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Resumen

En este trabajo se busca conocer el impacto de la genética y el ambiente en
la microbiota intestinal del camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei)
que es de gran importancia comercial a nivel mundial. Los especimenes conside-
rados para la investigacién provienen de tres estanques de una granja acuicola
del norte del estado de Sinaloa, dos de los cuales poseen una genética similar
por provenir de la misma fuente de desove. Para conocer los microorganismos
presentes se utilizé la secuenciacién del gen 16S ARNr en sus regiones hiperva-
riables V3-V4 con la tecnologia de MiSeq de Illumina. El andlisis bioinformatico
se realizd en gran parte con el software de uso libre QIIME y la base de datos
Greengenes. Nuestros resultados muestran el efecto de la genética y el ambiente
en la microbiota intestinal de L. vanname:r.
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Introduccion

El camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei) es una especie que
tiene un gran potencial comercial (1), equivalente a mas del 70 % de la produc-
cién mundial de camarén (2) con més de 3,5 millones de toneladas anuales (3). Es
la especie de camaron mas producida en México con cerca de 120,000 toneladas
anuales (4). Sin embargo existen dos eventos de gran relevancia que impactaron
fuertemente la produccion en nuestro pais, en 2010 llega el virus de mancha blanca
a Sonora, causando pérdidas de hasta el 50 % de la produccién estatal. Posterior-
mente en 2013 Vibrio parahaemolyticus provoca un brote de EMS (Sindrome de
Mortalidad Temprana, del inglés Farly Mortality Syndrome) en todo México cau-
sando pérdidas del 60-90 %. Es por esto que investigaciones recientes buscan la
relacion de la microbiota del camarén con dicha propension a dichas enfermedades
(5).

La microbiota intestinal tiene un papel importante en la digestion, nutricion,
el desarrollo del sistema inmune y en la resistencia a colonizacién de patégenos
(1)(6)(5). Ademas de que se ha demostrado que promueve la salud en el orga-
nismo donde habita, la microbiota intestinal puede ser asociada a enfermedades
del hospedero (7)(8)(9)(5). Una disbiosis, que es un desequilibrio en la compo-
sicién bacteriana normal, puede comprometer la salud del hospedero ya que lo
vuelve susceptible a la invasion de patdgenos oportunistas que pueden llevar al
crecimiento ineficiente e incluso la muerte del organismo lo cual tiene un impac-
to directo en su produccién (9)(8). Por esta razén actualmente existe un interés
especial en estudiar las relaciones, benéficas o patdgenas, entre microorganismos
(bacterias, arqueas y eucariotas unicelulares) y macroorganismos, en especial en
los de importancia médica o comercial (7).

Debido a que el 99 % de los microorganismos de una muestra de microbiota
no pueden ser cultivados en el laboratorio (11), para determinar la diversidad
microbiana se utilizan técnicas basadas en el andlisis multiple de secuencias de
ADN;, esto es: el analisis metagenémico o perfil de secuencias de ADN marcadores.
Uno de los ideales para estudiar la diversidad microbiana es el analisis del perfil del
gen 16S ARNr (6); esto acompanado con andlisis bionformdtico permite conocer
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cuales son las especies presentes en una muestra determinada, en este caso la
microbiota intestinal del camardn.

A pesar de su relevancia en la acuicultura mundial, existen pocas investi-
gaciones para conocer el impacto de la genética y el ambiente en la diversidad
microbiana intestinal de L. vannamei. Nuestros resultados permiten conocer cudl
es la microbiota en muestras de intestino de L. vanname: de tres estanques di-
ferentes en la misma granja camaronera, dos de los cuales comparten el mismo
linaje por lo que cuentan con una genética similar, de igual forma nos permiten
identificar las diferencias entre estanque (lo que definimos como ambiente). Esto
podria brindarnos un punto de vista mas amplio de como es la estructura de las
comunidades microbianas en el intestino de esta especie de camarén, que podria
servir como fuente de informacién para desarrollo de prebidticos y probidticos, asi
como para la prevencion de enfermedades causadas por patégenos bacterianos.




Marco tedrico

El camaron blanco del Pacifico

El organismo en el cual se enfoca nuestro interés es Litopenaeus vannamei
(tabla 1) se encuentra dentro de la familia Penaeidae que incluye a otras especies
de importancia comercial como el camarén blanco del Atlantico (L. setiferus) (3)
y el camardn tigre (Penaeus monodon)(8).

Tabla 1: Clasificacién taxonémica de L. vannames.

Arthropoda
Malacostraca
Decapoda
Penacidae
Litopenaeus
Litopenaeus vannamei (Boone, 1931)

Sistema digestivo

Las funciones del sistema digestivo son: ingesta de alimentos, transporte de
la ingesta, digestion, absorcion y transporte de nutrientes, asi como finalmente la
excrecion de desechos. Se puede dividir en cinco partes principales: boca, eséfago,
estémago, hepatopancreas e intestino (figura 1). Este dltimo a su vez se puede
subdividir en anterior, medio y posterior (Ceccaldi, 1997).

Ciclo de vida

El ciclo de vida del camarén (figura 2) inicia en la etapa de desove después
de la fecundacién externa, que se realiza en aguas profundas (fase marina). Pos-
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Figura 1: Imagen que muestra el sistema digestivo tipico de un camaroén;
tomada y modificada de .

teriormente le sigue la fase incubacién en la cual los huevos maduran y pasan
a diferentes estadios larvales (Nauplio, Zoea y Mysis) hasta llegar a la etapa de
Post-larva que se asemeja a un camaréon adulto pero de menor tamano y sin
madurez sexual. Durante el crecimiento de la etapa de Post-larva el camardn se
encuentra en aguas poco profundas (fase estuarina), y en un lapso de 3 a 4 meses
llega a la etapa de Sub-adulto.

Para nuestra investigacién de microbiota intestinal son de importancia dos
etapas principalmente. La primera es la muda de Nauplio a Zoea (ver figura 2)
en la cual se da la colonizacién microbiana en el interior del camarén (12). La
segunda es la etapa de crecimiento de Post-larva a Sub-adulto que es en la cual
generalmente se cosecha al camarén (3) y es la etapa de los especimenes de nuestro
estudio.

Mientras el camardn se encuentra en crecimiento se pueden presentar diversas
enfermedades causadas por microorganismos como: camarén manchado (Brown
spot disease), vibriosis sistémica, necrosis hepatopancredtica aguda (AHPND o
EMS), entre otras.

Cultivo de camaron

Esta especie de camardn tiene un gran potencial comercial (1) y es equivalente
a mas del 70 % de la produccién mundial de camarén (2) con més de 3,5 millones
de toneladas anuales (figura 3)(3).
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Figura 2: Esquema del cultivo de camarén; existen dos etapas importantes
para la colonizacién microbiana:la muda de Nauplio a Zoea y la etapa de
crecimiento de Post-larva a Sub-adulto que es en la cual generalmente se
cosecha al camarén; tomado de (3).
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Figura 3: Produccién mundial de camarén blanco del Pacifico (L. vannamesi;
tomada de (3).

Entre los estados de la republica con mayor produccion de camardén se en-
cuentran Sonora y Sinaloa. En la figura 4 se muestra la produccién de camarén
blanco en Sinaloa hasta el ano 2013.
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Figura 4: Produccién de camarén blanco del Pacifico (L. vannamei); tomada
y modificada de (4).
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Microbiota

Microbiota, que es sinénimo de comunidad microbiana, puede ser definida co-
mo el conjunto de microorganismos que existen en un mismo espacio y tiempo
en una muestra determinada (ej.: suelo, agua, fluidos corporales, 6rganos, etc.)
(6)(13)(11). Incluye a las bacterias, arqueas, hongos unicelulares, protozoarios, asi
como sus virus (6). Debido a su complejidad se puede delimitar el campo de estu-
dio a uno de estos grupos en particular. Por ejemplo cuando se realiza un anélisis
del gen 16S ARNr se considera solamente a los procariotes (arqueas y bacterias)
presentes en la muestra, ya que este gen es exclusivo de dichos microorganismos
(14).

Herramientas para el analisis del gen 16S ARNr

Para poder estudiar a gran escala la microbiota presente en una muestra se
utilizan herramientas bioinformaticas basadas en la metagenémica, en donde se
incluyen a todos los genomas de una muestra (13) o bien el uso de los genes
como marcadores moleculares para la clasificacion de los seres vivos, como las
secuencias de ADN de la subunidad ribosomal 16S (14).

Debido a la disminucién de los costos y del tiempo de procesamiento de las
secuencias cortas de ADN en la ultima década muchos estudios para caracterizar
comunidades microbianas se basan en la secuenciacién del gen ARNr 16S que nos
permite identificar la abundancia y diversidad de bacterias y arqueas presentes
en una muestra sin necesidad de secuenciar sus genomas completos (15)(16). Esto
es conocido como andlisis del perfil del gen 165 ARNr (6).

Caracteristicas del gen 16S ARNr

La maquinaria ribosomal en procariotas esta compuesta por dos subunidades:
la subunidad mayor que se conforma de los ARNr 23S y 5S junto con 36 proteinas,
y a la subunidad menor que incluye al ARNr 16S (figura 5) junto con 24 proteinas.
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Figura 5: Imagen del ARNr 16S, con sus regiones hipevariables (V1-V9) asi
como sus respectivos tamanos; tomada y modificada de (17).

