivoros y tener la capacidad de
degradar madera como parte de su dieta; dos especies bien conocidas en esta categoria

son Panague nigrolineatus y Panaque armbrusteri. (Marden et al., 2017).

1.3 Tracto gastrointestinal en peces

Figura 1-2: Fotografia del tracto gastrointestinal del Panaque cochliodon
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Existe una gran diversidad en las formas y funcion del sistema digestivo en peces (Figura
1-2). Esta variabilidad se relaciona con la dieta y el ambiente, indica aspectos relacionados
con la ontogenia que da como resultado modulaciones anatémicas y funcionales (Gerking
et al., 1994).

En los peces, se han descrito diferentes estructuras del tracto gastrointestinal (TGI) entre

los diversos grupos taxonémicos. En general, el intestino es la estructura donde ocurre la
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digestién y la absorcion del alimento, ademas del procesamiento mecanico inicial (Grosell
et al., 2010). El tracto gastrointestinal de los peces se puede subdividir en cuatro regiones
topograficas: el intestino cefalico, el intestino anterior, el intestino medio y el intestino
posterior (Bledsoe et al., 2016). En la regidén cefalica, se encuentran subdivisiones
morfofuncionales que describen 6rganos especificos como la boca y la faringe, los cuales
tienen como funcion principal adquirir alimentos y procesarlos mecéanicamente (Bledsoe et
al., 2016). En el intestino anterior, que estad compuesto por el eséfago y el estomago, es
donde comienza la digestion quimica de los alimentos.

En algunos peces, la descomposicibn mecanica de los alimentos puede ocurrir parcial o
totalmente en el estomago (Bledsoe et al., 2016). Es importante mencionar que no todos
los peces presentan estomago, lo que puede reflejar su habito alimenticio; por lo tanto,
presentan intestinos muy largos, por ejemplo, en los peces del género Panaque,
normalmente los peces agastricos, presentan intestinos muy largos. El intestino medio
representa la mayor proporcion de la longitud del intestino y es donde continda la digestion
guimica y la absorcion de los principales nutrientes, como proteinas, péptidos,
aminodcidos, azlcares, lipidos, vitaminas entre otros (Marden et al., 2017) El intestino
posterior, que comprende la seccidn final del intestino, incluye el recto y esta relacionado

con la absorciéon de iones (Vasquez-Torres, 2004).

Conforme se han descrito las estructuras anatémicas del TGl en peces, los estudios sobre
su funcién hoy en dia son acompafnados por el papel que cumple la biota acompafante
(microbioma), incluso desde el desarrollo temprano. Durante la ontogenia, el microbioma
en el intestino de los peces experimenta un desarrollo dinamico, este proceso esta
regulado por interacciones complejas entre factores biéticos, como el huésped, y factores
abidticos, como el ambiente en el que se encuentran (German, 2009)(German, 2009) .
Estas interacciones ejercen una influencia significativa en la composicion y evolucion del
microbioma intestinal, lo cual puede tener un impacto relevante en la salud y el desarrollo
Optimo de los peces en esta fase vital de su vida (German, 2009) y en las subsiguientes
etapas de su desarrollo. La comprensién de estas interacciones y su influencia en el
microbioma de los peces es de gran importancia en la acuicultura, ya que permite optimizar
las practicas de crianza y alimentacion de larvas y juveniles, lo cual promueve un
crecimiento saludable y una mejor resistencia a enfermedades en sus poblaciones de

peces (German, 2009)
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1.4 Microbiota en peces

En general el intestino en los vertebrados incluyendo los peces, es un ecosistema complejo
gue incide de manera fundamental en el hospedero; digestion de nutrientes, respuesta
inmune, capacidad metabdlica, entre otras caracteristicas son moduladas por el
microbioma (Bird et al., 2010; David et al., 2014, Viaud et al., 2013). Se conoce que la
estructura y la composicion de la microbiota y su influencia esta regulada por varios
factores, entre ellos la genética del hospedero, el ambiente, la dieta y la filogenia (Fishelson
et al., 1985; Scott et al., 2013); ademas, y entendiendo que los peces representan el grupo
mas numeroso de los vertebrados, con amplio rango ecolégico y con estructuras digestivas
particulares (Nelson J et al., 1999; Suyehiro, 1942), es importante que se realicen estudios
sobre su microbioma y su relacién con el hospedero. Por otro lado, se conoce que la
colonizacién del intestino en peces inicia desde estados tempranos de desarrollo y se
establece a lo largo de su vida (Nayak, 2010), al respecto se estima que una cantidad de
108 células bacterianas hacen parte del tracto gastrointestinal de los peces, entre las cuales
dominan las aerobias y anaerobias facultativas, pero también con la presencia de

anaerobias estrictas (Rawls et al., 2004; Romero & Navarrete, 2006)

Datos de secuenciacion indican que el 90% de la composicion esta representada por los
filos Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Actinobacteria, y
Verrucomicrobia, como los otros filos representativos en el tracto (Givens et al., 2015;
Ingerslev et al., 2014; Sullam et al., 2010; Wu et al., 2012) pero se indica que la diversidad
aumenta, con el cambio de habito alimenticio siendo mayor en herbivoros, seguido por
omnivoros y con menor diversidad en carnivoros (Liu et al., 2016). Al respecto se ha
demostrado en un pez de habito herbivoro de agua dulce, que la composicién y diversidad
del microbioma estéd asociada especificamente a su habito alimenticio (Fishelson et al.,
1985).

Otro factor que influye son las condiciones ambientales, es asi como en peces de agua
dulce dominan las especies de Acinetobacter, Aeromonas, Flavobacterium, Lactococcus,
y Pseudomonas, ademas de anaerobios obligados como Bacteroides, Clostridium, y
Fusobacterium (Gémez & Balcazar, 2008). El habitat también pueden influenciar la
estructura del microbioma (Wu et al., 2012); por ejemplo en la especie de pez Cyprinus
carpio, cultivada en estanques, el microbioma fue dominado por los phylum Proteobacteria,

Firmicutes, Cyanobacteria y Actinobacteria (Ye et al., 2014), a su vez datos de otra granja
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de cultivo para la misma especie, indican que el microbioma fue dominado por
Fusobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes (Tongtong Li et al.,, 2015),
indicando la influencia del habitat y determinado que los nichos pueden ofrecer diferentes
items alimenticios que pueden modificar o alterar la estructura del microbioma. A su vez,
se ha reportado para Ictalurus punctatus en su ontogenia varios filos bacterianos del tipo
Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria y Proteobacteria, con mayor abundancia de las
especies Cetobacterium somerae y Plesiomonas shigelloides; ademas Bledsoe et al.,
(2016), indican que al comparar la microbiota ambiental con la intestinal, el intestino de los
peces se mantiene como un habitat de nicho que separa a todas las comunidades
bacterianas que estan en el agua o en la dieta, pero sugiriendo evidencia que la microbiota
del ambiente sirve de in6culo para el intestino en esta especie.

Para el género Panaque, se reportan algunos filos como Fusobacteria, Cyanobacteria y
Beta-proteobacteria y algunos ordenes como Flavobacteria y Clostridia; dentro de estos
ordenes, se pueden encontrar las especies: Aeromonas sp, Flavobacterium sp,
Bacteroides sp, Clostridium sp, y Pseudomonas sp (Di Maiuta et al., 2013). Para el caso
especifico de los comedores de madera, con su particular dieta, los estudios del
microbioma pueden servir de ejemplo de las relaciones entre la filogenia y la dieta,
indicando prevalencia de los filos Proteobacteria, Firmicutes y Planctomycetes (McCauley
et al., 2020), a su vez para la especie P. nigrolineatus se reportan géneros bacterianos con
capacidad de procesar la celulosa (bacterias celuloliticas) incluyendo Clostridium,

Cellulomonas, Bacteroides, Eubacterium y Aeromonas spp (Watts et al., 2013), entre otras.

Como se puede observar, aun falta informacion por aclarar, como por ejemplo si existe
algun tipo de interaccién entre hongos y bacteria que ayuden a degradar un ingrediente
como la madera que presenta dificultades para ser transformado; en el caso de P.
cochliodon, no se tiene ningun tipo de informacion sobre estos tépicos, entendido que es
una especie endémica y que Colombia es el segundo pais con mayor diversidad en

especies icticas, trabajos de este tipo se vuelven de suma importancia.



2. Capitulo 2. Pruebas microbiolégicas y
bioquimicas para determinar algunas cepas
del tracto intestinal en Panaque cochliodon

2.1 Introduccidn

Dentro de las técnicas fundamentales para caracterizar la microbiota se encuentran las
pruebas microbiolégicas béasicas, entre ellas, destacan la tincibn de Gram, que clasifica
bacterias como Gram positivas 0 Gram negativas segun su reaccion a colorantes, el cultivo
en agares basicos y especificos, los cuales permiten el crecimiento y la identificacion de
microorganismos en medios sélidos; las técnicas de tincion, que posibilitan la visualizacion
de estructuras internas en células bacterianas. y las pruebas bioquimicas (McCauley et al.,
2020), las cuales permiten identificar género y especie de los microorganismo (Puello-
Caballero et al., 2018).

La caracterizacién bioquimica de los aislados microbianos permite analizar la biodiversidad
de las comunidades microbianas presentes, asi como también, una mejor comprension de
la relacidn entre los aislados y la microbiota total (Oulas et al., 2015). Teniendo en cuenta
gue esta especie no tiene estudios previos sobre la microbiota intestinal, se identificaron
por pruebas microbiolégicas basicas y por pruebas bioquimicas algunos aislados
cultivables asociados al intestino de la especie Panaque cochliodon de tres ejemplares

adultos.

2.2 Metodologia

2.2.1 Coleccién y captura de Panaque cochliodon

La captura y obtencién de los ejemplares de Panaque cochliodon se realizé de acuerdo

con los parametros del (Dec 1376, 2013), que regula la recoleccién de especimenes de
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especies silvestres bioldégicamente diversas para investigacién no comercial . Para ello la
Corporacion Universitaria Lasallista, cuenta con el permiso de coleccion de especies
silvestres con fines de investigacion otorgado por la Autoridad Nacional de Acuicultura y
Pesca (AUNAP), a través de la Resolucién No. 2614 del 28 de diciembre de 2020;
adicionalmente se tiene el aval del Comité de Etica y Experimentacién con animales de la
Corporacion Universitaria Lasallista (CUL), dentro del Convenio 267 con la AUNAP, con
fecha 24 de septiembre de 2020. Los puntos de muestreo, las artes de pesca y el
acercamiento a los pescadores artesanales para la captura de los ejemplares de P.
cochliodon en el &rea de influencia del municipio de Barrancabermeja, sobre el rio
Magdalena, se hicieron con base en el informe técnico No.1 del Convenio 267, entre la
AUNAP y la CUL (David-Ruales et al., 2021). Una vez se capturaron los ejemplares (N= 3)
(dos machos y una hembra), se procedi6 con el protocolo de extraccion del intestino.

2.2.2 Diseccion y aislamiento de intestino

Después de la captura, los ejemplares de P.cochliodon fueron transportados en
condiciones adecuadas (David-Ruales et al., 2021) y llevados al laboratorio de
microbiologia de la CUL. Todos los ejemplares estaban en perfectas condiciones, sin
ningun tipo de heridas por dafio mecénico, parasitismo externo o enfermedad aparente, el
peso promedio de los ejemplares 324,5 + 2,5 gr. En el laboratorio, el instrumental, los
reactivos y demas materiales estaban previamente organizados y listos para llevar a cabo
la diseccion. Luego, los ejemplares en tiempos consecutivos e individualmente se
colocaron en un recipiente con 20 litros de capacidad con agua previamente preparada
con sobredosis de Eugenol ® (200 mg por litro). Cada ejemplar se dej6é en el agua hasta
que estuviera completamente inmovil o sin ningun tipo de reaccion, inmediatamente
después, se realiz6 un corte medular para asegurar su muerte completa. Se procedié a
limpiar el abdomen con alcohol al 70% para evitar contaminaciones cruzadas y retirar el
exceso de agua y de Eugenol ®. Después, se realizé un corte con el bisturi y tijeras desde
el ano hasta la regién cefalica, para exponer la cavidad abdominal, teniendo cuidado de
no perforar el intestino. El intestino completo se retir6 y se extendié para identificar las
partes anterior, media y posterior (Figura 1-2). De cada parte del intestino, se tom6 un
gramo de tejido que se utilizd para los medios cultivables; con la ayuda del bisturi y con

mucho cuidado a los tejidos muestreados se le retird6 el exceso de excremento. A
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continuacion, se lavo el intestino con alcohol al 96% y se separé en tubos falcon con alcohol
al 96% para congelarlo a -80°C. Este procedimiento se hizo con el objetivo de aislar el ADN

del intestino para los métodos aplicados a microrganismos no cultivables.

Una vez finalizado el proceso, se realizé la limpieza del laboratorio y todos los residuos se
descartaron como riesgo biolégico en bolsas rojas para ser congelados y posteriormente
eliminados adecuadamente. La Figura 2-1, muestra el ejemplar diseccionado y el intestino
separado y pesado.

Figura 2-1: Diseccién y aislamiento de intestino de Panque cochliodon.

Fuente: Elaboracion propia

2.2.3 Anélisis microbioldgico y purificacion de microorganismos

Para ello, se seleccionaron cuidadosamente 3 gramos de intestino completo de cada pez,
compuesto por intestino anterior, medio y posterior, los cuales se utilizaron como muestra
representativa. Inicialmente, las muestras de intestino fueron incubadas en caldo BHI
cerebro-corazén durante 2 horas a una temperatura de 30°C, en una incubadora de
anaerobiosis para favorecer el crecimiento bacteriano. Durante el periodo de incubacién,
se controlaron las condiciones de temperatura y anaerobiosis utilizando termémetros
digitales y una tirilla impregnada en azul de metileno, la cual cambia de color en presencia
de oxigeno, indicando la ausencia de este Ultimo. Estas medidas aseguraron un desarrollo

optimo de las bacterias presentes. Al finalizar las 2 horas de incubacién, se procedi6 a
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macerar de manera independiente los intestinos, esta técnica consistio en triturar o
desintegrar el tejido usando un mortero de porcelana estéril para obtener una mezcla
homogénea. Posteriormente, se realizaron diluciones sucesivas utilizando una serie de
tubos de ensayo, obteniendo asi concentraciones en las muestras de 103, 10, y 10°. Para
el siguiente paso, se llevo a cabo la siembra en superficie en diferentes medios de agar,
Agar BPLS (Verde-brillante Rojo fenolLactosa-Sacarosa) (MERCK, 110747); Agar
MacCONKEY (Merck, 100205); Agar MRS (de MAN, ROGOSA y SHARPE) (Merck,
110660); Agar nutritivo (Merck, 111471) y Agar M17 (Merck, 115108); estos medios de
cultivo proporcionaron las condiciones adecuadas para el crecimiento y desarrollo de
diferentes tipos de bacterias presentes en las muestras. Los medios inoculados fueron
colocados en incubadoras a una temperatura de 30°C +/- 2°C y se permitié su crecimiento
durante un periodo de 48 horas.

Para aislar bacterias Bacillus sp, se seleccion6 la dilucion 102 y se sometié a un
calentamiento a 80°C durante 10 minutos. Este proceso de calentamiento tuvo como
objetivo eliminar otras bacterias presentes en la muestra, dejando Unicamente las
pertenecientes al género Bacillus sp. Después de este tratamiento, se sembré la dilucién
en agar nutritivo, que proporcioné los nutrientes necesarios para el crecimiento exclusivo
de las bacterias deseadas. Después de completar el periodo de incubacion tanto para
Baciilus sp como para los diferentes tipos de bacterias, se procedié al recuento de las
colonias bacterianas presentes en los diferentes medios de agar. Se seleccionaron las
diluciones 103, 104, y 10-°en las que se contaron entre 1y 250 colonias, ya que esta gama
permitié obtener un nimero adecuado de colonias para su posterior analisis, lo que brind6
una visualizacion clara de la distribucion de las colonias a lo largo de las diluciones. A
continuacion, se llevo a cabo la identificacion morfoldgica de las colonias mediante la
técnica de tincion de Gram. Esta técnica permitio clasificar las bacterias en grampositivas
0 gramnegativas, proporcionando informacion valiosa sobre su estructura celular y
composicion de la pared bacteriana. Aquellas colonias que presentaron caracteristicas
particulares y diferentes en su tincion de Gram fueron consideradas como aislados
individuales. Para asegurar la pureza y preservacion de los aislados, se llevaron a cabo
procesos de purificacion, los cuales consisten en el aislamiento de colonias, por medio de
agares selectivos y seleccion de estas por sus caracteristicas morfoldégicas como

elevacion, color, textura y forma similares para asegurar su pureza. Posteriormente se
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realizé técnicas de tincién, como la de Gram, que ayudaron en la identificacion. Por ultimo,
se hicieron subcultivos repetidos en nuevos medios para garantizar completamente la
pureza del aislado. Estos aislados fueron codificados de manera Gnica para su
identificacion y se conservaron a una temperatura de -80°C en tubos plasticos de fondo
conico de 1.5 ml, utilizando una solucién de caldo nutritivo y glicerol como medio de
conservacion. Después de analizar todos los medios de cultivo selectivos y purificar la
microbiota cultivable e identificarlos por microscopia convencional y tincion de Gram, se
procedié a crear un cepario para almacenar y criopreservar los aislados microbianos; de
manera alterna se cred una base de datos con los registros de todas las particularidades
de cada organismo: caracteristicas morfolégicas de las colonias, de los aislados, y como
conservarlas sin cambiar la propiedades bioquimicas, genéticas y fisiolégicas por las que

fueron aisladas.

2.2.4 Analisis pruebas bioquimicas

Para la identificacion de los bacilos esporulados Gram positivos, se utilizaron baterias
bioguimicas convencionales que incluyeron una variedad de pruebas especificas. Los
medios de cultivo utilizados incluyeron Agar SIM (Merck Millipore,105470), Caldo rojo de
fenol base (Merck Milipore,110987), Manitol (Merck Milipore, 443907), Nitrato movilidad
(Merck milipore,14305-500G), Arabinosa (Merck Milipore, 101492), Glucosa (Merck
milipore,117866), Xilosa (Merck, 108689), Gelatina (Merck,107004), Caldo MR-VP (Merck
,105712), Agar huevo-lecitinasa (Merck, 110857), Agar leche, agar caseina (Merck,
110860) y Agar almidon (Merck, 101252). Estas pruebas y medios se seleccionaron por su
capacidad para diferenciar y caracterizar las diferentes especies de bacilos Gram positivos,
con una precision superior al 90%. Durante los procedimientos de cultivo e inoculacion, se
siguieron estrictamente los protocolos sugeridos por el Manual de Bacteriologia
Sistematica de Bergey (Rees et al., 2015), para garantizar la reproducibilidad y

confiabilidad de los resultados.

Para la identificacion de los bacilos Gram negativos, se utilizé el sistema comercial API 20
E Biomerieux. En primer lugar, se estandarizé el inéculo utilizando el patron de McFarland,
garantizando una concentracion adecuada de 1.5 x 108 UFC/mL. Luego, se sigui6 el

protocolo propuesto por Bach, et al (2021). Para obtener cultivos frescos y nuevos, se
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utilizaron los medios de cultivo Agar BPLS y Agar MacConkey, incubandolos durante 24
horas. Posteriormente, cada prueba se inocul6 segun las indicaciones del fabricante y se
realizé la correspondiente lectura. Los resultados obtenidos se tradujeron en un perfil
numeérico que se ingreso6 en el Software APl WEB, proporcionando una identificacién de
los aislados con una precision superior al 95%. Estas pruebas y analisis se llevaron a cabo
en el laboratorio de microbiologia de la Corporacion Universitaria Lasallista (CUL), donde
se disponen de los equipos y recursos necesarios para realizar dichas técnicas de
identificacion bacteriana.

2.2.5 Caracterizacion molecular de la microbiota cultivable

= Extraccion ADN de microorganismos cultivables

El protocolo utilizado para la extraccion de ADN en células bacterianas fue estandarizado
en el laboratorio de microbiologia industrial de la Corporacién Universitaria Lasallista
(CUL). Se empled el kit de extraccion de ADN (ALL-IN-ONE MINI-PREPS KIT
HANDBOOK) de Bio Basic Canada INC. El procedimiento se efectu6é en 17 diferentes
aislados de acuerdo con el siguiente protocolo se tomaron las diferentes cepas aisladas
del agar nutritivo (Merck, 101257) y codificadas internamente , donde cada cepa habia sido
incubada a 30°C durante 18 horas. El total de las colonias crecidas en el medio se transfirié
a un tubo Eppendorf estéril, a este total se adicion6 350 | de buffer lisis. Se procedié a
homogeneizar la muestra sin grumos mediante vértex. La muestra se incub6 a temperatura
ambiente (TA) (21+2°C), durante cinco minutos y luego se centrifugé a 15,000 RPM
durante tres minutos a 4°C. Se transfirié el lisado a una columna (EZ 10 DNA COLUMNA)
y se mantuvo a TA durante un minuto, continuamente centrifugarse a 13,000 RPM. Se
afadieron 350 pl de tampon lisis DRP a la columna de ADN EZ-10 junto con el lisado del
microorganismo, conservando la misma TA y el tiempo; se centrifugd nuevamente a 13,000
RPM y se desecho el liquido. La columna de ADN EZ-10 se coloco en el tubo colector y se
agregaron 500 pl de solucion CW1, para luego volver a centrifugar a 13,000 RPM,
descartando el liquido en el tubo de recogida. Se coloc6 nuevamente la columna de ADN
EZ-10 en el tubo recolector y se agregaron 500 pl de solucion CW2 siguiendo el mismo
procedimiento de la solucion CW1. Luego, se centrifugé a 13,000 RPM durante un minuto

a TAy se descarto el liquido en el tubo de recogida (verificando CW2). Se volvié a colocar
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la columna de centrifugacién y el ADN EZ-10 en el tubo recolector, centrifugando a 13,000
RPM durante dos minutos a TA. Después, la columna de centrifugacion se dejo abierta
durante 5 minutos para permitir la evaporacion completa del etanol. Se transfirié la columna
de centrifugacién a un tubo de centrifuga limpio de 1.5 ml, asegurandose de retirar la
membrana de la columna de ADN EZ-10. Se centrifugd a 13,000 RPM durante un minuto.
Se incorporaron 60 pl de tampon CE directamente en el centro de la membrana de la
columna de ADN EZ-10. Se incubaron durante cinco minutos y luego se centrifugé durante
dos minutos a 13,000 RPM para eluir el ADN (se repitio otro ciclo de dos minutos). Por
ultimo, la solucién en el tubo de centrifuga fue la muestra de ADN obtenida, la cual se
utilizé de inmediato para operaciones moleculares y almacenada posteriormente a una

temperatura de -80°C.

= Cuantificacion del ADN de microorganismos cultivables

Por medio del espectrofotémetro Nanodrop One (ND-ONE-W THERMO SCIENTIFIC). se
evalud la pureza y cantidad del material genético. La medicién se realizé calculando la
absorbancia a una frecuencia de 260 nm, que es especifica para el ADN. Ademas de la
concentracion, la calidad del ADN fue un factor determinante en las aplicaciones
posteriores, como el protocolo de PCR. Para evaluar la pureza del ADN, se calculd la
relaciéon de absorbancia 260/280. Se acepté como parametros de pureza del ADN, una
relacion entre 1.8 y 2.0. Se establecié un valor minimo de 20 ng/ul de ADN para poder
continuar con el protocolo de PCR. Si alguna de las 17 muestras presentaba una
concentracion de ADN mayor de 20 ng/ul de ADN se llevaba a una dilucién en serie hasta
obtener la concentracion Optima, en la Tabla 2-1 se observa el equipo Nanodrop One para

cuantificacion y pureza del ADN.

Tabla 2-1: Valores de concentracion y pureza de ADN de microorganismos cultivables.

MUESTRA NG/uG A260/A280 A260/A230
21 123,5 1.87 2.27
31 47.9 1.82 5.75
11 36.7 1.88 3.19
2 114.7 1.82 3.35
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MUESTRA NG/uG A260/A280 A260/A230
3 43.4 1.76 6.09
5 88.4 1.84 3.05
9 55 1.82 4.62
13 57.7 1.77 4.5
8 40.6 1.87 5.98
14 43.7 1.88 6.72
25 48.3 1.89 5.68
22 66.8 1.85 2,57
33 55.1 1.81 2.93
32 172.3 1.86 21
10 140.8 1.9 2.34
4 94,7 1.83 2.29
1 88.04 1.9 2.07

Fuente: Elaboracién propia

= Amplificacion por PCR de los microorganismos cultivables

En este ensayo se empled una combinacién de cebadores y enzimas termoestables para
obtener volimenes significativos de ADN que luego fueron analizados por secuenciacion.
El protocolo de amplificacién por PCR fue disefiado con el objetivo de lograr una mezcla
de reaccion final que contenia un total de 20 ul por cada microorganismo analizado. Para
comenzar el protocolo, se tomaron 2 ul de ADN con una concentracién inicial de 20 ng/pl.
Se utilizaron los cebadores (primers) especificos 341 F (5-CCTACGGGGCGGCAGCAG-
3) y 805 R (5-GACTACACGGGTATTCTAATCC-3’), que corresponden a la region V3 y
V4 del gen ADNr 16S. Se afadi6 0.2 pl de cada primer a la mezcla, junto con 10 pl de PCR
Master mix que contenia la enzima ADN polimerasa y una solucién tampén que
proporcioné las condiciones Optimas para la reaccion. Ademas, se agregaron 7,6 pl de
agua grado molecular estéril. Posteriormente, se realizd6 la amplificacion en un
termociclador PCR SimpliAmp (APPLIED BIOSYSTEMS) utilizando un programa
especifico: en primer lugar, se llevo a cabo un proceso de desnaturalizacion que separ6
las cadenas de ADN complementarias a una temperatura de 95 °C, obteniendo asi hebras
simples. A continuacion, se procedi6 al apareamiento de los primers a una temperatura de
58°C, la cual se seleccion6 calculando la temperatura de fusion (Tm) basada en el

contenido de guaninas y citosinas. Esto permiti6 que los primers se unieran
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especificamente a las secuencias de ADN obijetivo. Finalmente, se realizé la extension de

la PCR a una temperatura de 72 °C, que es 6ptima para la actividad de la ADN polimerasa.