Existen varios motivos por los cuales se ha seleccionado al gen 16S ARNr
como marcador. El primero es que es un gen universal para todos los organismos
procariotes; esto permite la identificacién, comparacién y evaluacién de todos
los organismos en una muestra utilizando solamente este gen. El segundo es que
el gen tiene evolucién constante relativamente lenta a través del tiempo lo cual
nos permite separar entre grandes grupos de organismos, por ejemplo separar a
las arqueas de las bacterias, asi como diferenciar entre los phyla de los reinos
anteriores (11)(14)(17).

Regiones hipervariables

El gen 16S ARNr estd conformado por nueve regiones hipervariables distri-
buidas a lo largo de su secuencia, delimitadas cada una de ellas por regiones




MARCO TEORICO

conservadas y tiene una longitud aproximada de 1500 pares de bases (figuras 5 y
6). Como se menciona anteriormente estas regiones hipervariables nos permiten
diferenciar entre organismos de diferentes niveles taxonémicos (phylum, clase,
orden, familia, género y especie); organismos de un mismo grupo taxonémico
tendran una menor variabilidad y esto nos permite agruparlos y determinarlos en
sus diferentes niveles.

Para los estudios de diversidad basados en el 16S ARNr se amplifican una
o dos regiones hipervariables, que nos facilitan el distinguir entre un organismo
de otro y asi poder asignarles taxonomia (6). Cuél region del 16S ARNr utilizar
es un area de debate. La regién que nos brinda mas informacién depende del
tipo de muestra, el diseno experimental y el objetivos (6). En investigaciones que
buscan determinar la microbiota intestinal humana, como el consorcio MetaHit,
se utiliza la region hipervariable V4, que ademas es el mismo propuesto por el
Earth Microbiome Project. En el protocolo de MiSeq de Hlumina®) se incluye
la preparacion de las regiones V3 y V4, que son de las mejores determinando la
diversidad de la muestras (18).

vi V2 V3 V4 V5 V6 V7 V& Vo

Figura 6: Esquema que muestra las regiones hipervariables del 16S ARNr
(V1:V9); tomada y modificada de .

Secuenciacion por sintesis de Illumina®)

La secuenciacién del gen ribosomal 16S con tecnologias de secuenciaciéon ma-
siva nos permiten explorar la composicion asi como la dindmica que existe en una
comunidad microbiana (19). Entre ellas se encuentra la secuenciacién por sintesis
que, debido a su costo por lectura y porcentaje de error menor que otras tecno-
logias, es una de las més utilizadas actualmente (6)(20)(21). Se basa en reacciones
fluorescentes de los cuatro diferentes nucleétidos (adenina, timina, citosina y gua-
nina) que son detectadas por una cdmara y que determina el nucleétido anadido
a la lectura (20).

Una de las tecnologias desarrolladas por [llumina®) es MiSeq paired-end que
nos permite secuenciar lecturas de hasta 600pb en dos fragmentos, lo cual facilita
el estudio de la diversidad microbiana basada en el perfil del gen 16S ARNr, que
comprende aproximadamente 460 pares de bases.
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Control de calidad (QC)

La métrica de calidad comuinmente més usada en las tecnologias de secuen-
ciacién masiva es el nivel de calidad de Phred (valor Q). Este valor muestra la
probabilidad de que una base dada sea mal identificada por el secuenciador (22).
Los valores ) son definidos por la ecuacién:

q=—10 x log,yp (1>

Donde p es la probabilidad estimada del error para la asignacién de esa base
y ¢ es el valor Phred. (tabla con los valores de Q). Un valor alto de calidad
corresponde a una probabilidad baja de error y viceversa.

Tabla 2: Valores de Phred (Q); el valor ideal de calidad en secuenciacién es
de Q30; tomada y modificada de .

10 1 cada 10 90 %
20 1 cada 100 99 %
30 1 cada 1,000 99.9%
40 1 cada 10,000 99.99 %
50 1 cada 100,000 99.999 %

Estrategias de seleccion de OTU

Para la clasificacién de los amplicones obtenidos es necesario juntarlos en
unidades taxonémicamente funcionales (OTU por sus siglas en inglés Operational
Taxonomic Unit) que es un conjunto de secuencias similares entre si; por ejemplo,
si un grupo de secuencias tienen una identidad mayor o igual al 97 % se asume
que se trata de la misma especie; esto se considera también a niveles taxonémicos
mas altos y nos permite organizar a las lecturas basandose en su similitud (6). La
organizacién en OTU nos permite determinar la diversidad de la muestra aunque
su clasificacién taxondémica no se encuentre en las bases de datos para el 16S
(6)(19).

Existen tres tipos principales de seleccion de OTU, asi como multiples algo-
ritmos para cada uno de los tipos de seleccion:

= De nowo: agrupa las secuencias basandose en la identidad de éstas, sin
considerar bases de datos de referencia.

10
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» Con referecia cerrada (closed-reference): considera bases de referencia
para agrupar a las secuencias basandose en la similitud de lo ya conocido;
si una secuencia falla al emparejarse con la referencia es desechada.

» Con referencia abierta (open-reference): al igual que en la referencia
cerrada compara las secuencias con una base de datos, sin embargo si una
secuencia no se ajusta a las existentes, esta se agrupa como un nuevo OTU
al cual se le asigna un identificador.

La seleccién de OTU recomendada es la de de referencia abierta (open-reference),
porque nos permite descubrir diversidad que no se encuentra en las base de datos
de referencia (6), sin embargo si lo que se busca es realizar una comparacién entre
diversidades también es 1til la referencia cerrada (closed-reference).

Analisis de Diversidad

Diversidad «

La diversidad « es aquella que considera la diversidad, en este caso bacteriana,
que existe en una muestra determinada (23). Las aproximaciones para medir esta
diversidad son las curvas de acumulacién de especies o curvas de rarefaccion, asi
como diversos indices de diversidad que se basan en la riqueza o abundancia de
especies.

Curva de rarefaccién:

La rarefaccion es una técnica desarrollada por Sanders (1968) y corregida
posteriormente por Hulbert (1971), calcula el nimero de especies esperadas en el
caso de que todas las muestras poseyesen el mismo nimero de individuos captu-
rados. Una curva de acumulacion de especies es la grafica del nimero de especies
observadas como funcién de alguna medida del esfuerzo del muestreo requerido
para observarlas (24).

Su aplicacién a un colectivo taxonémico vendria dada por el siguiente algorit-
mo (24):

(2)

11
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Donde E(G) es el nimero de géneros esperados para un nimero de especies
n de un colectivo con N especies en total de las cuales N; estan en el género i.

Para los individuos de una misma muestra, la rarefaccién clésica (basada en
individuos) puede ser utilizada para producir una curva suave que estima el niime-
ro de especies que se observaria para cualquier nimero menor de individuos, bajo
el supuesto de mezcla aleatoria de individuos (24). Para conjuntos de muestras
replicados (conjuntos de muestras), el nimero esperado de especies que seria ob-
servado para cualquier nimero menor de muestras se puede estimar mediante la
rarefaccion basada en muestras, bajo el supuesto de orden aleatorio de muestras
(25).

» Indice de Shannon-Wiener (H”): Es uno de los indices més utilizados
para cuantificar la biodiversidad especifica, derivado de la teoria de infor-
macién como una medida de la entropia. El indice refleja la heterogeneidad
de una comunidad sobre la base de dos factores: el nimero de especies pre-
sentes y su abundancia relativa. Conceptualmente es una medida del grado
de incertidumbre asociada a la seleccion aleatoria de un individuo en la
comunidad (26). El indice de Shannon-Wiener se define como:

s
H’:—Zmlnm (3)
i=1

Donde 7 es igual a la abundancia relativa (ni/N) y S es igual a nimero
total de especies en el muestreo. El indice tiene valores de O cuando hay
una sola especie y un valor maximo de In de S. Entre mas alto sea su valor,
se considera que es mayor la diversidad representada por este indice.

» Indice de Simpson (D): El indice de Simpson es una medida de diversi-
dad que tiene en cuenta tanto la riqueza de especies, y una uniformidad de
la abundancia de las especies presentes. En esencia se mide la probabilidad
de que dos individuos seleccionados al azar de un area pertenecerdan a la
misma especie (27).

La férmula para el calculo de D se presenta como:

b="N w1 )

Donde n; es el nimero total de organismos de cada especie individual y N

12
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es el total de organismos de todas las especies.

El valor de D cambia de 0 a 1. Con este indice, 0 representa diversidad
infinita y, 1 que se considera una sola especie, por lo cual no hay diversidad.
Esto es, mientras mas grande sea el valor, menor serd la diversidad.

= Chao 1: El estimador Chao 1 calcula la estimacién de la diversidad de
especies verdaderas de una muestra por la ecuacion:

2

1
R 5)
Sl Sobs 2F2 ( )

Donde S, es el numero de especies en la muestra, F'1 el nimero de sin-
gletons (por ejemplo, el nimero de especies con una sola aparicién en la
muestra). La idea detras del estimador es que si una comunidad ha sido
muestreada, y especies raras (singletons) ain estan siendo descubiertas, es
probable que especies aiin mas raras no sean descubierta tan pronto como
todas las especies que se han recuperado al menos dos veces (doubletons).
Varios anélisis del estimador han demostrado que proporciona estimaciones
razonables, al menos para los conjuntos de datos modernos. Por supuesto,
como el valor es una estimacion hay un grado de incertidumbre, y un méto-
do para calcular la varianza de los estimadores ha sido proporcionada por
Chao, en 1987, en la forma de:

(MY + (/B + (Fl/FQ)Q

var (S1) = Fy 4 5 (6)

Diversidad j

La diversidad g considera las diferencias entre las composiciones bacterianas
para diferentes muestras (23). Existen dos aproximaciones para medir la diversi-
dad B: aquellas que consideran las diferencias evolutivas entre secuencias, cono-
cidas como de diversidad [ filogenética; y aquellas que no consideran la filogenia,
que estan basadas en taxonomia (23)(28)(29).

= UniFrac: Es una métrica que utiliza informacién filogenética para comparar
muestras ambientales. UniFrac junto con técnicas estadisticas multivariadas
como el andlisis de componentes principales (PCoA por sus siglas en inglés
Principal Coordinates Analysis), identifican diferencias entre comunidades
microbianas.

13
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El calculo de las diferencias entre dos muestras con UniFrac esta determina-
do por la suma de su historia evolutiva. Esta historia evolutiva es calculada
por la longitud de la rama en un arbol filogenético que tiene cada muestra,
sin considerar las ramas que comparten las muestras comparadas. Existen
dos formas de calcular UniFrac: la no balanceada (en inglés unweighted), que
no considera las frecuencias relativas, y la balanceada (en inglés weighted),
que ademas de la filogenia considera las diferencias entre las abundancias
relativas.

14



Antecedentes

Las técnicas independientes de cultivo para caracterizar a las comunidades
microbianas permitieron dar los primeros indicios de la microbiota presente en
diferentes ambientes incluyendo en el intestino de L. vannamei. En una investiga-
cién realizada por Johnson y colaboradores en el 2008 se realizo el primer analisis
de la comunidad microbiana del intestino de L. vannamei, asi como del agua de
su tanque de cultivo. Utilizando electroforesis en gel con gradiente de desnatura-
lizacién (DGGE) del gen ARNr 16S determinaron que las especies sobresalientes
en el intestino de camarén son Vibrio spp., Mycobacterium spp., Desulfocapsa
spp-, Desulfobulbus spp. y Clorella spp.; mientras que en el agua se encontro
gran diversidad relacionadas al género Vibrio. Aunque no se determinan todas
las especies existente en el intestino del camardén blanco del Pacifico por las técni-
cas que utilizan, cuentan con conclusiones importantes para el conocimiento de
la microbiota de esta especie. Una de dichas conclusiones es que la diversidad
del agua del estanque es mayor que la del intestino del camardn, lo cual sugiere
que existe una selectividad de microorganismos por parte camarén aunque no se
sugiere algin mecanismo para la seleccién (1).

Si bien con el avance de las tecnologias de secuenciacién masiva se han abierto
las posibilidades de caracterizar con mayor detalle a la microbiota de multiples
ambientes y nichos, la aplicacién de estas tecnologias ha sido utilizada en pocas in-
vestigaciones para conocer la diversidad de especies microbianas relacionadas con
la familia Penaeidae. Un trabajo importante es el realizado por Rungranssamme
y colaboradores en el 2014, que fue el primer articulo publicado que caracte-
riz6 la microbiota intestinal del camarén tigre (Penaeus monodon) considerando
especimenes de vida libre y cultivados. Dicha especie esta cercanamente empa-
rentada a L. vannamei. Se determinaron a los phyla Proteobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Fusobacteria y Actinobacteria en todas las muestras de intestino
del camardn tigre; estos grupos taxondmicos se conservan entre las muestras,
aunque cambiando sus abundancias, lo cual habla también de seleccion de ciertas
especies en el intestino del camarén tigre méas alld del ambiente donde habita (de
vida libre o cultivado) (30).

15
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Posteriormente Rungranssamme y colaboradores realizaron un trabajo com-
parativo entre las comunidades microbianas de dos especies de camarén Penaeus
monodon y L. vannamei ante la invasion de Vibrio harveyi el cual es un patégeno
que causa vibriosis en camarones y que puede llevar a la muerte del organismo y
con esto mermar su produccién. En dicha investigacion se utilizé un equipo de pi-
rosecuenciacion Roche 454 GS FLX+ sobre las regiones V3-4 del gen ARNr 16S.
Los cuatro phyla con mayor abundancia encontrados en ambas especies de ca-
marén fueron Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y Proteobacteria, siendo
éste ultimo el que contenia mayor ntimero de secuencias ( 82 % en ambas especies
de camarén); dentro del phylum Proteobacteria la clase Gammaproteobacteria
fue la mas abundante. En este articulo demuestran que L. vannamei es méas re-
sistente ante la invasion de patdgenos que P. monodon lo cual puede ser causado
por la microbiota benéfica relacionada con L. vannamei (8).

Para determinar la microbiota intestinal del camarén blanco del Pacifico (L.
vannamei), Xiong y colaboradores en el 2015 realizaron una investigaciéon para
de especimenes sanos y enfermos asi como sedimentos de sus habitats, utilizando
secuenciacién masiva con MiSeq de Illumina sobre la region hipervariable V4.
En este trabajo concluyen que se concluye en este trabajo que el ambiente es el
factor dominante en proporcionar la variabilidad entre las comunidades micro-
bianas del intestino de L. vannamei. Ademas determinaron que los phyla maés
dominantes son Proteobacteria (en su mayoria de las clases Alphaproteobacteria
y Gammaproteobacteria), Firmicutes y Bacteroidetes (31).

Por 1ltimo, en una investigaciéon realizada por Cornejo-Granados y colabora-
dores en el 2017, se caracterizo la microbiota intestinal de L. vannamer utilizando
la secuenciacion de siete regiones hipervariables del gen ARNr 16S (V2, V3, V4,
V5, V6-7, V8 y V9) con la tecnologia de TonTorrent para caracterizar las comuni-
dades microbianas de muestras de intestino, hepatopancreas y sedimento, dentro
de los cuales se consideraron muestras de individuos cultivados (sanos, enfermos) y
tomados de vida libre en océano Pacifico. La importancia de conocer la microbiota
del sedimento donde habita el camarén es por el habito alimenticia del camaroén el
cual alimentarse ingiere también sedimento, lo cual tiene un impacto directo en el
microbioma de éste. En este articulo se determiné que los phyla més abundantes
en el intestino son Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteroidetes y Actinobacte-
ria, con cambios entre las abundancias en individuos sanos, enfermos y de vida
libre; mientras que en las muestras predominan los phyla Proteobacteria, Gem-
matimonadetes, Actinobacteria, Bacteroidetes y Acidobacteria. Los géneros mas
abundantes en el intestino de camarén fueron Vibrio, Photobacterium y Paracoc-
cus. Ademads se concluye que la diversidad de especies la microbiota intestinal es
més similar a la del sedimento que a la del hepatopancreas (5), lo cual concuerda
con el habito alimenticio del camardén y su ingesta directa de sedimento.

La seleccion de la microbiota por parte del camarén no tiene resultados con-
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cluyentes que nos muestren si es la genética o el ambiente lo que modula la
microbiota intestinal, sin embargo dichos trabajos nos permiten contrastar con
los resultados de nuestros experimentos.

17



Hipotesis

La microbiota del camarén blanco (Litopenaeus vannamei) esta determinada
principalmente por su genética y posteriormente por el ambiente, por lo cual los
estanques que comparten la misma genética contaran con comunidades microbia-
nas mas similares que los que cuentan con genética diferente.

18



Objetivos

Objetivo general

Determinar en la microbiota intestinal del camarén blanco del Pacifico (Lito-
penaeus vannamer) la influencia de la genética y el ambiente.

Objetivos particulares

1. Estandarizar un protocolo de extraccién de ADN para microbiota intestinal
de camaron.

2. A partir del ADN de las muestras, obtener un conjunto de amplicones que
abarquen a las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S ARNr.

3. Anélisis de los datos obtenidos de la secuenciacién con el MiSeq de llumina(®)
de los amplicones obtenidos a partir de muestras de intestino de camaréon
y sedimento.

4. Comparaciones entre los datos obtenidos de la secuenciacién entre la mi-
crobiota del intestino del camarén y del sedimento.
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Materiales y métodos

La metodologia a seguir en este trabajo se agrupa en seis bloques principales
(figura 7) divididos en dos partes: la primera parte que incluye las técnicas de
biologia molecular y que termina al momento de la secuenciacién; y la segunda
parte que abarca el analisis bionforméatico de la informacién producida tras la
secuenciacién con MiSeq de Illumina.