Este proceso de amplificacién constd de 40 ciclos. Una vez finalizado el programa de
amplificacién, se obtuvo los productos de amplificacion de ADN que correspondian a las
secuencias especificas. El protocolo de amplificacion de PCR utilizado en este estudio
permitid obtener volumenes significativos de ADN a partir de las muestras analizadas. La
utilizacién de marcadores especificos y condiciones de reaccién 6ptimas garantizé la

amplificacion selectiva de las secuencias de interés.

» Electroforesis de los productos de PCR de Ilos
microorganismos cultivables

Para la visualizacién de las bandas amplificadas, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1.0% y al 2.0%, utilizando 1X TAE (Tris-acetato EDTA) como buffer de corrida.
El porcentaje de agarosa se selecciond acorde al rango de tamafio esperado para los
amplicones estimados entre 800 y 1000 pb. Para determinar con precision el tamafio de
los fragmentos amplificados, se utilizé un marcador de peso molecular de 1000 pb. El gel
de agarosa se prepar6 siguiendo el procedimiento estandar, y las muestras de PCR se
cargaron en los pozos del gel junto con el marcador de peso molecular y el GelRed como
tinte fluorescente para la visualizacion del ADN. A continuacion, se aplicé una corriente
eléctrica de 100 Voltios durante 30 minutos para migrar los fragmentos de ADN a través
del gel. Luego del tiempo de corrida, se detuvo la electroforesis y se observaron las bandas
en el gel. Cada banda correspondia a los amplicones generados durante la amplificacién
por PCR. El tamafio de las bandas se compar6 visualmente con el marcador de peso
molecular para determinar la longitud aproximada de los fragmentos amplificados. Una vez
obtenidas las bandas amplificadas, se envi6 la mezcla de reaccion final de PCR al
laboratorio SSiGMoL de la Universidad Nacional de Colombia, sede de Bogota, que brind6
el servicio de secuenciacion. Esta asistencia permitié obtener informacion detallada sobre
la secuencia de nucleétidos de los fragmentos amplificados, lo cual fue fundamental para
el andlisis posterior de los resultados y la identificacién precisa de los microorganismos

presentes en las muestras.
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= Anaélisis bioinformatico de las secuencias obtenidas de los
microorganismos cultivables

Las secuencias obtenidas en el estudio fueron procesadas y editadas utilizando el
programa BioEdit 7.0 (March & Tillett, 1999). Este software permitio realizar modificaciones
y ajustes necesarios en las secuencias para su posterior andlisis. Para comparar las
secuencias modificadas con las bases de datos moleculares, se utilizé el Centro Nacional
de Informacion Biotecnoldgica y Gendmica del NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Mediante la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), se compararon las secuencias para identificar similitudes y
homologias entre las series de ADN de los microorganismos aislados y bacterias
relacionadas taxonémicamente. Con el objetivo de obtener un resultado mas preciso, se
utilizaron algoritmos de alineacion para ordenar las secuencias obtenidas. Posteriormente,
se emple6 el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Mega 11)
(https://www.megasoftware.net), para realizar el alineamiento de las secuencias de
consenso. Mega 11 proporcioné una interfaz intuitiva que ayud6é a la construccion,
visualizacién y andlisis de los arboles filogenéticos. Esto permitié investigar las relaciones
evolutivas entre las especies bacterianas y comprender la diversidad biol6gica basada en
las secuencias. Para la construccion de los arboles filogenéticos, se utilizaron los métodos
de Neighbor-Joining (NJ), segun Tamura K (2020).

2.3 Resultados

2.3.1 Analisis cultivable

Los recuentos bacterianos del intestino de P. cochliodon fueron analizados y se muestran
en la Figura 2-2. Se observé una mayor cantidad de bacilos Gram positivos, con un
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC)/gramo (gr) de 9,9 x 10°, y de cocos
Gram positivos, con un recuento de UFC/gr de 2,8 *10°. En contraste, el recuento de
bacterias acido-lacticas fue menor, con una cantidad de UFC/gr de 2 *10*. Estos resultados
fueron obtenidos para cada una de las diluciones empleadas en el estudio. Se evidencio
para los bacilos Gram negativos, un recuento de 1,5 x 10° UFC/gr, mientras que para los

bacilos Gram positivos se registr6 un recuento de 9,9 x 10° UFC/gr. Se destaca la
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presencia significativa de bacilos Gram positivos y cocos Gram positivos, mientras que las
bacterias acido-lacticas se encontraron en menor cantidad. Estos datos revelan la
diversidad, la abundancia y proporcionan informacién detallada sobre la composicién de
microorganismos en el intestino de esta especie, informacibn que puede tener
implicaciones importantes en su salud y metabolismo. En la Figura 2-2, se indica el
recuento en logaritmo de unidades formadoras de colonia (UFC/g), como medida para
cuantificar la cantidad de microorganismos cultivables presentes en la muestra de la

microbiota intestinal de Panaque cochliodon

Figura 2-2: Recuento en logaritmo de unidades formadoras de colonia (UFC/g) de la

microbiota intestinal de Panaque cochliodon
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5.00
o 4.00
O
5
= 3.00
o
.|
2.00
1.00
0.00 Bacilos Gram .
positivos Bacterias lacticas Cocos Gram Bacilos Gram
esporulados positivos negativos
= Dilucion -3 4.42 2.95 4.42 4.00
Dilucion -4 5.25 3.67 5.09 4.45
m Dilucién -5 6.00 4.37 545 5.17

Fuente: Elaboracién propia

La observacion de las colonias bacterianas revel6 la presencia de caracteristicas
morfolégicas tipicas y significativas, las cuales proporcionaron informacion para su
clasificacion. Se visualizaron diversas formas que presentaban variaciones notables. Entre
ellas, se identificaron diferentes formas irregulares, onduladas y de bordes, lo que aportaba

un aspecto visual distintivo a las diferentes colonias bacterianas. Ademas, se observo que
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la tincién de Gram revelé importantes detalles sobre la composicion de la pared celular de
las bacterias. Algunas colonias mostraron una tincion Gram positiva, caracterizada por un
color purpura intenso, mientras que otras presentaron una tincibn Gram negativa,

manifestandose con un color rosado.

Esta informacion fue relevante para comprender las diferencias en la estructura y
composicion de las cepas bacterianas identificadas, las Figura 2-3 , Figura 2-4 y Figura
2-5, muestran estas diferencias y los medios de cultivo usados.

Figura 2-3: Caracterizacion morfolégica de la colonia y coloracién de célula bacteriana.
Medio de cultivo agar nutritivo, observacion de colonia con forma rizoide, borde rizoide y
consistencia dura. Bacilo largo, Gram positivo. Observacion 100x

Fuente: Elaboracioén propia

Figura 2-4: Identificacibn morfologica de la colonia y coloracién de célula bacteriana.
Medio de cultivo agar BPLS, observacion de colonia con forma irregular, borde ondular y

consistencia suave. Bacilos Gram negativos. Observacion 100x
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Fuente: Elaboracion propi

Figura 2-5: Identificacibn morfologica de la colonia y coloracién de célula bacteriana.
Medio de cultivo agar nutritivo, observacién de colonia con forma irregular, borde lobulado,
elevacién umbilicada y consistencia mucoide. Célula bacteriana alargada con forma de

bastén Gram positivo. Observacion 100x

Fuente: Elaboracién propia
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2.3.2 Pruebas bioquimicas

Para los bacilos Gram negativos el sistema API 20E indic6 un orden predominante, las
Enterobacterales, con cuatro familias diferentes, Enterobacteriaceae, Erwinaceae,
Morganellaceae y Yersinaceae. Los géneros y especies que se indican en la Tabla 2-2,
muestran la codificaciébn correspondiente basada en los registros de aislamiento que
detallan las caracteristicas de la colonia y la identificacion mediante la tincién de Gram y

las pruebas API.

Tabla 2-2: Cultivos bacterianos seleccionados e identificados con el Sistema API 20E.

Identificacion por Identificacion pruebas

Caodigo Caracteristica de la colonia Gram AP
. L Negativo con
Colonia redonda, elevacion convexa, -
003 . . . forma de Erwinia sp
textura lisa brillante y color amarillento. L
colibacilo
Colonia ovalada de pequefio tamafio, Negativo con
005 elevacion plana, textura lisa brillantey ~ forma de Pantoea sp
color blanco amarillento. colibacilo
Colonias redondas irregulares, con
010 bordes bien definidos y una textura Negativo con Providencia
granulada y gran elevacién y color forma de bastén alcalifaciens
amarillento rosado.
Color blanco, redondas irregulares, con Negativo con
011 bordes bien definidos y una textura forma de Providencia stuarti
granulada y gran elevacion. colibacilo
Color blanco, redondas irregulares, con Negativo con
021 bordes bien definidos y una textura forma de Serratia ficaria
granulada y gran elevacion. colibacilo
Colonias redondas, con bordes Neaqativo con
025 definidos y coloracién amarilla, naranja g Citrobacter koseri

y textura lisa forma de bastén

Fuente: Elaboracion propia

Ademas de la identificacion de los aislados intestinales de P. cochliodon que presentaron
coloracion Gram positiva, se llevé a cabo una evaluacién de su actividad enziméatica y
bioquimica en medios de cultivo, estos resultados se indican en la Tabla 2-3. Se determin6
la presencia de cuatro enzimas especificas: catalasa, caseinasa, amilasa y lecitinasa. Se
observé que todos los aislados intestinales de P. cochliodon evaluados presentaban la
enzima catalasa. En cuanto a la caseinasa, enzima que descompone la caseina, se

encontré que todos los aislados intestinales de P. cochliodon también presentaban esta
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actividad enziméatica. En relacion con la lecitinasa, se observé que tres de los aislados

intestinales de P. cochliodon mostraban la actividad de esta enzima. Por Gltimo, la enzima

amilasa, responsable de la descomposicion del almidén, se detecté en cuatro de los

aislados intestinales de P. cochliodon. La actividad enzimatica se evidencié mediante la

formacién de halos alrededor de las colonias bacterianas en los medios de cultivo

especificos (Fotografia en Anexo C). Estos halos indicaron la presencia de las enzimas y

proporcionaron informacién sobre la capacidad de las bacterias para utilizar y

descomponer diferentes sustratos. La Tabla 2-3 muestra la codificacién correspondiente

basada en los registros de aislamiento, que detallan las caracteristicas de la colonia y la

identificacion mediante la tinciobn de Gram y las pruebas bioquimicas.

Tabla 2-3: Caracteristicas bioquimicas de algunas bacterias del género Bacillus.

Identificacion por Identificacién pruebas

Cadigo Caracteristica de la colonia S
Gram bioguimicas
Colonias opacas y blanquecinas, Positivo con
004 circulares con bordes lisos y textura . B.subtillis
forma de bastén
rugosa.
Forma ramificada, color blanco o
008 crema, tienen bordes wregularesy Positivo con ] B.mycoides
grandes y forman una capa gelatinosa forma de bastén
en el medio de cultivo
Redonda y compacta, con bordes bien
definidos. Colonias lisas y brillantes, Positivo con .
032 L . B.sphaericus
con una textura similar a la cera y color forma de bastén
blanco o crema.
Colonias redondas, con bordes -
. L Positivo con .
033 definidos y coloracién blanca o B.circulans
; forma de baston
cremosa, textura lisa.
Redonda con bordes lisos, aspecto PoSitivo con
013 opaco, Colonias lisas, color blanco o B.coagulans
; forma de baston
amarillento.
Color blanco y opaco, redondas o
014 ligeramente irregulares, con bordes Positivo con B.thurigiensis

bien definidos y una textura suave y
gran elevacion.

forma de baston

Fuente: Elaboracién propia
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2.3.3 Caracterizacion de aislamientos cultivables con secuencias
del gen ADNr 16S

Los resultados revelaron la caracterizacion de los aislamientos bacterianos mediante la
secuenciacién del gen ADNr 16S. Se presentaron las afiliaciones filogenéticas y las
similitudes de los microorganismos identificados durante el proceso de secuenciacion, de
esta manera los aislamientos mostraron afinidad filogenética con los phylum
Proteobacteria y Firmicutes, dos grupos bacterianos ampliamente distribuidos y con
diversidad funcional significativa; ademas, se identificaron diversas especies bacterianas
en los aislamientos obtenidos entre ellas, se encontraron: Aeromonas veronii, Enterobacter
mori, Pseudomonas alcaligenes, Citrobacter freundii, Shewanella xiamenensis,
Enterobacter sichuanensis, Leclercia pneumonae paramycoides, Bacillus velezensis,
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus thuringiensis, Bacillus nitratireducens, Bacillus
atrophaeus, Staphylococcus capitis, Staphylococcus pseudoxylosus, Mammaliicoccus
sciuri y Lactococcus cremoris. Las Figura 2-6 y Figura 2-7, muestran los perfiles de
amplificacion de las bacterias aisladas de la microbiota intestinal de P. Cochliodon en los
geles de electroforesis de los productos de PCR convencional; estas imagenes aseguran
la presencia de estas bacterias en las muestras analizadas con diferentes bandas entre
900 y 1000 bp aproximadamente.
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Figura 2-6: Electroforesis de PCR de bacterias aisladas de la microbiota intestinal de
Panaque cochliodon en gel agarosa. Los carriles se organizaron de la siguiente manera:
0, Marcador de Peso Molecular 1000 bp (DNA Ladder II DM2400); 1, Staphylococcus
pseudoxylosus (S04009); 2, Bacillus nitratireducens (MCCC 1A00732); 3, Pseudomonas
alcaligenes (NBRC 14159); 4, Lactococcus cremoris (NBRC 100676); 5, Aeromonas
veronii (115/1); 6, Bacillus velezensis (FZB42); 7, Bacillus atrophaeus (NRRL NRS-213);
7, Citrobacter freundii (NBRC 1268); 8, control positivo Escherichia coli (ATCC 25922); 9,
Enterobacter mori (YIM Hb-3); 10, Enterobacter sichuanensis (WCHECL1597); 11, Bacillus
paramycoides (MCCC 1A04098); 12, control positivo Salmonella thyphimurium (ATCC
14028); 13, control sin ADN molde. En el circulo rojo se evidencia la banda clave.

10 11 12 13

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 2-7: Electroforesis de PCR de bacterias aisladas de la microbiota intestinal de
Panaque cochliodon. en gel agarosa. Los carriles se organizaron de la siguiente manera:
0, Marcador de Peso Molecular 1000 bp (DNA Ladder II DM2400); 1, Mammaliicoccus
sciuri (DSM 20345); 2, Leclercia pneumoniae (49125); 3, Bacillus amyloliquefaciens
(BCRC 11601); 4, Staphylococcus capitis subsp. urealyticus (MAW 8436); 5, Shewanella
xiamenensis (S4); 6, Bacillus thuringiensis (IAM 12077); 7, Staphylococcus pseudoxylosus
(S04009); 8, control positivo Escherichia coli (ATCC 25922); 9, Bacillus velezensis
(FZB42); 10, Enterobacter sichuanensis (WCHECL1597); 11, control sin ADN molde.

Fuente: Elaboracion propia
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= Afiliacidn filogenética de los aislamientos cultivables

Los resultados de la Tabla 2-4 revelan que las identificaciones de las cepas bacterianas
utilizando el software APl WEB y el manual del Bergey, difieren algunas en la filogenia y la

similitud genética encontrada en NCBI.

Los aislados que coincidieron tanto en las pruebas bioquimicas como en las pruebas
moleculares fueron Bacillus thuringiensis y Bacillus paramycoides, con un porcentaje de

similitud entre el 90% y 98% respectivamente.

Tabla 2-4: Identificaciones de las cepas bacterianas utilizando el software APl WEB y el
manual del Bergey.

Software API

Codigo 'dentificacion pruebas  WEB'y al manual .0 61 filogenética simiiitud
API de Bacteriologia -

Bergey genética

005 Pantoea sp 95.30% Enterobacter sichuanensis  98.30%
003 Erwinia sp 97.90% Enterobacter mori 98.90%
0O11 Providencia stuarti 98.00% Leclercia pneumoniae 98.80%
010  Providencia alcalifaciens 99.70% Pseudomonas alcaligenes  99.80%
021 Serratia ficaria 98.00% Shewanella xiamenensis 99.70%
025 Citrobacter koseri 98.00% Aeromonas veronii 99.40%
032 B.sphaericus 90.00% Bacillus velezensis 99.20%
004 B.subtillis 90.00% Bacillus nitratireducens 98.90%
0o14 B.thurigiensis 98.00% Bacillus thuringiensis 99.60%
008 B.mycoides 90.00% Bacillus paramycoides 98.40%
013 B.coagulans 90.00% Bacillus amyloliquefaciens  98.90%
033 B.circulans 90.00% Bacillus atrophaeus 99.50%

Fuente: Elaboracion propia

El arbol filogenético presentado en la Figura 2-8, muestra la estructura éptima obtenida a
partir de los datos analizados. El arbol se dibujé a escala 0,02, lo que significé que las
longitudes de las ramas representaron las distancias evolutivas en las mismas
unidades.Para inferir el arbol filogenético; en total se analizaron 377 posiciones en el
conjunto de datos final; los nUmeros de acceso al GenBank (identificadores Unicos), se
indican entre paréntesis, estos niumeros permitieron una facil referencia y acceso a la

informacion detallada sobre las secuencias y las especies relacionadas.
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El clado | del arbol filogenético agrup6 diez secuencias relacionadas con tres diferentes
familias bacterianas. En primer lugar, en la familia Micrococcacea, representada por los
microorganismos  Staphylococcus  capitis,  Staphylococcus  pseudoxylosus vy
Mammaliicoccus sciuri. Estos compartieron una similitud genética en un rango del 96.42%
al 99.89%. La siguiente familia en el clado | fue Bacillaceae, que incluy6 las especies B.
paramycoides, B. velezensis, B. amyloliquefaciens, B. thuringiensis, B. nitratireducens y B.
atrophaeus. Estas bacterias estuvieron estrechamente relacionadas y presentaron
similitudes genéticas en un rango del 96.12% al 98.99%. Por ultimo, en el clado | se
encontré la familia Streptococcaceae, representada por la especie Lactococcus cremoris,
gue compartié una similitud genética de 98.67%.

El clado Il del arbol filogenético relaciono siete secuencias pertenecientes a cuatro familias
bacterianas diferentes. En primer lugar, se encontré la familia Aeromonadaceae,
representada por la especie Aeromonas veronii; en segundo lugar, se identificaron
bacterias de la familia Enterobacteriaceae, incluyendo los microorganismos Enterobacter
mori, Leclercia pneumonaie y Citrobacter freundii. Ademas, se halld la familia
Shewanellaceae, representada por la especie Shewanella xiamenesis. Por ultimo, en el
clado Il se identific6 la familia Pseudomonadaceae, con la especie Pseudomona
alcaligenes (Figura 2-8). Las bacterias en el clado Il presentaron una similitud genética en
el rango del 96.82% al 99.89%.
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Figura 2-8. Arbol filogenético de bacterias aisladas del tracto intestinal de P.cochliodon
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008
100 | Bacillus thuringiensis (1AM 12077)
014
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Fuente: Elaboracion propia
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2.4 Discusion

El presente estudio proporciona el primer informe sobre las cepas nativas cultivables
asociadas al tracto gastrointestinal de P. cochcliodon. Existen varios factores que pueden
afectar la estructura del microbioma en peces: la captura y el confinamiento (A. R. Wang
et al., 2018); el entorno en el que los peces habitan, la filogenia, la genética del hospedero
y las dietas que consumen (Clements et al., 2014), asi como la eleccion de alimentos y la
disponibilidad de nutrientes (Fishelson et al., 1985; Muegge et al., 2011, Scott et al., 2013).
Se sabe que los principales grupos de bacterias que colonizan el tracto gastrointestinal en
peces son aerobias, anaerobias facultativas y anaerobias obligadas (Llewellyn et al., 2014)
y, especificamente en peces de agua dulce, predominan bacterias de los géneros
Aeromonas, Pseudomonas y Bacteroides tipo A, junto con Plesiomonas. Los grupos
menos abundantes incluyen Enterobacteriaceae, Micrococcus, Acinetobacter, Clostridium,
Bacteroides tipo B y Fusarium (Austin, 2006; Gomez & Balcézar, 2008). En el presente
estudio, se identificaron poblaciones del orden Enterobacterales, cuyas caracteristicas
estan asociadas a procesos fermentativos de glucosa y otros carbohidratos. Sin embargo,
también se ha observado que estas bacterias pueden estar relacionadas con
enfermedades debido a su naturaleza oportunista (Tire et al., 2022). Se han reportado
hallazgos similares en la especie Piaractus brachypomus (Puello-Caballero et al., 2018) y
en otras especies de agua dulce, aunque utilizando métodos moleculares para este mismo
phylum. Estos estudios incluyen especies como Oncorhynchus mykiss (Michl et al., 2017),
Megalograma amblycephala, Ctenopharyngdon idellus, Carassius auratus, Ciprinus carpio,
Hypophthalmichthys nobilis y H. molitrix (Liu et al., 2016), Oreochromis niloticus (Zhai et
al., 2017), Ictalurus punctatus (Bledsoe et al., 2016) y Danio rerio (Green et al., 2023)

Teniendo en cuenta el origen de las capturas, se espera que las influencias antropogénicas
y ambientales puedan determinar la presencia de estos grupos en P. cochcliodon, como
se ha demostrado en otros estudios (Austin, 2006); (Llewellyn et al., 2014). Ademas, el
hébito alimenticio particular de P. cochliodon podria proporcionar informacion sobre la
presencia de estos microorganismos y su importancia en la transformacion de la materia
vegetal para obtener energia. Se ha descubierto que muchos comedores de madera, como
Panaque nigrolineatus e Hypostomus pyrineusi, utilizan el biofilm asociado a la madera

como fuente de microorganismos con actividad celulolitica, formando parte de su dieta
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detritivora o xil6faga natural (D. P. German, 2009; D. German & Bittong, 2009; McCauley
et al., 2020). Ademas, estudios con is6topos han demostrado una mayor actividad
descomponedora en los organismos asociados al biofilm en comparacion con los
microorganismos endosimbidticos (Lujan et al., 2011). Estos hallazgos también se han
corroborado en otros comedores de madera, como Panagolus albomaculatus, Panagolus
gnomus, Panagolus nocturnus y Panaque bathyphilus, lo que sugiere un papel mas
importante del microbioma del ambiente (madera y biofilm) que del microbioma intestinal
(McCauley et al., 2020), incluso en peces con diferentes habitos alimenticios (Kim et al.,
2021). Se acepta que la concentracion de microorganismos bacterianos en el tracto
gastrointestinal de los peces puede superar los 108 heterétrofos/gr y 10° anaerobios/gr
(Kamei et al., 1985; Talwar et al., 2018; Trust & Sparrow, 1974; (A. R. Wang et al., 2018);

Yoshimizu & Kimura, 1976); en este estudio, se encontraron valores superiores a 10°.

Un phylum importante en peces es Firmicutes, que junto con Proteobacteria y
Bacteroidetes, representan mas del 90% de la microbiota intestinal (Talwar et al., 2018).
En P. cochliodon, también se identificé Firmicutes, y se han reportado hallazgos similares
en una variedad de peces de agua dulce con diferentes habitos alimenticios (Izvekova et
al., 2007). Dentro de Firmicutes se encuentra el género Bacillus, que es Grampositivo,
catalasa positivo, forma endosporas y puede ser aerdbico o anaerobio facultativo. Bacillus
sp es muy comun en la naturaleza, incluyendo ambientes acuaticos (Ichimatsu et al., 2000);
(Motta et al., 2004) y en el tracto gastrointestinal de los peces (A K Ray et al., 2012). El
género Bacillus sp incluye especies con caracteristicas especiales y de interés para la
bioindustria, como la produccion de diversas enzimas como amilasas, lipasas, proteinasas,
celulasas, xilanasas y fitasas, entre otras (A K Ray et al., 2012). También se ha demostrado
gue algunas especies de Bacillus producen fungistaticos y bacteriocinas (Abriouel et al.,
2011).