Extraccion de ADN:
e Extraccion de ADN con
ZR SoilMicrobe DNA
Miniprep™
(ZymoResearch ®)
e Cuantificacion de ADN
con Qubit™

Amplificacién de region
V3-V4 del gen ARNr 16S:
e PCR para generar

amplicones V3-V4
e Electroforesis para
identificar fragmento de
~550 pb
e PCR de limpieza con
AMPure XP

Secuenciacioén de los
amplicones con MiSeq de
lllumina

Figura 7: Diagrama que muestra la metodologia dividida en seis bloques

principales.

Preprocesamiento de los

datos:

e Quitar lecturas de baja
calidad segun el valor
Phred y nucleétidos no

asignados

e Juntar lecturas R1y R2

de cada muestra

Asignacion taxonémica
con QIIME

Anélisis de diversidad:
o Diversidad a (indices de
Shannon, Simpson,
Chaol, GoodsCoverage,
etc.)
e Diversidad B (Unifrac:
Weighted y Unweighted)




MATERIALES Y METODOS

Colecta de las muestras

La colecta de los especimenes se realizo el 17 y el 18 de Junio del 2015 en tres
estanques de cultivo de camarén en Sinaloa: Estanque Mazatlan (L), Estanque
Lajitas (M) y Estanque Estrella (E). Dentro de cada estanque se determinaron
tres puntos (P1, P2 y P3) en los cuales se tomaron los especimenes de camarén y la
respectiva muestra de sedimento. Se tomaron nueve camarones de cada estanque,
tres en cada uno de los puntos de muestreo del estanque en cuestién, a los cuales
se les extrajo el intestino en el lugar de la colecta y se les colocé en RNAlater®).
Se colocaron en tubos independientes a los cuales se les agregd una etiqueta que
los identificara (tabla 3 y figura 8).

Para la muestra de sedimento se utilizé un tubo falcén de 50 ml (o una bolsa de
pléstico) y ademés se tomé 1 g que se colocd en un tubo de 1.5 ml con RNAlater®)
en cada uno de los puntos de colecta (tabla 3 y figura 8).

Puntos (E muestreo

Toma de sedimentos

Natyral i ; pl
Inicio

.~I

1 estanque eStretlas,
2:estanque mazatlan
3:estanque lafitas

linea amarilla: reservorio

lineas rojas delimitaciones de
estanques

Figura 8: Mapa con los estanques y sitios de muestreo; Estanque Estrella
(1), Estanque Mazatlan (2) y Estanque Lajitas (3).
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Tabla 3: Tabla con las muestras de intestino y sedimento para cada uno de los
estanques; para cada estanque (Lajitas, Mazatlan y Estrella) se consideraron
tres puntos de colecta y en cada uno de éstos tres muestras de intestino y una
muestra de sedimento.

Estanque Lajitas Estanque Mazatlan Estanque Estrella

Intestino Sedimento Intestino Sedimento Intestino Sedimento

Al IL1 IE1
A2 SAl IL2 5L1 IE2 SE1
A3 IL3 IE3
A4 IL4 IE4
A5 SA2 IL5 SL2 IES SE2
IAE IL6 IE6
A7 IL7 IE7
A8 SA3 IL8 513 IE8 SE3
A9 IL9 IE9

Extraccion del ADN con miniprep

Para la extraccion del ADN tanto en las muestras de intestino se utilizo el ZR
SoilMicrobe DNA Miniprep™ de la marca ZymoResearch@® (nim. de catélogo
D6001). Se sigui6 el protocolo que se indica en el manual del producto con algunas
variaciones para optimizar la extracciéon ADN bacteriano en nuestras muestras.

El procedimiento que se realizé para la extraccion de ADN en cada una de las
muestras fue el siguiente:

1. A un tubo ZR BashingBead™ LysisTube se le agregd la muestra:

a) Intestino: todo el que se obtuvo del camarén en cuestién (en las mues-
tras 3, 6 y 9 de cada estanque solamente se tom¢ la mitad del intestino)

b) Sedimento: 250 mg.

2. Se anadieron 750 uL LysisSolution al ZR BashingBead™ LysisTube. Utili-
zar el vortex para homogeneizar la muestra con la LysisSolution.
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10.

11.

12.

. En un VortexGenieT

M se colocé ZR BashingBead™ LysisTube para pro-

mover la lisis del tejido o sedimento a la maxima velocidad, con agitacion
constante durante 5 min.

. Posteriormente se llevé el ZR BashingBead™ Lysis Tube a una microcentrifu-

ga a 10,000 g durante 1 min para separar la parte acuosa.

. Se tomaron 400 pL del sobrenadante y se llevaron a un Zymo-Spin™ IV

Spin Filter el cual se colocd dentro de CollectionTube para obtener el pro-
ducto del filtrado tras una centrifugacion a 7,000 g durante 1 min.

. Al CollectionTube del paso anterior se le agregaron 1200 pL. de Soil DNA

Binding Buffer. Se homogeneizé con la punta de micropipeta, subir y bajar
10 veces.

a) Como lo indica el manual de uso del ZR SoilMicrobe DNA Miniprep™
se agregd beta-mercaptoetanol al Soil DNA Binding Buffer con una
concentracion final de 0.5 %(v/v) para un 6ptimo desempeno.

. De los 1600 pL. de la mezcla del paso anterior, se tomaron 800 pL y se co-

locaron en un Zymo-Spin™ IIC Column dentro de un CollectionTube y se
centrifugé a 10,000 g durante 1 min. Pasando la centrifugacion se tird el
filtrado del tubo colector.

Los 800 pL restantes de la mezcla del paso 6 se colocaron en el mismo Zymo-
Spin™ [IC" Column dentro del CollectionTube y se centrifugé a 10,000 g
durante 1 min. El filtrado del tubo colector se deseché.

. La Zymo-Spin™ IIC Column se traspasé a un nuevo CollectionTube y se

le agregaron 200 uL. de DNA Pre-Wash Buffer y se centrifugé a 10,000 g
durante 1 min. Al finalizar se tir6 el filtrado del tubo colector.

Se agregaron 500 uL de Soil DNA Wash Buffer a la Zymo-Spin™ IIC Co-
lumn dentro del mismo CollectionTube y se centrifugd nuevamente a 10,000
g durante 1 min. Al finalizar se tir6 el filtrado junto con el CollectorTube.

La Zymo-Spin™ IIC Column fue llevada a un tubo para microcentrifuga
de 1.5mL y se anadieron 300 uL 1 de agua libre de ADNasas y ARNasas
directo a la matriz de la columna para las muestras 3, 6 y 9 de cada estanque
se colocaron 30 L. Se centrifugé a 10,000 g durante 30 s.

Se transfirié nuevamente la Zymo-Spin™ IIC' Column a un nuevo tubo para
microcentrifuga de 1.5 mL y se anadieron 30 uL, para una segunda elucion,
de agua libre de ADNasas y ARNasas (para las muestras 3, 6 y 9 de cada
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estanque se anadieron 100 uL). Por ultimo se centrifugd a 10,000 durante
30 s.

13. E1 ADN eluido del tltimo paso se transfirié a un Zymo-Spin™ IV-HRC
Spin Filter (previamente centrifugado a 8,000 g durante 1 min) dentro de un
tubo para microcentrifuga de 1.5 mL y se realizé una tltima centrifugacion
a 8,000 g durante 1 min.

Posteriormente para determinar el contenido de ADN extraido se cuantificd
con QUBIT™ siguiendo el protocolo del fabricante.

Amplificacion de la regiéon V3-V4 del gen 16S
ARNr

Los amplicones se generaron basandose en el protocolo propuesto por lllumina
para la preparacion de librerfas para utilizarse en MiSeq . Las regiones hiperva-
riables utilizadas fueron la V3-V4 contenidas en un solo amplicon de tamano
esperado de 460 pb. Los cebadores utilizados fueron los siguientes:

Foward 5’:
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGC WG-
CAG

Reverse 5’:
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGG TAT-
CTAATCC

Los cebadores fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis de Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (figuras A.1 y A.2). Para su uso fueron diluidos a una
concentracion de 2.5 ug/ul. La polimerasa utilizada para la preparacion de los
amplicones fue la NEBNext® High-Fidelity.

Programacion del termociclador

Para las muestras de intestino se tomaron 300 ng del templado de ADN,
ajustando el volumen para cada una de las muestras segin su concentracién. Se
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programo el termociclador de la siguiente manera:
= 95 °C durante 3 min
= 35 ciclos de:

e 95 °C durante 30 s
e 55 °C durante 30 s
e 72 °C durante 30 s

n 72 °C durante 5 min

s Mantener a 4 °C

Para las muestras de sedimento se tomaron 12.5 ng de templado de ADN, ajus-
tando el volumen de la muestra dependiendo de su concentraciéon. Se programo
el termociclador de la siguiente manera:

s 95 °C durante 3 min
n 25 ciclos de:

e 95 °C durante 30 s
e 55 °C durante 30 s
e 72 °C durante 30 s

s 72 °C durante 5 min

= Mantener a 4 °C

PCR clean up

Los productos de PCR se purificaron con AMPure XP, que son perlas magnéti-
cas con afinidad al ADN las cuales nos permiten retirar a los contaminantes
resultantes de la PCR, como cebadores, sales, dinucleétidos, etc. Se siguio el pro-
tocolo del fabricante y posteriormente se tomaron 5uL y se corrieron en un gel
de agarosa al 2% para determinar su integridad.
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Secuenciacion masiva

La secuenciacion de los amplicones ya purificados se llevo a cabo en el Instituto
de Medicina Genémica (INMEGEN) con un equipo MiSeq de [llumina paired-end,
que utiliza la secuenciacién por sintesis. Para poder secuenciar las regiones hiper-
variables V3-V4 (~460 pb). La longitud maxima de las lecturas de MiSeq es de
300 pb, sin embargo con la opcién de paired-end podemos secuenciar fragmentos
de ADN de hasta 600 pb divididos en dos lecturas: R1 y R2; por lo cual para
cada una de las muestras se obtuvieron dos archivos fastqc (R1-muestra.fastqc y
R2-muestra.fastqc).

Preprocesamiento de los datos

Uno de los pasos mas importantes para determinar la diversidad microbiana
es el pre-procesamiento de los datos, ya que se puede modificar notablemente el
éxito de la clasificacién de las secuencias y con esto la explicacién de la diversidad
de la muestra (6)(21). Para cada muestra se debe de utilizar un pre-procesamiento
de los datos dependiendo de cudles sean los factores que se encuentren presentes
en dicha muestra. estos factores pueden ser: la extraccion del ADN, la eleccién de
los cebadores, la variacion del niimero de copias, la presencia de quimeras, errores
de secuenciacién y error de clasificacién en OTUs (6)(19).

Existen diversas herramientas para visualizar las muestras obtenidas de la
secuenciacién, una de las mas destacadas es FastQC (32) por las funciones que
ofrece, entre las que destacan:

1. Estadisticas bésicas de la muestra como nimero de lecturas que se obtuvie-
ron del secuenciador asi como su tamano minimo y méaximo.

2. La calidad de la lectura por cada base y por la lectura completa.
3. Contenido de GC por base y por la lectura completa.

4. Contenido de bases sin asignar (N) en la lectura completa.

5. Distribucién del tamano de las lecturas en toda la secuenciacion.
6. Niveles de duplicacion de la lectura.

7. Secuencias sobre-representadas en cada lectura

8. Contenido de k-meros.
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Una de las caracteristicas mas utiles de esta herramienta es que destaca cudles
son los factores que pudiesen tener errores y que es necesario revisar. Una vez
conociendo los resultados de calidad es necesario realizar curaciones a los datos
y con esto disminuir los errores al momento de realizar la clasificacién.

Debido a que se observé que existia un porcentaje elevado de nucleétidos no
asignados (N) en todas las muestras se cortaron los extremos iniciales de todas
las muestras. Basandonos en los resultados de FastC(Q para los archivos R1 se
cortaron 5 nucledtidos y para los archivos R2 6 nucledtidos con Trimmomatic
(figuras 15 y 16).

Posteriormente se juntaron ambas lecturas (R1 y R2) para generar el amplicon
con las regiones hipervariables V3-V4. Este procedimiento fue realizado con el
comando fastq-join del programa Bioconda. Se observéd que existian variaciones
entre el nimero de secuencias obtenidas al juntar los fragmentos R1 y R2, por lo
cual se cortaron las lecturas de 230 a 245 nucleétidos y se comparé el nimero de
secuencias finales obtenidas y se seleccioné para cada una de las muestras cudl
era el corte con el cual se obtenian mas lecturas finales.

Cuando ya se contaba con el amplicon junto se procedié a limpiarlo por ca-
lidad. La calidad minima considerada fue de Q20, que segun el Phred Quality
Score se tiene un 99 % de exactitud al asignar una base. Se utilizé el filtrado por
ventanas de 6 bases, esto es que se promediaba la calidad de la ventana y si era
superior a Q20 se conservaba la lectura y continuaba el filtrado avanzando una
base y nuevamente promediando hasta llegar al final de la secuencia. En el caso
de que la ventana no cumpliera con la calidad minima promedio esta se corto,
quitando la parte de baja calidad.

El ultimo filtro utilizado fue el de nucleotidos degenerados (N) dentro de la
secuencia. Como se menciona en el primer paso del pre-procesamiento se buscé la
presencia de N en las secuencias, sin embargo FastQC detecta la presencia de N
si se encuentran en méas del 5% en una posicién, por lo cual si hay secuencias con
N en baja proporcién dicho programa no podria detectarlas. Otro de los filtros
con en este paso fue el de eliminar las secuencias menores a 5 bases, que podrian
ser solamente restos de oligos secuenciados.

Asignacion taxonémica con QIIME

Comparacion entre bases de datos

Para poder asignar taxonomia a un OTU es necesario realizar una compa-
racién de su secuencia contra una secuencia ya conocida. Para dicho fin se han
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establecido bases de datos publicas de donde se puede descargar el conjunto de
secuencias del 165 ARNr. Las tres mas importantes y con mayor nimero de se-
cuencias depositadas son: Greengenes (33), Ribosomal Database Project (RDP)
(34) y SILVA (35).

Cada una de estas bases de datos son curadas por diferentes grupos o insti-
tuciones, por lo cual el contenido de informacién respecto a las secuencias y sus
asignaciones taxondémicas varia. Para nuestra investigacion es de interés conocer
cual es la base de datos que ofrece una cobertura mayor de la diversidad micro-
biana en las muestras de intestino de camarén por consiguiente se decidi6 realizar
una comparacion entre la asignacion de taxonomia entre las tres bases de datos,
asi como una comparacion entre los indices de diversidad resultantes.

Para realizar la comparacién se tomé una muestra al azar, que ya habia pasado
por el pre-tratamiento antes mencionado. Se procesé con QIIME (36) con sus
valores por defecto pero cambiando la base de datos en cuestién (Greengenes,
RDP y SILVA).

La primera evaluacion que se realizé fue cuantitativa en la cual se evaluaron el
numero de lecturas asignadas, nimero de OTU generados, porcentajes de asigna-
cién dentro de los niveles taxondmicos (8). Posteriormente se realizé un diagrama
de Venn a nivel de género entre las tres bases de datos (figura 20).

Con la base de datos con mejor asignacién (Greengenes) se llevé a cabo la
seleccién de OTU con referencia cerrada. Se consideraron los pardmetros de 97 %
de identidad asi como prediccion de la cadena complementaria para aumentar en
nimero de lecturas por muestra.

Asignaciéon de taxonomia en muestras de intestino con Green-

genes

Debido a que el objetivo es conocer si la microbiota intestinal estd modulada
por su genética o por su ambiente, se tomaron en cuenta estas dos aproximacio-
nes para realizar diferentes andlisis. Con el fin de determinar si la influencia de
la microbiota se debia a su genética, se compararon las muestras del estanque
Mazatlan (genética 1) y del estanque Lajitas (genética 2); se consideran estos dos
grupos ya que comparten el mismo ambiente (figura 8). De igual forma se compa-
raron las muestras de los dos estanques que posefan la misma genética (estanques
Mazatlédn y Estrella), esto como prueba para determinar si el ambiente era el que
tenia una mayor influencia sobre la microbiota intestinal del camarén. Los resul-
tados que se muestran incluyen a los 10 OTU con mayor abundancia para cada
nivel taxonémico. De igual forma se filtraron los OTU con una abundancia mayor
a 0.1 % y se utilizaron diagramas de Venn para contrastar entre la diversidad de
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los estanques, genéticas y ambientes. El codigo utilizado en QIIME se muestra
en el Apéndice de esta tesis.

Analisis LEfSe

Con el fin de evaluar cudles son los taxa que varian en los dos ambientes com-
parados, asi como las dos genéticas, se utilizo el algoritmo LEfSe. Este nos permite
evaluar las diferencias significativas entre los grupos. El resultado en valor LDA
(del andlisis discriminante lineal que es el ultimo paso de la prueba LEfSe) nos
muestra que tanto varia un elemento, entre los grupos comparados (ambientes
o genéticas). Entre mayor sea el valor de LDA, mayor serd la diferencia de ese
elemento en comparacion a las otras condiciones. Se realizo la prueba a diferentes
niveles taxonémicos (phylum, clase, orden, familia, género y especie) comparando
a las muestras por estanque, genética y ambiente, asi como dos diferentes niveles
de abundancia de OTU: uno con todos los OTU y otro con solamente los que
cuentan con mas del 0.1% de la abundancia. Como se muestra en la tabla 16
cuando se utilizan los grupos con abundancias mayores a 0.1 % se encuentran un
menor numero de taxones diferenciales por lo que se muestran dichos resultados.
Ademas se realizé el andlisis LEfSe en los diferentes niveles taxondmicos agru-
pando a las muestras por genéticas y por ambientes. Las muestras de microbiota
intestinal del estanque Mazatlan se consideraron como ambiente 1 y las muestras
del estanque Estrella como ambiente 2, esto como se menciona anteriormente se
debe a que los camarones de los cuales se extrajo el intestino provienen de un
linaje similar para estos estanques pero difieren en su ambiente.