Por otra parte, la presencia de B. coagulans en el tracto gastrointestinal de peces ha sido
ampliamente documentada en diferentes especies, como Catla catla, Labeo rohita y
Cirrinhus mrigala. Estas investigaciones han revelado la actividad de enzimas clave como
la amilasa, la proteasa y la celulasa, lo que sugiere que esta bacteria desempefia un papel

importante en la digestion y la utilizacion de nutrientes en estos peces (A. Ray et al., 2010).
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Otra especie de Bacillus sp, B. circulans, también se ha encontrado en el tracto
gastrointestinal de peces como Cyprinus carpio, Oreochromis mossambicus Yy
Ctenopharyngodon ldella, mostrando una elevada actividad celulolitica. Esto indica que
estas bacterias son capaces de descomponer la celulosa y aprovecharla como fuente de
energia (Arun K. Ray et al., 2007); (Saha et al., 2006), lo que podria reforzar su hallazgo e
importancia en P. cochcliodon. En el caso de Salmo salar, se ha reportado la presencia de
B. thurigiensis, que exhibe un amplio espectro de actividad enzimatica, lo que podria
implicar una capacidad versatil para la utilizacion de diferentes sustratos (Askarian et al.,
2012). Ademas de su capacidad enzimatica, la capacidad de las especies de Bacillus sp
para formar esporas les confiere una ventaja significativa en diversos habitats. Estas
bacterias han demostrado ser eficientes en la bio-remediacion de aguas residuales
industriales, contribuyendo a la eliminacion de contaminantes y mejorando la calidad del
agua (Deng et al., 2020; Wrobel et al., 2023). También se ha destacado su papel en el
mantenimiento de la calidad del agua en acuicultura, lo que es crucial para garantizar un
entorno Optimo para el crecimiento y bienestar de los peces (Hlordzi et al., 2020) .En este
sentido, se ha subrayado su potencial en la promocién de una acuicultura sustentable, al
brindar soluciones efectivas y amigables con el medio ambiente (Kamilya & Devi, 2022).
La aplicacién de especies de Bacillus sp como probiéticos en diferentes modelos animales
ha ganado reconocimiento y atencién; en peces, estos probiéticos han demostrado
beneficios significativos, como la mejora del crecimiento y la eficiencia alimenticia, el
aumento de la resistencia al estrés, la estimulaciéon del sistema inmunoldgico y la
proteccion contra enfermedades (Gutiérrez-Ramirez et al., 2016; Tan et al., 2019; Chu et
al., 2020; Meidong et al., 2021). Su uso se considera una estrategia prometedora para
promover el bienestar general de los peces en la acuicultura, optimizando su rendimiento

y reduciendo el impacto de enfermedades y factores estresantes (Carnevali et al., 2017).

Los estudios realizados en microbiota de peces son determinantes para identificar los
procesos de absorcién de nutrientes en especimenes que, como el Panaque sp utilizan
fuentes de carbono complejas y diversas, y desde alli alcanzan sus requerimientos
nutricionales (Castafieda-Monsalve et al., 2019), estas afirmaciones ratifican la importancia
de los hallazgos encontrados en la microbiota de este pez, maxime que constituye el primer

reporte para la especie cochliodon.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas biogquimicas, se observaron
diferencias en cuanto al género y especie de las cepas bacterianas, al compararlas con los

resultados obtenidos en las pruebas moleculares.

Los resultados evidencian que las pruebas moleculares son una alternativa de deteccion
de microorganismos, ademas que disminuyen el tiempo para la emision de los resultados
de dias a horas, aportando una alta sensibilidad y especificidad (Huertas-Caro et al., 2019)
sin embargo, las pruebas bioquimicas también aportan ventajas en la identificacion del
comportamiento fisiolégico del microorganismo, especialmente por la capacidad que estas
presentan de degradar y metabolizar compuestos organicos e inorganicos presentes en

las baterias bioquimicas.

En los estudios de diversidad del microbioma realizados en esta investigacion, se encontrd
gue los grupos mas abundantes en el tracto gastro intestinal de P.cochliodon pertenecen
a los phylum Firmicutes y Proteobacteria, resultados similares a los reportados por varios
autores (A. Wang et al., 2017 y Borges et al.,2021).






3. Capitulo 3. Caracterizacion molecular de
la microbiota no cultivable en Panaque
cochliodon

3.1 Metodologia

3.1.1 Extraccion de ADN de microbiota no cultivable del intestino
de P. cochliodon

Para la extraccion del ADN de la microbiota intestinal no cultivable, se emple6 el kit de
extraccion DNA BIO BASIC CANADA INC ALL-IN-ONE MINI-PREPS KIT HANDBOOK
(TISSUE). El procedimiento se llevé a cabo en las 27 muestras de tejido seleccionadas de
la siguiente manera: 9 muestras de intestino anterior, 9 muestras de intestino medio y 9 de
intestino posterior, inicialmente, se macer6 de manera independiente cada muestra de
cada intestino en un crisol de porcelana utilizando nitrégeno liquido. Se tomaron
aproximadamente 150 miligramos de intestino y se transfirieron a un tubo plastico de fondo
conico de 2,0 ml. Luego, se adicion6 350 ul de buffer lisis. La muestra se homogeneiz6
mediante vortex hasta obtener una consistencia uniforme, sin grumos. El tubo se incub6 a
temperatura ambiente (TA) durante cinco minutos y, posteriormente, se centrifugé a 15.000
RPM durante tres minutos a 4°C. El lisado obtenido se transfirié a una columna EZ 10 DNA
y se mantuvo a TA durante un minuto. A continuacion, se centrifug6 a 13.000 RPM durante
un minuto a TA, desechando el liquido resultante. Se procedié a agregar 350 ul de tamp6n
lisis DRP a la columna de ADN EZ-10 y se mantuvo a TA durante un minuto. Luego se
centrifugd a 13.000 RPM durante un minuto a TA, el liquido resultante se desechd. La
columna de ADN EZ-10 se colocé en el tubo de recoleccion y se afiadieron 500 pl de
solucion CW1 a la columna. Se mantuvo a TA durante un minuto y luego se centrifugé a
1300 RPM durante un minuto a TA, desechando el liquido en el tubo de recogida. A

continuacion, se repitié el proceso al colocar nuevamente la columna de ADN EZ-10 en el
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tubo de recoleccion y se agregaron 500 pl de solucion CW2 a la columna. Se mantuvo a
TA durante un minuto y luego se centrifugd a 13.000 RPM durante un minuto a TA,
desechando el liquido resultante en el tubo de recogida (verificar CW2). Para finalizar, la
columna de ADN EZ-10 se colocé en el tubo de recoleccion y se centrifugd a 13.000 RPM
durante dos minutos a TA. Se dejé la columna de centrifugacién abierta a TA durante cinco
minutos para permitir que el etanol se evaporara completamente. Luego se transfirio la
columna de centrifugacién a un tubo de centrifuga limpio de 1.5 ml, asegurandose de retirar
la membrana de la columna de ADN EZ-10. Posteriormente, se centrifug6 a 13.000 RPM
durante un minuto. Se afadieron 60 ul de tampén CE directamente en la parte central de
la membrana de la columna de ADN EZ-10. Se incubé a TA durante cinco minutos y luego
se centrifugd durante dos minutos a 13.000 RPM para eluir el ADN (se repiti6 otro ciclo de
dos minutos). La solucién en el tubo de centrifuga contenia la muestra de ADN, la cual
pudo utilizarse inmediatamente para andlisis moleculares o almacenarse a una

temperatura de -80°C para su uso posterior.

= Cuantificacion del ADN de microbiota no cultivable del
intestino de P. cochliodon

Para medir con alta precision y sensibilidad las concentraciones de ADN, se empled un
fluorometro (QUBIT 4.0 FLUOROMETRO INVITROGEN Q33226). Esta metodologia
ofreci6 varias ventajas al minimizar los efectos de los contaminantes y el ruido del ADN o
ARN degradados presentes en cada muestra. La precision y sensibilidad del fluorémetro
permitieron realizar mediciones confiables, incluso en concentraciones bajas de ADN.
En las 27 muestras de tejido analizadas, se observaron concentraciones minimas de ADN
de 28,8 ng/ul, lo cual indic6 que, incluso, la muestra con menor concentracion de ADN adn
contenia una cantidad suficiente para su posterior andlisis; por otro lado, las
concentraciones maximas de ADN alcanzaron los 57,7 ng/ul. Estas concentraciones fueron
consideradas adecuadas para su uso en la amplificacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). En la Tabla 3-1, se presenta la cuantificacion del ADN intestinal y los
resultados de la visualizacion de las bandas de PCR de la microbiota intestinal de los

ejemplares de P.cochliodon.

Tabla 3-1: Cuantificacion ADN de intestino de ejemplares de Panaque cochliodon
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NUmero de la

muestra Muestra secciones Intestino ADN Resultado (ng/ul)
1 A 57.9
2 Al 32.8
3 A2 49.9
4 A3 50

5 A4 41.7
6 A5 45.4
7 A6 46.3
8 A7 49.4
9 A8 39.4
10 M 50
1 M1 35.7
12 M2 37.8
13 M3 37.3
14 M4 48.9
15 M5 55
16 M6 52
17 M7 51
18 M8 28.2
19 P 29.4
20 P1 52
21 P2 53
22 P3 55
23 P4 54
24 P5 57
25 P6 57
26 P7 43.7
27 P8 57

Fuente: Elaboracion propia

= Amplificacion por PCR de secuencias de microbiota no
cultivable del intestino de P. cochliodon

La amplificacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se utiliz6 como un
procedimiento fundamental para replicar de manera precisa y rapida las secuencias
especificas de ADN obtenidas de los microorganismos de interés. Se implement6 una
combinacién de cebadores y enzimas termoestables para obtener volimenes significativos
de ADN aptos para su posterior analisis por secuenciacion. Para disefar la amplificacién
de PCR, se prepardé una mezcla de reaccién final de 12.5 pl para cada muestra. El

protocolo se inicio con la adicion de 2 pl de ADN como molde. Los cebadores especificos
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utilizados para amplificar el gen completo del ADNr 16S fueron 27 F (5'-
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG - 3) y 1492 R (5- TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3).
A la mezcla se agregaron 0.25 pl de cada cebador, asi como 6,25 pl del PCR master mix,
gue contenia la enzima ADN polimerasa y una solucién tampoén 6ptima para la reaccion.
El volumen final de reaccion se complet6 con 3,75 ul de agua estéril de grado molecular.
Posteriormente, se llevdo a cabo la amplificacion en un termociclador PCR Miniamp
(APPLIED BIOSYSTEM). Mediante un programa especifico, se realiz6 una etapa de
desnaturalizacién a una temperatura de 94 °C durante 30 segundos, lo que permitid
separar las dos cadenas de ADN complementarias, obteniendo asi hebras simples. A
continuacion, se realiz6 la etapa de apareamiento de los cebadores a una temperatura de
55 °C durante 40 segundos, la cual fue seleccionada con base al calculo de la temperatura
de fusiéon (TM) y al contenido de guaninas y citosinas presentes en los cebadores. Esta
etapa facilité la union especifica de los cebadores a las secuencias objetivo del ADN.
Finalmente, se llevo a cabo la etapa de extensién a una temperatura de 68 °C durante dos
minutos, para asegurar la actividad completa de la ADN polimerasa y la finalizacion de la
sintesis de las cadenas complementarias. La amplificacién se realizé a lo largo de 30 ciclos
y el programa de PCR se concluyd con una etapa de mantenimiento a 4 °C infinito. De esta

manera, se generaron los productos de amplificacién de ADN mediante PCR convencional.

» Electroforesis de los productos de PCR de microbiota no
cultivable del intestino de P. cochliodon

Para la visualizacién de las bandas amplificadas de las 27 muestras de ADN, se aplico el
mismo protocolo ejecutado para los productos de PCR de la microbiota cultivable.
Posteriormente, se procedio a la visualizacion de las bandas de ADN en el gel de agarosa.
Para esto, se utilizd un sistema de tincién GelRed como tinte fluorescente que ayudo a
resaltar las moléculas de ADN y hacerlas visibles. Esto permitié confirmar la presencia de
los amplicones esperados de 1500 pb y verificar la calidad de las amplificaciones
obtenidas. Luego, las muestras de la mezcla de reaccion final de PCR, que contenian los
productos amplificados de ADN, fueron enviadas al laboratorio genémico de One Health
de la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, donde se llevd a cabo la

secuenciacion de los nucleétidos de interés presentes en cada muestra.
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= Secuenciacion de la microbiota no cultivable

Se selecciond el gen ADNr 16S debido a su alta conservacion y presencia en el ADN
bacteriano. Para realizar la secuenciacion, se prepard una biblioteca de ADN, la cual
consisti6 en cargar la plataforma de secuenciacion del sistema MinlION de Oxford
Nanopore Technologies; este sistema utiliza nanoporos para dirigir los fragmentos de ADN
durante el proceso de secuenciacion. En primera instancia, se dividié el ADN amplificado
en fragmentos mas grandes y se agregaron adaptadores a sus extremos. Los adaptadores
contenian secuencias especificas que permitieron el reconocimiento de los nanoporos en
el secuenciador. Luego, se cargo la biblioteca de ADN en el secuenciador, permitiendo que
los fragmentos de ADN pasaran a través de los nanoporos de forma individual. Cada
nanoporo estaba equipado con sensores capaces de detectar cambios en la conductancia
eléctrica a medida que el ADN pasaba, la secuenciacion se llevo a cabo en tiempo real
mientras los fragmentos de ADN atravesaron los hanoporos, y se registraron las sefiales
de conductancia eléctrica generadas por los cambios en la estructura del ADN. Estas
seflales de conductancia eléctrica se convirtieron en datos digitales, los cuales
posteriormente se utilizaron para reconstruir la secuencia original del ADN. Una vez
finalizada la secuenciacion, se procedio al andlisis de los datos obtenidos. Dichos datos
fueron procesados y analizados para identificar las secuencias de ADN correspondientes
al gen 16S de las bacterias presentes en la muestra. Este analisis implicd la comparacion
de las secuencias obtenidas con bases de datos de referencia que contenian informacion
sobre los diferentes genotipos y la composicion bacteriana. Gracias a este proceso, fue
posible identificar y cuantificar las especies bacterianas presentes en el tracto
gastrointestinal, proporcionando informacién relevante sobre la diversidad y la estructura

de la comunidad bacteriana en el Panaque cochliodon.