Analisis de diversidad «

La diversidad « es aquella que existe en una muestra determinada. Se separd
a las muestras por estanque y por genética al igual que en la taxonomia. Ademas
se anaden las muestras de sedimento para determinar qué es mas diverso, si la
microbiota intestinal o la que se encuentra en el sedimento.

Algunas de las muestras tenfan una menor cantidad de lecturas por lo cual
sus curvas de rarefaccion tienen una profundidad menor. Para poder realizar una
comparacion mas robusta se realizaron 10 000 iteraciones tomando subgrupos con
el tamano méximo de lecturas de la muestra mas pequena (con menos lecturas).
Ademsds se realizé un cuadro a una profundidad en la cual se pudieran apreciar
todas las muestras, incluyendo a las de menor cantidad de lecturas.
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Para cada una de las curvas de rarefaccion se realizé6 una comparacion con
un método no paramétrico (Monte-Carlo) para identificar si existen diferencias
significativas entre las diversidades a de los grupos considerados, tanto por es-
tanque y por genética. La comparacién entre ambientes se realizé agrupando a
las muestras del estanque Mazatlan como ambiente 1 y las del estanque Estrella
como ambiente 2. Estos dos estanques comparten la misma fuente de desove, esto
es que pertenecen al mismo linaje y cuentan con una genética similar. La com-
paracion se realizo al igual que con los estanques con los indices de diversidad
Shannon, diversidad filogenética y Chaol.

Analisis de diversidad [

La diversidad 3 es aquella que existe entre un conjunto de muestras y nos per-
mite identificar diferencias entre éstas. Al igual que con el andlisis de taxonomia
y de diversidad « se separaron las muestras por tipo de muestra (sedimento o
intestino), estanque y genética. Se utilizé6 UniFrac como métrica para comparar
las comunidades microbianas.

Se realizaron los PCoA (Anélisis de Coordenadas Principales, en inglés Prin-
cipal Coordinates Analysis) con 10 000 iteraciones considerando la abundancia
(ponderado, en inglés weighted) y sin considerarla (no ponderado, en inglés un-
weighted). Debido a que algunas muestras tienen una menor cantidad de lecturas
los subgrupos considerados para las iteraciones fueron al 75 % de la muestra més
pequena.

El analisis se realiz6 considerando las siguientes comparaciones: entre las mues-
tras de los estanque Mazatldn y Estrella (ambiente), comparando las muestras
de Mazatlan y Lajitas (genética) y por iltimo considerando todos los estanques.
De igual forma se realizaron los anélisis considerando solamente las muestras de
intestino, asi como junto con las muestras de sedimento.

Arbol filogenético

Para agrupar a las muestras en un arbol filogenético se utilizé el método UPG-
MA junto con 1000 submuestreos con Jacknife. Se hicieron dos aproximaciones:
considerando la abundancia de los OTU (en inglés weighted) o tomando en cuenta
solamente la presencia o ausencia de éstos (en inglés unweighted).
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PCA con abundancias de OTU

Por 1ltimo se realizé un analisis de componentes principales PCA con el fin
de evaluar si la diversidad entre estanques agrupaba a las muestras de intestino
y sedimento por su genética o por su ambiente. En este andlisis se consideran a
todos lo OTU, incluyendo a los de abundancias menores al 0.1 %.

Mapas de calor por ambiente

Se utilizaron mapas de calor para organizar a las muestras de intestino a partir
de sus frecuencias absolutas, que en este tipo de grafico se representan como un
gradiente de color. Se realizé un mapa de calor para cada nivel taxonémico y
se conservaron solamente a los OTU que tenfan una abundancia mayor al 0.1 %,
contrastando primero entre ambientes y posteriormente entre genéticas.
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Resultados

Extraccion de ADN y obtencion de amplicones

Tabla 4: Concentraciones de ADN en ng.

[A1 23.13
[A2 23.87
IA3 104
[A4 25
IA5 20.6
TAG 88.4
[A7 12.93
[A8 39.6
TA9 131.73
IL1 21.13
IL2 4.09
IL3 187.5
IL4 9.87
IL5 9.79
IL6 107.14
IL7 15.69
IL8 17.92
IL9 65.21
IE1 13.63
IE2 22.33
IE3 55.47
IE4 5.19
IES 4.7
IE6 56.53
IE7 14.46
IES 4.91
IE9 532

($N]
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La mezcla que se utilizo para la reaccion de PCR se puede observar en la
tabla 5. En las figuras 9 y 10 se observan ejemplos de los geles de agarosa que
se consideraron para determinar la integridad de ADN, antes y después de su
purificacion, respctivamente.

Tabla 5: Tabla con los volimenes utilizados para la reaccién de PCR.

IA1 13pL | 2pL | 2pL | 3nL 20 L
IA2 13pL | 2pL | 2pL | 3pL 20 pLL
IA3 29ul | 2pL | 2pL | 5.6 pL 12.5 L
A4 12pL | 2pL | 2pL | 4pL 20 L
IA5 15pL | 2uL | 2pL | 1L 20 L
IA6 4.6nL | 2pL | 2pL | 5.1uL 12.5nL
IAT7 23ul | 2uL | 2pL | OnL 25 uLL
IA8* 7.5uL | 5pL | 5pL | 2.5uL 20 pL
IA9 2.3ul | 2pL | 2pL | 6.2 pLL 12.5 L
IL1 15pL | 2pL | 2pL | 1pL 20 L
IL2 36uL | 2pL | 2pl | OpL 40 L
IL3 1.6uL | 2pL | 2pL | 6.9 pL 12.5uLL
IL4 3lpL | 2pL | 2pL | OpL 30 L
IL5 3luL | 2uL | 2puL | OnL 35 uLL
IL6 2.8uL | 2pL | 2pL | 5.7pLL 12.5nL
IL7 19pL | 2pL | 2pL | 2pL 25 uLL
IL8* 16.8uL | 5pL | 5pL | OuL 25 pLL
IL9 9pL 2pL | 2puL | OpL 12.5uL
IE3 54nL | 2pL | 2pL | 3.1uL 12.5uLL
IES5 30pL | 2pL | 2pL | OpL 35 L
IE6 53pL | 2uL | 2uL | 3.2k 12.5uLL
IE9 5.7pL | 2puL | 2uL | 2.8 1L 12.5nLL

De las muestras IL5 (intestino del estanque Mazatlan 5) e IE4 (intestino del
estanque Estrella 4) no se obtuvo el amplicén, por lo cual no se enviaron a se-
cuenciar.
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1000 pb

500 pb ~ 550

Figura 9: Gel de agarosa al 2% con buffer TBE 1X, donde se observan los
amplicones de =550 pb en las muestras de intestino; foto a los 10 min con
100 V.

1000 ph

500 pb ~ 550

Figura 10: Gel de agarosa al 2% con buffer TBE 1X, donde se observan los
amplicones después de la limpieza con AMPure XP; foto a los 10 min con 100
V; las muestras con X, no son muestras de intestino.
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Pre-procesamiento

FastQC para visualizar las secuencias en crudo

De las figuras 11 a la 14 se pueden observar el contenido de N (nucleétidos no
asignados) y la calidad por base a lo largo de los amplicones.

N content across all bases
100
Yl
an
a0
70
al
a0
40

30

20

12 3 4 5 6 7 8 9 15-19  25-20 35-3%  45-49  40-6%  80-8% 100-14% 250-299
Position inread (bp)

Figura 11: Imagen obtenida con FastQC de la muestra R1-IA9 antes del
pre-procesamiento; muestra en contenido de N (nucleotidos no asignados).
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N content across all bases
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Position inread (bp)

45-4%  A0-6%  B0-89 100-149

250-299

Figura 12: Imagen obtenida con FastQC de la muestra R2-IA9 antes del
pre-procesamiento; muestra en contenido de N (nucleotidos no asignados)

Quality scores across all bases (Sanger / Ilumina 1.9 encoding)

G

i 4 5 6 7 8 9 15-19  25-29  35-39  45-49

Position inread (bp)

60-5%  BO-89 100-149

250-299

Figura 13: Imagen obtenida con FastQC de la muestra R1-IA9 antes del
pre-procesamiento; muestra la calidad por base basado en el Phred Quality

Score.
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Quality scores across all bases (Sanger / Ilumina 1.9 encoding)
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1.2 3 4 5 &6 7 8 9 15-19  25-29  35-3%  45-49  40-6%  80-8% 100-14% 250-299
Position inread (bp)

Figura 14: Imagen obtenida con FastQC de la muestra R2-IA9 antes del
pre-procesamiento; muestra la calidad por base basado en el Phred Quality
Score.
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Corte de los extremos de las lecturas con Trimmomatic

100
o0
&0
70
60
50
40
30

20

Figura 15:
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Figura 16:
corte de los

N content across all bases

%ol

123456789 1519 30-34 45-49 70-79 100-109  140-149  180-189 220-229 260-269
Position inread (bp)

Imagen obtenida con FastQC de la muestra R1-IA9 después del

primeros 5 nucleétidos.