= Analisis bioinformatico de la microbiota no cultivable

Durante el proceso de secuenciacion, se generaron archivos en formato FASTQ
(https://learn.gencore.bio.nyu.edu/ngs-file-formats/fastg-format), ampliamente utilizados
en estudios de secuenciacion genomica, que contenian informacion sobre las secuencias
de ADN obtenidas. El andlisis bioinformatico se llevo a cabo en varias etapas para obtener
una visién completa de la composicion y estructura de la microbiota intestinal. En el primer
paso, se realiz6 el preprocesamiento de datos y la asignacién de secuencias de codigos

de barras (barcodes), utilizando la herramienta Barcoder Guppy
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(https://dashboard.hpc.unimelb.edu.au/software/guppy). Esto ayudé a identificar y asignar
las secuencias a las muestras correspondientes para un analisis preciso de la microbiota
en cada muestra. Posteriormente, se procedié a la concatenacion de las lecturas (reads)
de ADN, tomando la carpeta correspondiente a cada barcode y uniendo todos los reads
en un solo archivo. En el segundo paso, se detectaron y corrigieron errores mediante la
herramienta Seqkit (https://bioinf.shenwei.me/segkit). Esta correccion elimind duplicados
en las secuencias obtenidas, evitando la sobre representacién y asegurando una
representacion mas precisa de la microbiota intestinal. Para evaluar la calidad de los datos,
se utilizé FastQC (https://pbertinblog.wordpress.com/fastgc), una herramienta que analizé
la distribucion de las bases, el contenido de secuencias duplicadas, la presencia de
adaptadores y otros ruidos que podrian afectar la interpretacion de los resultados. Este
andlisis proporcioné informacion importante sobre la calidad de los datos secuenciados.
En el tercer paso, se agruparon las secuencias similares y se realizaron filtrados utilizando
Nanofilt (https://pypi.org/project/NanoFilt). Esta herramienta permitié eliminar lecturas de
baja calidad, adaptadores y secuencias cortas no deseadas que pudiesen haber sido
generadas durante la secuenciacién por nanoporos en la microbiota intestinal. Se
establecieron pardmetros de calidad para los reads, asegurando la seleccién de
secuencias con un valor 6ptimo de alrededor de 1600 a 2000 pares de bases.
Posteriormente, se verificaron nuevamente los parametros de calidad utilizando NanoPlot
(https://bio.tools/nanoplot). Esta herramienta proporcioné una visualizaciéon detallada de
los datos filtrados, incluyendo gréficos y estadisticas para evaluar la calidad de las lecturas,
la distribucién de longitudes de secuencia y el contenido de bases. El cuarto paso consistié
en la asignacion taxondémica de las secuencias gendémicas de la microbiota intestinal
utilizando Kraken 2 (https://ccb.jhu.edu/software/kraken2). Esta herramienta emple6 la
base de datos ARN ribosémico de Silva (https://www.arb-silva) para asignar una identidad
taxondémica a las secuencias, basandose en su similitud con las secuencias de referencia
en la base de datos. Esto facilité identificar y cuantificar los diferentes microorganismos
presentes en las muestras, proporcionando informacion detallada sobre la composicion
taxondmica de la microbiota intestinal y facilitando el analisis comparativo entre muestras
o grupos de estudio. En el quinto paso, se llevo a cabo el analisis de diversidad utilizando
Pavian (https://github.com/fbreitwieser/pavian/), esta herramienta de visualizacién aporto
al andlisis y a la representacion gréfica los datos obtenidos, incluyendo informacién

taxonomica, filogenética y funcional. Esto proporciond una interpretacion mas sencilla y
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una identificacion mas precisa de los patrones de diversidad en la microbiota intestinal. Por
altimo, se realizaron analisis adicionales utilizando el lenguaje de programacion estadistica
R, The R Project for Statistical Computing, (https://www.r-project.org/). Estos analisis
permitieron comparar las composiciones de la microbiota intestinal del Panaque cochliodon
entre diferentes muestras o grupos, con el objetivo de identificar diferencias significativas

y obtener una mayor comprension de la estructura y diversidad de la microbiota en este

organismo.

3.2 Resultados

3.2.1 Caracterizacion de microbiota intestinal no cultivable con el

gen ADNr 16S

Como resultado de los protocolos de extraccion y demas metodoldgicos, en la Tabla 3-2,
se registraron y clasificaron las diferentes secuencias obtenidas a partir de las muestras
intestinales de cada individuo, con su correspondiente Barcode, siendo Unico para cada

muestra, garantizando su integridad y trazabilidad y facilitando la interpretacién y

comparacion de los datos.

Tabla 3-2: Barcodes de la microbiota intestinal de Panaque cochliodon

ADN intestinal Barcodes
Panaques cochliodon
ID Pools BC
A
Al Pool 1 BC02
A2
A3
Intestino anterior de 3 ejemplares Ad Pool 2 BCO3
A5
A6
A7 Pool 3 BC04
A8
M
Intestino Medio de 3 ejemplares M1 Pool 4 BCO5

M2
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ADN intestinal Barcodes

Panaques cochliodon
ID Pools BC

M3
M4 Pool 5 BCO06
M5
M6
M7 Pool 6 BCO7
M8
P
P1 Pool 7 BCO08
P2
P3

Intestino posterior de 3 ejemplares P4 Pool 8 BCO09
P5
P6
P7 Pool 9 BC10
P8

Fuente: Elaboracién propia

= Electroforesis de los productos de PCR de la microbiota
intestinal no cultivable con el gen ADNr 16S

En las Figura 3-1y Figura 3-2 se observan diferentes bandas bien definidas y organizadas

de la siguiente forma:

Figura 3-1: Electroforesis de PCR secciones anterior y medio del intestino de la microbiota
no cultivable de Panaque cochliodon. Los carriles con la letra A corresponden al intestino
anterior, los carriles con la letra M corresponden al intestino medio y los carriles con la letra
P corresponden al intestino posterior, CP corresponde al control positivo Escherichia coli
(ATCC 25922) y CN corresponde al control negativo sin ADN molde. Ademas, se
incluyeron los carriles de 1kb, que correspondieron al marcador de peso molecular de

15000 pb (1% agarosa tincidbn en SYBR safe). Las muestras visualizadas presentan
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diferentes bandas cuyo peso molecular esta entre las 1500 pb (amplicon esperado), para

las dos figuras.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 3-2: Electroforesis de PCR secciones anterior y medio del intestino de la microbiota
no cultivable de Panaque cochliodon. Los carriles con la letra A corresponden al intestino
anterior, los carriles con la letra M corresponden al intestino medio y los carriles con la letra
P corresponden al intestino posterior, CP corresponde al control positivo Escherichia coli
(ATCC 25922) y CN corresponde al control negativo sin ADN molde. Ademas, se
incluyeron los carriles de 1kb, que correspondieron al marcador de peso molecular de
15000 pb (1% agarosa tincion en SYBR safe). Las muestras visualizadas presentan
diferentes bandas cuyo peso molecular esté entre las 1500 pb (amplicén esperado), para

las dos figuras.

Fuente: Elaboracion propia

= Diagramas de flujo de las secuencias gendmicas de la
microbiota intestinal no cultivable con el gen ADNr 16S

Los resultados obtenidos mediante los diagramas Sankey generados a partir de Kraken 2
brindaron una herramienta invaluable para la interpretacion y visualizacién de los datos.
Estos esquemas permitieron representar de manera grafica y comprensible la informacion
sobre la composicion taxonémica de la microbiota intestinal. En los diagramas Sankey, el
ancho del flujo de las conexiones entre nodos fue proporcional al nimero de lecturas
asignadas a cada categoria taxondmica. De esta manera, se pudo apreciar visualmente la
abundancia relativa de cada grupo taxondmico identificado en las muestras analizadas.
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Ademds, cada nodo en el diagrama Sankey representé un nivel taxonémico especifico,
este cddigo de rango proporciond una representacion visual rapida de la jerarquia
taxondmica de las especies identificadas. Por ejemplo, se utilizaron letras para indicar el
dominio (D), filo (P), clase (C), orden (O), familia (F) y género (G) de las especies
identificadas. Los numeros sobre cada nodo indicaron el nidmero de coincidencias o
similitudes encontradas entre las secuencias, lo que brindé informacion adicional sobre la
abundancia y diversidad de las especies identificadas en cada nivel taxonémico. Para
facilitar la interpretacion de los diagramas Sankey, se utilizé un codigo de colores y rango
en la parte inferior del diagrama. Las Figura 3-3 a Figura 3-11 indican estos hallazgos.

= Secuencias del intestino anterior

Los diagramas de las Figura 3-3, Figura 3-4 y Figura 3-5, brindaron una representacion
visual detallada de la diversidad y la abundancia relativa de los phylum presentes en el
intestino anterior de los ejemplares de P. Cochliodon. Se identificaron los 10 phylum méas
representativos, que incluyeron Verrucomicrobiota, Proteobacteria, Planctomycetota,
Myxococcota, Fusobacteriota, Firmicutes, Cyanobacteria, Bdellovibrionota, Bacteroidota y
Actinobacteriota Se observo que el flujo y el ancho de las conexiones fueron mayores para
el phylum Proteobacteria, con una abundancia relativa del 41.51%. En segundo lugar, se
encontré Cyanobacteria, con un 24.33%, seguido por Fusobacteriota, con un 16.53%. Por
otro lado, los dos phylum con menor abundancia relativa fueron Bdellovibrionota, con un
2.32%, y Planctomycetota, con un 4.16%. Ademas, se logré determinar la presencia de los
géneros: Arenimonas sp, Rhodobacter sp, Paracoccus sp y Gemmobacter sp,
pertenecientes al phylum Proteobacteria; los géneros Cetobacterirum y Fusobacterium del
phylum Fusobacteriota; estos patrones reflejaron el nimero de similitudes encontradas
entre las secuencias analizadas, brindando informacion de cada grupo taxonémico en el

intestino anterior de los ejemplares de P. cochliodon.
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Figura 3-3: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO2 del intestino anterior de
Panaque cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C),
orden (O), familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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Figura 3-4: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO3 del intestino anterior de
Panaque cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C),
orden (O), familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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Figura 3-5: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO4 del intestino anterior de
Panaque cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C),
orden (O), familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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= Secuencias el intestino medio.

Los diagramas de las Figura 3-6, Figura 3-7 y Figura 3-8 proporcionaron una
representacion visual detallada de la diversidad y la abundancia relativa de los phylum
presentes en el intestino medio de los ejemplares de Panaque cochliodon. Se identificaron
los 10 phylum mas representativos, entre los que se encontraron Verrucomicrobiota,
Proteobacteria, Planctomycetota, Fusobacteriota, Firmicutes, Desulfobacterota,
Cyanobacteria, Bdellovibrionota, Bacteroidota y Actinobacteriota. Se observé que el flujo y
el ancho de las conexiones fueron mayores para el phylum Proteobacteria, lo que indicé
una mayor abundancia relativa del 44.60%, los géneros representativos de este phylum
fueron: Arenimonas sp, Aeromonas sp, Rhodobacter sp y Stenotrophomonas sp. En
segundo lugar, se encontré Fusobacteriota, con un 20.04%; seguido por Cyanobacteria,
con un 17.014%, Por otro lado, los dos phylum con menor abundancia relativa fueron
Bdellovibrionota, con un 1.03%, y Bacteroidota, con un 4.56%. Dentro del phylum
Fusobacteriota, se presentaron los géneros Cetobacterirum y Fusobacterium. Dentro del
phylum Firmicutes, se destacaron los géneros bacterianos Clostridium sensu strito 1 y

Rombustia
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Figura 3-6: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO5 del intestino Medio de Panaque
cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C), orden (O),
familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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Figura 3-7: Diagrama de flujo de las secuencias del BC06 del intestino Medio de Panaque
cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C), orden (O),
familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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Figura 3-8: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO7 del intestino Medio de
Panaque cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C),
orden (O), familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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Fuente: Elaboracion propia

= Secuencias del intestino posterior

Los diagramas de las Figura 3-9, Figura 3-10, y Figura 3-11 entregaron una representacion
visual detallada de la diversidad y la abundancia relativa de los phylum presentes en el
intestino posterior de los ejemplares de Panaque cochliodon. Se identificaron los 10 phylum
mas representativos, entre los que se encontraban Verrucomicrobiota, Proteobacteria,
Planctomycetota, Fusobacteriota, Firmicutes, Cyanobacteria, Chloroflexi, Bdellovibrionota,
Bacteroidota y Actinobacteriota. Se observé que el flujo y el ancho de las conexiones
fueron mayores para el phylum Proteobacteria, con la mayor abundancia relativa de
56.13%. En segundo lugar, se encontr6 Cyanobacteria con 12,79%. Seguido por
Planctomycetota con 16,31%. Por otro lado, los dos phylum con menor abundancia relativa
fueron Bacteroidota 1,90% y Firmicutes, con un 1.48%. de este grupo taxonémico en el
intestino posterior. Las familias Isosphaeraceae y Gemmataceae se destacaron dentro del
phylum Planctomycetota, Ademas, el phylum Proteobacteria también present6 un flujo y

un ancho identificando géneros como: Stenotrophomonas sp, Arenimonas sp, Dyella sp y
Halomonas sp.
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Figura 3-9: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO8 del intestino posterior de
Panaque cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C),
orden (O), familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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Figura 3-10: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO9 del intestino posterior de
Panaque cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C),
orden (O), familia (F) y género (G) de las especies identificadas

71 S
Bacteroidia

%:—Actiuob ota 144 g6t
M
>) " .

ovibrionota
635
&ymob«cteria
169, o
Jmecmes
180 .
“OFusobacteriota
léP : :
~*Patescibacteria
605 B

126
s=uncultured
141
esuncultured
145
esuncultured

% Fukaryota ' Rhizaria

4 1 . . 2 vy " .
LVmcomlmbxota ~3—-'Vc11ucoxnxcrobxae

1
D K P Cc o F G

Fuente: Elaboracién propia



Capitulo 3 53

Figura 3-11: Diagrama de flujo de las secuencias del BCO10 del intestino posterior de
Panaque cochliodon. Se utilizaron letras para indicar el dominio (D), filo (P), clase (C),
orden (O), familia (F) y género (G) de las especies identificadas
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Fuente: Elaboracion propia

De manera general, se identificaron 8 phylum en las tres secciones del tracto intestinal,
(anterior, media y posterior); de los cuales, 7 phylum representaron el 99,81% de las todas
comunidades bacterianas asociadas al intestino de P. cohliodon. En la

Figura 3-12, se indica la abundancia relativa (%) de los phylum representativos. Se observa
claramente las diferencias, por ejemplo, Proteobacteria es el phylum dominante, pero se
presentdé en mayor proporcion en el intestino posteriorl (IP) con el 56,13%, seguido del
intestino medio (IM) con el 43,5%, por ultimo, el menor valor porcentual de este phylum fue
en el intestino anterior (1A), con un 41,51%, siendo un 14,62% menor que en el IP. A su
vez, el phylum Cyanobacteria fue predominante en el 1A con 24,33%, seguido por el IM
con 17,014%. Fusobacteria, fue mas dominante en el IM con el 20,04%, seguido por el IA
con el 16,53%. Por ultimo, Planctomycetota presenté dominancia en el IP con 16.31%,
seguido del IA con 4,16% y el IM con 4,1%.

1Abreviaturas: IA (Intestino anterior), IM (Intestino medio), IP (intestino posterior)
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Figura 3-12: Composicion microbiota intestinal que representa las abundancias relativas

de la microbiota intestinal de Panaque cochliodon.
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Fuente: Elaboracion propia

» Mapa de calor para abundancia relativa.

Se genero un mapa de calor detallado (

Figura 3-13) que permitié visualizar las abundancias relativas de 25 filos en todas las
muestras intestinales de P. Cochliodon. La agrupacion vertical en dicho mapa se baso6 en
la similitud de los barcodes utilizados para identificar y asignar las muestras

correspondientes.

Por otro lado, la agrupacién horizontal se realizé en funcién de la similitud de abundancia
de los phylum en la microbiota intestinal total. Los colores utilizados en el mapa de calor
representan el porcentaje de abundancia relativa de cada phylum, variando desde 0%
hasta un maximo del 40%.

La presencia de un tono rojo intenso indic6 que el phylum Proteobacteria tuvo una alta

abundancia relativa del 40% en todas las muestras intestinales analizadas. El phylum
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Fusobacteria tuvo una abundancia relativa del 20%, mientras que el phylum
Plantomycetota tuvo una abundancia relativa del 10%.

Figura 3-13: Mapa de calor que represente las abundancias relativas de la microbiota
intestinal de Panaque cochliodon. Cada barcode corresponde a un pool especifico

compuesto por las muestras de intestino.
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3.3 Discusion

Estudios realizados por (Mcdonald et al., 2019) reportaron varios phylum asociados a la
microbiota del Panaque nigrolineatus definidos como Proteobacteria, Fusobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria y Verrucomicrobia. Asi mismo en 2018 y 2019,
investigadores como (Puello-Caballero et al., 2018) y (Castafieda-Monsalve et al., 2019)
encontraron en peces los mismos phylum previamente citados, ademas de Fusobacteria,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Clostridia y Verrucomicrobia.

En estos phylum existen microorganismos con diferentes afinidades a condiciones
oxigénicas y anoxigénicas, los hallazgos encontrados en esta investigacion muestran que
van desde aerobios y anaerobios facultativos ubicados en el intestino anterior y medio, y
hacia el posterior, es posible que coexistan poblaciones de microorganismos anaerobios
facultativos y estrictos. Estos resultados se soportan con los encontrados por (Puello-
Caballero et al., 2018), quienes afirmaron que las principales bacterias colonizadoras del
tracto gastrointestinal de los peces son anaerobias obligadas, aerobias y anaerobias
facultativas, que presentan una concentracion aproximada de 107 a 10! bacterias/g de

contenido intestinal

Dentro del phylum Firmicutes estan los Bacillus sp, genero encontrado en este trabajo con
una relevante importancia tecnoldgica en virtud de su capacidad metabdlica y enzimatica.
En esta Ultima se incluyen funciones tan importantes como la actividad amilasa, proteasa
y xilanasa entre otras, que generan efectos favorables en la salud del animal. Autores como
(Tiwari et al., 2022), han sugerido que la suplementacion con Bacillus sp pueden mejorar
la dieta de los peces mejorando la tasa de crecimiento, la conversién alimenticia y la
eficiencia de la utilizacién de nutrientes, precisamente por su habilidad para producir
enzimas digestivas, que promueven la degradacion de los componentes de la dieta y
mejoran la absorcion en el intestino, resultados similares fueron también reportados por

(Rabbee et al., 2019) y (Dominguez-Arrizabalaga, M Villanueva et al., 2020).

Estudios realizados por (Prasath et al., 2021) sostienen que el Bacillus velezensis, especie
caracterizada en este trabajo, es un agente muy importante de control bioldgico, altamente

efectivo en acuicultura, posee la capacidad de inhibir el crecimiento de patégenos vy,
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estimular el sistema inmunoldgico de peces y camarones. Asi mismo, otras especies como
Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus thuringiensis, también caracterizadas en esta
investigacion, han demostrado tener ciertas habilidades tecnolégicas, por ejemplo (Manuel
et al.,, 2019) y Hlordzi et al., (2020) mencionan que estos microorganismos tienen la
capacidad de producir metabolitos antimicrobianos, con posible aplicacién en acuicultura

para el reemplazo de uso de antibioticos. .

En el phylum Proteobacteria, estan los géneros de bacterias Gram negativas, estos
microorganismos probablemente por su capacidad fermentativa, sean de gran utilidad para
la generacion de metabolitos, produccion de enzimas hidroliticas, y degradacién de
polisacéaridos complejos, que requiere el P.cochliodon para su supervivencia, estudios
realizados por (O’Sullivan et al.,, 2020) ratifican la funcion metabdlica de estos
microorganismos y su contribucion a la mejora integral de la barrera intestinal (Li et al.,
2020).

En el andlisis de la microbiota del intestinal de P.cochliodon, en la presente investigacion,
el phylum Proteobacteria mostré la mayor abundancia, representando el 41,51% en el
intestino anterior, seguido del 44,6% en el intestino medio y por ultimo 56,13% en el
intestino posterior, mostrando un incremento al final del tracto intestinal, probablemente el
factor determinante para el aumento de esta poblacién, sea la condiciébn anoxigénica que
existe en este nicho intestinal.

Otro hallazgo relevante, en esta investigacion es la presencia de Cyanobacterias, las
cuales se observan que van disminuyendo a medida que va apareciendo una condicién
anoxigénica, en el intestino. En el intestino anterior, estos microorganismos presentan una
abundancia del 24,33%, seguido del 17,14% en el intestino medio y por ultimo 12,79% en
el intestino posterior. Probablemente las Cyanobacterias que residen en el intestino van
adaptandose a condiciones sin oxigeno mediante la fermentacion, que les permite obtener
energia y sobrevivir en un ambiente anaerobico tal cual como los describen en estudios
realizados por (McCauley et al., 2020, Medela et al., 2021 y A. Wang et al., 2017).

Las Cyanobacterias, son algas unicelulares y realizan fotosintesis, producen oxigeno, fijan
Nitr6geno y contribuyen la calidad del agua en su entorno acuatico (Nguyen Phuc Cam Tu
et, 2022). Las cianobacterias constituyen una fuente excelente de aminoacidos, vitaminas,

enzimas y acidos grasos poliinsaturados, por lo que son utilizadas como suplemento
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dietario, pueden servir como una fuente de alimento natural para los peces por sus
nutrientes esenciales como proteinas unicelulares que son necesarios para el crecimiento
y desarrollo (Nguyen Phuc Cam Tu et, 2022). La Cyanobacterias producen metabolitos
secundarios con propiedades antibacterianas que impactan en otras comunidades
microbianas (Abdelgayed Younes et, 2023), comportamiento que deberia permanecer en
el intestino, promoviendo la integridad intestinal del P.cochliodon.

Es probable que la fuente de Nitrégeno indispensable en todos los procesos derivados de
asimilacién de proteina y demas, la constituyan las Cyanobacterias, soportando en gran
medida las demandas proteicas en este pez en vista del déficit nutricional que tiene el
P.cochliodon por su habito xilivoro.

En un estudio realizado en Jap6n en el presente afio, se determind por andlisis
metagenomico del microbioma intestinal de especies de tilapia, el phylum Cyanobacteria
con una abundancia del 12%, el alto porcentaje de este phylum en el intestino de tilapias
lo correlacionaron por los altos niveles de nutrientes disueltos en el agua que mejoraron el
crecimiento de las Cyanobacterias, (Younes et al., 2023), probablemente los procesos
biolégicos en el P.cochliodon también se deba a la abundancia relativa de esta especie en
su intestino, la cual soporta parte de sus requerimientos nutricionales, maxime que los
porcentajes de Cyanobacterias hallados en esta investigacion fueron mas altos que los

publicados en el trabajo de (Younes et al., 2023).

En el estudio del microbioma intestinal del Panaque nigrolineatus los ejemplares
presentaron una proporcion mayor de Planctomycetes (35%). Cabe destacar que se ha
identificado la presencia de Planctomycetes en diversos entornos, incluyendo los tractos
gastro intestinales de peces y termitas (Van Kessel et al., 2011; C. Wang et al., 2013; Abdul
Rahman et al., 2015; Mcdonald et al., 2019); comparando estos hallazgos con este estudio,
P. cochliodon presentdé una proporcién de Planctomycetes, de 16,31% en el intestino

posterior.

Para el plylum Verrucomicrobia, en el presente estudio se identificaron los géneros
Akkermansia sp y Luteolibacter sp. En los estudios realizados por (Mcdonald et al., 2019)

en Panaque nigrolineatus, se identificaron los géneros Prosthecobacter sp vy
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Chthoniobacter sp dentro del phylum Verrucomicrobia, los cuales a menudo estan
asociados a plantas y existen como enddfitos o0 miembros de la comunidad rizosférica.

Es posible que esas diferencias en estos grupos de microorganimos encontrados, se
deban al lugar de captura el P.nigrolineatus del Rio Amazonas y el P. cochliodon del Rio
Magdalena. Una probable explicacion para estos hallazgos es que las condiciones
cambian por factores abidticos, tales como la estacion del afio, la temperatura, las dietas
y el entorno en el que se encuentre (Medela et al., 2021), (A. Wang et al., 2017).