M content across all bases

%ol

123456789 1519 30-34 45-4% 70-79 100-109  140-149  180-189 220-229 260-269
Position inread (bp)

Imagen obtenida con FastQC de la muestra R2-TA9 después del

primeros 6 nucledtidos.
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Unién de lecturas R1 y R2 para obtener amplicon completo

Muestra |1A9

60500
60000
59500

59000

Numero de lecturas

58500

58000
228 230 232 234 236 238 240 242 244 246

Tamafio del corte

Figura 17: Gréafica de los resultados de la unién de R1 y R2 de la muestra
[A9 a diferentes cortes (de 230 a 245); el corte con mayor nimero de lecturas
juntas en esta muestra fue de 232 con 60354 secuencias totales.

Limpieza por calidad en ventanas con Trimmomatic

La calidad de las secuencias antes de la limpieza por ventanas (figura 18) si
se ve mejorada al realizar la limpieza por ventanas (figura 19)
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Quality scores across all bases (Sanger / Ilumina 1.9 encoding)

12 3 4 5 6 7 8 9 15-19 25-29 35-3% 45-49 A0-69 B0-89 150-199  300-349  450-458
Position inread (bp)

Figura 18: Imagen obtenida con FastQC de la muestra IA9 después de juntar
R1 y R2; muestra la calidad por base basado en el Phred Quality Score; se
observa que hay calidades por debajo del Q20 con una mayor probabilidad
de error al asignar una base.

Quality scores acrass all bases (Sanger / Illumina 1.9 encoding)

12 3 4 58 6 7 8 9 15-19 25-29 35-390 45-49 £0-6% B80-59 150-199  300-349  450-457
Position inread (bp)
Figura 19: Imagen obtenida con FastQC después de la limpieza por ventanas;
muestra la calidad por base basado en el Phred Quality Score; se observa que
no hay bases con calidad menor a Q20.
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Resultados del pre-procesamiento

Algunas librerias conservan un mayor porcentaje de lecturas (tablas 6 y 7) al
finalizar la limpieza, esto es independiente del pre-tratamiento.

Tabla 6: Resultados del pre-procesamiento de muestras de intestino de ca-
maron en porcentaje; se muestran el porcentaje resultantes en cada paso.

[A1 100 % 100 % 52.16 % 52.08 % 52.06 %
[A2 100 % 100 % 80.13 % 80.07 % 80.04 %
[A3 100 % 100 % 80.06 % 80.01 % 79.99 %
[A4 100 % 100 % 40.86 % 40.76 % 40.75 %
IA5 100 % 100 % 81.89 % 81.84 % 81.82 %
IA6 100 % 100 % 11.96 % 11.92% 11.91%
[A7 100 % 100 % 80.43 % 80.38 % 80.36 %
IAS 100 % 100 % 82.87% 82.84 % 82.81%
TA9 100 % 100 % 70.99 % 70.93 % 70.90 %
IL1 100 % 100 % 52.49 % 52.45% 52.43 %
IL2 100 % 100 % 59.38 % 59.29 % 59.25 %
IL3 100 % 100 % 19.51 % 19.49 % 19.47%
IL4 100 % 100 % 83.97 % 83.94% 83.91 %
IL6 100 % 100 % 43.76 % 43.72% 43.70 %
IL7 100 % 100 % 16.65 % 16.61 % 16.60 %
IL8 100 % 100 % 77.59 % 77.55 % 77.53 %
IL9 100 % 100 % 42.14 % 42.10 % 42.01 %
IE1 100 % 100 % 37.41% 37.41% 37.41%
IE2 100 % 100 % 71.45% 71.39% 71.37%
IE3 100 % 100 % 41.60 % 41.55 % 41.54 %
IE5 100 % 100 % 75.90 % 75.84 % 71.82%
IE6 100 % 100 % 9.65 % 9.57% 9.57 %
IE7 100 % 100 % 72.43% 72.37% 72.34 %
IE8 100 % 100 % 39.96 % 39.87% 39.86 %
IE9 100 % 100 % 66.55 % 66.47 % 66.44 %
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Tabla 7: Resultados del pre-procesamiento de muestras de intestino de ca-

maron; se muestran el nimero de lecturas resultantes en cada paso.

[A1 16388 16388 8548 8536 8533
[A2 221426 221426 177447 177316 177242
IA3 150685 150685 120647 120571 120541
[A4 38466 38466 15719 15679 15676
IA5 102231 102231 83720 83669 83646
TA6 35297 35297 4223 4210 4206
IA7 627531 627531 504737 504465 504305
IA8 42542 42542 35257 35243 35231
IA9 85007 85007 60354 60303 60272
IL1 213688 213688 112169 112091 112051
IL2 15787 15787 9375 9361 9355
IL3 106896 106896 20864 20837 20815
IL4 219766 219766 184558 184476 184424
IL6 223954 223954 98005 97913 97881
IL7 10134 10134 1688 1684 1683
IL8 46133 46133 35796 35777 35767
IL9 2311 2311 974 973 971
IE1 1871 1871 700 700 700
IE2 606582 606582 433437 433074 432944
IE3 69709 69709 29000 28969 28963
IE5 134170 134170 101846 101767 101738
IE6 22465 22465 2168 2152 2151
IE7 121026 121026 87666 87594 87557
IE8 56184 56184 22454 22403 22395
IE9 63686 63686 42386 42336 42318
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Comparaciéon de las bases de datos para secuen-

cias de 16S ARNr

Tabla 8: Comparacién entre las asignaciones de QIIME con los valores por
defecto para las tres bases de datos (GG: Greengenes; RDP: Ribosomal Da-
tabase Project; y SILVA)

176356 214039 | 230707
244 120 413
99.97 100 99.97
99.94 100 99.90
99.67 100 31.33
52.42 99.71 30.84
21.07 30.35 | 30.45

RDP

??‘41
SILVA & GG
133 43

Figura 20: Diagrama de Venn a nivel de género entre las tres bases de datos
comparadas; (GG: Greengenes; RDP: Ribosomal Database Project; y SILVA).

Considerando los diferentes indices como la diversidad filogenética (PD), Chaol,
Shannon y Simpson, se considerd que la base de datos que explicaba mejor la di-
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versidad de la muestra es Greengenes por lo cual se decidié considerarla para la
asignacién de taxonomia de todas las librerias (tabla 9).

Tabla 9: Comparacién entre los indices de diversidad; se utilizé un tamano de
150,110 secuencias para la comparaciéon (GG: Greengenes; RDP: Ribosomal
Database Project; y SILVA).

Greengenes | 44.967 | 1321.435 | 0.998 872.600 4.513 0.922
RDP 10.491 | 349.622 | 0.999 214.500 1.699 0.494
SILVA 46.693 | 1507.272 | 0.997 958.100 3.097 0.678

Asignacion de taxonomia en muestras de intes-

tino con Greengenes

Comparacion a nivel phylum

En la tabla 10 se pueden observar los phyla mas abundantes para los tres
estanques, entre ellos se encuentra Proteobacteria, Cyanobacteria, Fusobacteria,
Actinobacteria y Firmicutes. Estos phyla coniciden con los que se grafican con
una abundancia mayor al 0.1 % (figura 21).
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Tabla 10: Tabla con los 10 OTU mas abundantes a nivel de phylum para los
tres estanques; se muestra la frecuencia absoluta promedio (en porcentaje)
por estanque.

Phyla Lajitas Mazatlan Estrella
CETACIIE I el =lo]sEladI{ -l 32.62 | 46.84 | 61.66
CET I E [OYE ] Tel FIa(IsFIl 56.30| 31.33 | 25.76
Bacteria| Fusobacteria 6:22 a7 6.07
Bacteria| Actinobacteria 1.35 5 b 1.70
Bacteria| Firmicutes 118 4,16 u 4
Bacteria|Bacteroidetes 0.51 1.32 LS
Bacteria| Planctomycetes [oRS 1.40 0.82
Bacteria| Chloroflexi 0.41 0.62 0.42
Bacteria|Verrucomicrobia Rk 0.41 0.28
Bacteria| Acidobacteria 0.21 0.22 0.14

Phylum
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

Lajitas Mazatlan Estrella

M Proteobacteria M Cyanobacteria M Fusobacteria ~ ® Actinobacteria M Firmicutes M Bacteroidetes

Figura 21: Grafica que muestra los phyla con una abundancia mayor al
0.1 %.

Las muestras de microbiota intestinal del estanque Lajitas cuentan con una
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mayor proporcién de Cyanobacteria (mas del 50 %) y una menor cantidad de
Cyanobacteria, en comparacion con las muestras de los otros dos estanques. De
forma contraria el estanque Estrella se puede observar una frecuencia relativa ma-
yor de Proteobacteria, asi como una disminucién del phylum Cyanobacteria. Por
ultimo en el estanque Mazatlan se observa una proporcién similar entre los phyla
Cyanobacteria y Proteobacteria. De igual forma, se puede observar una mayor
frecuencia relativa de Actinobacteria y Firmicutes unicamente en este estanque
(tabla 10 y figura 21).

Estrella Mazatlan
9.62% 3.85%
T8.8%
1.92% 1.92%
3.85%
Lajitas

Figura 22: Diagrama de Venn que muestra los phyla compartidos entre los
estanques Lajitas, Mazatlan y Estrella.