Por otro lado, autores como Liu et al., (2016) y Bledsoe et al., (2016) destacan que el
intestino medio presenta una mayor proporcion de la longitud total del intestino, donde el
area de absorcion para digestion quimica y la absorcion de nutrientes como proteinas,
péptidos, aminoacidos, azlcares, lipidos, y vitaminas es mayor (Lall & Tibbetts, 2009),
ademas, investigaciones como las de (Marden et al., 2017) revelan que el intestino medio
contiene una diversidad de phylum bacterianos con una distribucién relativa similar en
todos ellos, contribuyendo al mantenimiento de un equilibrio microbiano saludable en el
intestino. Esta similitud en la composicién bacteriana puede explicar los resultados del
presente estudio, donde el intestino medio de los tres ejemplares analizados mostré una
mayor abundancia relativa de todos los phylum bacterianos en comparacion con los
segmentos anterior y posterior del intestino, lo que sugiere una posible especializacion en

esta regién para el mantenimiento de la salud intestinal en esta especie.

El estudio actual revel6é notables diferencias en el flujo y el tamafio de las conexiones en
las secciones del intestino medio de los tres especimenes, siendo notablemente mas
dominantes en los phylum Proteobacteria y en Planctomycetota. Estos phylum mostraron
una mayor abundancia relativa en comparacion con las microbiota intestinal anterior y
media de los ejemplares, respaldando hallazgos similares de autores como (Liu et al.,
2016) que coinciden con la investigacion de (McCauley et al., 2020), quienes destacan la
existencia de interacciones simbiéticas capaces de influir en otras bacterias presentes en
la microbiota intestinal. Estas interacciones abarcan desde la competencia por nutrientes
hasta la colaboracién en la descomposicién final de sustratos, como indica el autor
Vasquez-Torres, (2004), quien resalta que el intestino posterior, abarcando el recto, esta
principalmente asociado con la absorcion de iones y desempefia un papel esencial en la
regulaciéon de la homeostasis hidrica, la absorcion de metabolitos y la eliminacion eficiente

de desechos, particularmente relevante en peces herbivoros y detritivoros. Esta funcion
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crucial en la fisiologia intestinal parece estar estrechamente vinculada a la composicion y
dinamica de la microbiota intestinal, tal como mencionan (McCauley et al., 2020).En el
contexto especifico de los comedores de madera y su dieta particular, los andlisis del
microbioma ilustran la relacion entre la filogenia y la dieta, subrayando la prevalencia de
los filos Proteobacteria, Firmicutes y Planctomycetes. Reforzando estos postulados, el
estudio de (Bledsoe et al., 2016) revela una sorprendente adaptacion en el intestino
anterior de peces herbivoros y detritivoros, enfocada en la digestiéon de lignocelulosa para
obtener sus nutrientes principales. Investigaciones previas, como las de (Nelson et al.,
1999), han indicado que estas adaptaciones frecuentemente implican simbiosis con
microorganismos, como las Proteobacterias, conocidas por su capacidad para
descomponer compuestos complejos como la celulosay la lignina presentes en la dieta de
peces herbivoros, facilitando asi la digestion de materiales vegetales de dificil asimilacion.

Para terminar, y dar la relevancia que tienen la bioprospeccion de cepas nativas, autores
como Das & Kumar, (2015) sostienen que aislar microorganismos nativos de especies
endémicas, constituyen un hallazgo importante por su uso potencial en la agricultura
sostenible y agroindustria. En la Tabla 3-3 se evidencia los posibles procesos tecnolégicos
en los cuales los microorganismos aislados de la microbiota intestinal de P. cochliodon

podrian llegar a ser potencialmente utilizados en la bioindustria y en la produccién animal
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Tabla 3-3: Resumen de los microorganismos aislados en la caracterizacion de la

microbiota intestinal de P. cochliodon y otros reportes

Afiliacion filogenética y Nimeros de Aplicaciones en agroindustria y
acceso al NCBI produccién animal

Se reporta por su capacidad para
emplear nitratos como fuente de
energia mediante el proceso de
desnitrificacion (Prasath et al., 2021).
Para procedimientos de
biorremediacion, donde se utiliza para
eliminar contaminantes nitrogenados
004 Bacillus nitratireducens MCCC 1A00732 del agua y del suelo (Prasath et al.,
2021). Ademas, se ha observado que
puede jugar un papel beneficioso en la
estimulacion del crecimiento de las
plantas, posiblemente mediante la
liberaciéon de compuestos bioactivos y
el aumento de la disponibilidad de
nutrientes (Prasath et al., 2021).

Se ha utilizado ampliamente en
biorremediacion para abordar la
contaminacion por petroleo,
plaguicidas y otras sustancias
guimicas (Widnyana et al., 2018). Su
destacada capacidad para degradar
hidrocarburos arométicos policiclicos
es sumamente valiosa en la limpieza
de ambientes contaminados y en la
sintesis de productos quimicos
(Widnyana et al., 2018). Ademas, se
ha investigado su potencial para la
produccién de biocombustibles y
biofertilizantes
Es una especie ampliamente
estudiada por su capacidad para
suprimir el crecimiento de diversos
patégenos microbianos (Rabbee et al.,
2019), incluyendo bacterias, hongos y
nematodos (Rabbee et al., 2019).
Ademas, se ha investigado el efecto
de Bacillus velezensis en el
crecimiento y salud del camarén
blanco del Pacifico. Los resultados de
estos estudios revelaron que este
probidtico favorecié el crecimiento,
mejord las respuestas inmunitarias y
reguld la microbiota intestinal tanto en
camarones L. vannamei como en

tilapia y carpa.

Cddigo aislados

010 Pseudomonas alcaligenes NBRC 14159

032 Bacillus velezensis FZB42
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Cadigo aislados

Afiliacion filogenética y Nimeros de
acceso al NCBI

Aplicaciones en agroindustria y
produccién animal

002

Staphylococcus pseudoxylosus S04009

Staphylococcus pseudoxylosus ha
sido objeto de investigacion debido a
su papel en la fermentacion de
alimentos, especialmente en la carne
madurada. Se ha descubierto que esta
bacteria desempefia un papel crucial
en el desarrollo del aroma y el sabor
de estos alimentos fermentados.
Ademas, algunas investigaciones han
evaluado el potencial de
Staphylococcus pseudoxylosus como
probiético (Prasath et al., 2021)

008

Bacillus paramycoides MCCC 1A04098

Presenta varias aplicaciones
potenciales en la produccién del
biopolimero (Chung Han Chua et al.,
2023). Ademés, se ha evaluado como
probiético para estimular el
crecimiento de peces y como fuente de
péptidos antimicrobianos. (Tiwari et
al., 2022) Asimismo, se ha demostrado
gue esta bacteria tiene la capacidad de
biodegradar plasticos (Tiwari et al.,
2022)

022

Lactococcus cremoris NBRC 100676

Presenta funciones probiéticas
significativas (Balaji Prasath et al.,
2021). Debido a su relevancia en la
produccion de productos lacteos
(Borges et al., 2021); esta bacteria se
ha empleado en la industria
biotecnol6gica para la produccion de
enzimas y metabolitos de gran interés
(Balaji Prasath et al., 2021). Ademas,
ha sido utilizada como organismo
modelo en el estudio de Ila
fermentacién lactica y la genética
microbiana. (Borges et al., 2021)

014

Bacillus thuringiensis IAM 12077

Las endotoxinas producidas por
Bacillus thuringiensis sirven como
control biolégico (Dominguez-
Arrizabalaga, M Villanueva et al.,
2020), son altamente especificas para
ciertos grupos de insectos, como
lepidépteros (orugas), dipteros
(moscas y mosquitos) y coledpteros
(escarabajos). Estas proteinas tienen
la capacidad de afectar el sistema
digestivo de los insectos, causando
dafo en las células intestinales y
llevandolos a la muerte. La toxicidad
de las endotoxinas varia segun la
cepa de Bty el tipo de insecto
objetivo (Dominguez-Arrizabalaga, M
Villanueva et al., 2020)
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Cddigo aislados

Afiliacion filogenética y Nimeros de
acceso al NCBI

Aplicaciones en agroindustria y
produccién animal

013

Bacillus amyloliquefaciens BCRC 11601

Bacillus amyloliquefaciens es una
bacteria con multiples aplicaciones
industriales (Das & Kumar, 2015),
produce una amplia gama de enzimas
como amilasas, proteasas y lipasas
(Das & Kumar, 2015), Ademas, esta
bacteria tiene la capacidad de
sintetizar compuestos antifingicos y
antibacterianos (Das & Kumar, 2015),
Bacillus  amyloliquefaciens  tiene
capacidad para promover el
crecimiento de las plantas mediante la
produccién de hormonas vegetales
como las auxinas (Feria Zevallos, M.
A., Castafieda et al., 2019). Estas
hormonas estimulan el desarrollo de
las raices y favorecen la absorcion de
nutrientes, contribuyendo al bienestar
general de las plantas (Feria Zevallos,
M. A., Castafieda et al., 2019
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Conclusiones

Este estudio obtuvo el primer reporte del microbioma intestinal de Panaque cochliodon, lo
cual podria ser beneficioso para mejorar las condiciones en cautiverio de la especie. El
predominio de cyanobacterias en el tracto intestinal podria deberse a sus diferentes
preferencias alimentarias para que se mantengan en gran abundancia por el déficit

nutricional debido a su habito xilivoro.

Se logré identificar bacterias de gran relevancia para la acuicultura, tales como Bacillus
velezensis y Bacillus paramycoides, que son empleadas en la produccién de peces y
camarones. Asimismo, se destacan Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus nitratireducens,
Bacillus thuringiensis y Pseudomonas alcaligenes, microorganismos de amplio uso en la
agroindustria. Por ultimo, Lactococcus cremoris y Staphylococcus pseudoxylosus, ambos
reconocidos como probiéticos en diversos estudios, amplian el espectro de aplicaciones
beneficiosas de los resultados obtenidos en este trabajo.

La presencia predominante de Proteobacterias en el intestino anterior, tal como revelado
en el presente trabajo y corroborado por investigaciones previas, respalda la idea de una
simbiosis crucial con microorganismos. Este hallazgo subraya la importancia de las
interacciones simbiodticas en la adaptacion de los peces herbivoros, xilivoros y detritivoros
en dietas ricas en material vegetal, ilustrando la relevancia de las comunidades
microbianas en la capacidad de aprovechar recursos alimenticios especificos en su

entorno.

Esta investigacion confirma mayor abundancia relativa en los diferentes phylum
bacterianos presentes en el intestino medio, cuando comparados con los segmentos
anterior y posterior del intestino de esta especie. Este resultado sugiere una
especializacion potencial en esta regién para mantener la salud intestinal en esta especie.
En conjunto, estos hallazgos respaldan la nocién de que el intestino medio no solo
desempefia un papel crucial en la absorcién de nutrientes, sino que también alberga una
comunidad microbiana diversa y equilibrada, crucial para el mantenimiento de la salud

intestinal en estos peces.
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Se identific6 en el intestino medio de los ejemplares la dominancia de los phylum
Proteobacteria y Planctomycetota que sugiere probablemente interacciones simbidticas en
la microbiota intestinal. Ademas, se destaca la relacion entre la dieta y la composicion de
la microbiota, evidenciando la prevalencia de Proteobacteria, Firmicutes vy
Planctomycetes en comedores de madera, lo que ofrece una respuesta importante

sobre la influencia dieta en la microbiota de estos peces.

El analisis de metagendmica mostro diferencias entre la microbiota del intestino anterior,
medio y posterior en adultos de esta especie, o que indica que los procesos de la
microbiota en cada intestino es diferente debido a factores fisiolégicos, nutricionales y

ambientales que influyen en la composicion y diversidad de las bacterias presentes.
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Anexo A: RESOLUCION NUMERO 2614
DE 28 DE DICIEMBRE DE 2020 “Por
medio de la cual se modifica el subtitulo
“Especies O recursos pesqueros a
investigar” del Articulo Primero de la
Resolucion 2555 del 18 de diciembre de
2020 “Por medio de la cual se otorga
permiso de Investigacion a la
CORPORACION UNIVERSITARIA
LASALLISTA”

Anexo B: MINISTERIO DEL MEDIO
AMBIENTE y DESARROLLO
SOSTENIBLE. Decreto 1376 "Por el cual
se reglamenta el permiso de recoleccion
de especimenes de especies silvestres
de la diversidad biologica con fines de
Investigacion cientifica no comercial”
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Anexo C: Fotografia del resultado de las
pruebas enzimaticas de 6 tipos de
colonias aisladas de I|a microbiota
Intestinal, evaluacion en agar Almidon
con un crecimiento después de 48 horas

y revelacion de agar almidon con el
reactivo Lugol.

Fotografia de pruebas enzimaticas
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Fotografia de pruebas enzimaticas
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Fotografia de pruebas enziméaticas reveladas con lugol
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Fotografia de pruebas enziméaticas reveladas con lugol
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Fotografia de colonia de Bacillus velezensis
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