Se puede observar en las figuras 24 y 23, el nimero de phyla compartidos y
no compartidos, asi como su porcentaje son muy similares entre si.
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11.5% 82.7% 5.77%

Ambiente 2 Ambiente |

Figura 23: Diagrama de Venn que muestra los phyla compartidos entre el
ambiente 1 (estanque Mazatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella).

9.8% 84.3% 5.88%

Genética 2 Genética 1

Figura 24: Diagrama de Venn que muestra los phyla compartidos entre la
genética 1 (estanque Mazatlan) y la genética 2 (estanque Lajitas).

Comparacion a nivel clase

En la tabla 11 se pueden observar los 10 OTU con mayor abundancia a nivel
de clase para los tres estanques. En la figura 25 se observan las clases con una
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abundancia mayor a 0.1 %.

Tabla 11: Tabla con los 10 OTU més abundantes a nivel de clase para los
tres estanques; se muestra la frecuencia absoluta promedio (en porcentaje)
por estanque.

Clases Lajitas Mazatlan Estrella
Bacteria|Proteobacteria| Gammaproteobacteria PARIYIEEEERS IR XL

Bacteria| Cyanobacteria | Chloroplast 39.65| 14.13 | 20.80

Bacteria| Cyanobacteria | Oscillatoriophycideae 1373 | 12.17 3.07

Bacteria | Fusobacteria | Fusobacteriia 6.22 7.07 6.07

Bacteria | Proteobacteria| Alphaproteobacteria 2.24 4.61 2.08

Bacteria| Actinobacteria| Actinobacteria 0.58 3.99 1.03

Bacteria| Cyanobacteria|Synechococcophycideae Wy} 207 1.09

Bacteria | Firmicutes|Clostridia 0.85 3.08 1.19

Bacteria| Cyanobacteria | Nostocophycideae 153 2.10 0.71

Bacteria | Proteobacteria | Deltaproteobacteria 0.78 2.18 0.55

Clase
100% _— I
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Lajitas Mazatlan Estrella
B Gammaproteobacteria M Chloroplast M Oscillatoriophycideae Fusobacteriia B Nostocophycideae
B Synechococcophycideae M Actinobacteria M Deltaproteobacteria M Clostridia M Bacteroidia

Figura 25: Grafica que muestra las clases con una abundancia mayor al
0.1%.
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Las clase compartida mas abundante fue Gammaproteobacteria con un pro-
medio de 42.73 % en su frecuencia absoluta (tabla 11). Esta clase es muy diversa
e incluye a familias comunes como Enterobacteriaceae, Psudomonaceae, Vibrio-
naceae, Aeromonaceae, entre otras. Mas especificamente se puede observar que
las muestras del estanque Lajitas, en comparacién con lo otros dos estanques,
cuentan con un aumento en la proporcién de una clase de cyanobacterias (cerca
del 40 % de la frecuencia relativa), ademéds de que se observa una disminucién de
Gammaproteobacteria (figura 25).

Se puede observar que hay un enriquecimiento de la clase Gammaproteobac-
teria en el estanque Estrella, que en comparacién con el estanque Lajitas es casi
del doble y que cuenta con una frecuencia relativa de cerca del 60 % (tabla 11).
En este estanque se puede observar también una disminucion en la proporcién de
la subclase Oscillatoriophycidaea (figura 25).

Por 1ltimo en el estanque Mazatlan se puede observar frecuencias relativas mas
diversas y no tan dominantes. Cuenta con una proporcién de un poco mas de 40 %
de Gammaproteobacteria, asi como frecuencias similares entre si de Chloroplast,
Oscillatoriophycidaea (tabla 11). Se nota ademds un aumento en la proporcién
de Alphaproteobacteria y Actinobacteria en comparacion a los otro dos grupos
(figura 25).

En la figura 26 se muestra el diagrama de Venn con las clases compartidas
entre los estanques, que equivalen a 74.4 %. Al igual que a nivel de phylum, no se
puede determinar una influencia por parte del ambiente o la genética considerando
los gréficos de Venn que se realizaron a nivel de clase (figuras 27 y 28), ya que
tanto el nimero de clases compartidas y no compartidas son similares entre si.
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3.91%

Lajitas

Figura 26: Diagrama de Venn que muestra las clases compartidas entre los
estanques Lajitas, Mazatlan y Estrella.

Figura 27: Diagrama de Venn que muestra las clases compartidos entre el
ambiente 1 (estanque Mazatldn) y el ambiente 2 (estanque Estrella).
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10.7% 2.1% 8.2%

Genética 2 Genética |

Figura 28: Diagrama de Venn que muestra las clases compartidas entre la
genética 1 (estanque Mazatlan) y la genética 2 (estanque Lajitas).

Comparacion a nivel orden

En la tabla 12 se muestran los OTU con mayor frecuencia absoluta para los
tres estanques a nivel de orden. Se pueden observar también los érdenes con una
abundancia mayor al 0.1 % en la figura 29.

Tabla 12: Tabla con los 10 OTU mas abundantes a nivel de orden para los
tres estanques; se muestra lafrecuencia absoluta promedio (en porcentaje) por
estanque.

Ordenes Lajitas Mazatlan Estrella
Bacteria| Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales 24.06| 31.43 | 50.72
Bacteria| Cyanobacteria| Chloroplast|Stramenopiles 39.17| 13.50 | 19.42
Bacteria| Fusobacteria | Fusobacteriia | Fusobacteriales 6.22 7.07 6.07

Bacteria| Cyanobacteria| Oscillatoriophycideae | Oscillatoriales 11.79| 0.63 1.58

Bacteria| Cyanobacteria | Oscillatoriophycideae | Chroococcales 1.94 | 11.55 1.49

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria| Aeromonadales [E&] 2.48 3.88
Bacteria | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhodobacterales 1.23 3.27 1.65
Bacteria| Actinobacteria| Actinobacteria | Actinomycetales 0.58 3.98 1.03
Bacteria | Firmicutes| Clostridia | Clostridiales 0.81 3.00 1.17
Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Alteromonadales V&Y 1.55 1.32
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En comparacion con las graficas de la asignacién taxondmicas vistas en las
secciones anteriores a nivel orden se puede observar de bandeo mas variado a
pesar de que se evalian los mismos érdenes (figura 29) lo cual implica una mayor
variabilidad entre la diversidad de los estanques a este nivel. En todos los estan-
ques existe la presencia de dos érdenes con abundancia importante: Vibrionales
y Stramenopiles (tabla 12 y figura 29).

Orden
100% S IR EEE
90% - - -
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Lajitas Mazatlan Estrella
M Vibrionales M Stramenopiles W Fusobacteriales Chroococcales M Oscillatoriales W Aeromonadales
B Synechococcales B Actinomycetales B Marinicellales M Desulfovibrionales B Enterobacteriales M Clostridiales
W Pseudomonadales ® Nostocales W Bacteroidales Chlorophyta M Alteromonadales ® Streptophyta

Figura 29: Grafica que muestra los 6rdenes con una abundancia mayor al
0.1%.

En el estanque Lajitas se puede observar un aumento en la proporcion de
Stramenopiles y Oscillatoriales en comparaciéon a los otros dos estanques, asi
como una disminucién en el orden Vibrionales (figura 29), lo cual concuerda con
lo observado en los OTU mas abundantes a este nivel (tabla 12).

Para las muestras del estanque Mazatlan se observa una composicion mas he-
terogénea en la cual sobresale el aumento Chroococcales, Actinomycetales, Clos-
tridiales. Hay casi un 40 % de Vibrionales, que resulta mds que la proporcién
del estanque Lajitas pero menos a la abundancia de las muestras del estanque
Estrella (tabla 12 y figura 29).

En la figura 30 se observan los 6rdenes compartidos entre los estanques Lajitas,
Mazatlén y Estrella, de que comparten 248 taxones (74.4 %). Los diagramas de
Venn difieren poco en nimero y porcentaje para las dos comparaciones realizadas
(figuras 31 y 32) por lo cual se puede inferir poco acerca de la influencia de ambas
variables con estos gréficos.
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Estrella Mazatlin

T7.04%

1.01% 3.02%

T4.4%

6.03% 5.53%

3.02%

Lajitas

Figura 30: Diagrama de Venn que muestra los érdenes compartidos entre
los estanques Lajitas, Mazatlan y Estrella.

Ambiente | Ambiente 2

B.81% 83.9% 7.25%

Figura 31: Diagrama de Venn que muestra los érdenes compartidos entre el
ambiente 1 (estanque Mazatldn) y el ambiente 2 (estanque Estrella).
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Genética 1 Genética 2

10.2% 80.7% 9.14%

Figura 32: Diagrama de Venn que muestra los érdenes compartidos entre la
genética 1 (estanque Mazatlan) y la genética 2 (estanque Lajitas).

Comparacion a nivel familia

Se pueden observar los OTU a nivel familia con mayor frecuencia absoluta
para los tres estanques en la tabla 13, sin embargo no todos los OTU fueron
asignados completamente, por lo cual se coloca un signo de interrogacién en el
nivel faltante. Lo que podemos concluir de esta tabla es que una familia del orden
Stramenopiles tiene el promedio mas alto en abundancia para los tres estanques,
seguida de las familias Pseudoalteromonadaceae y Vibrionaceae.

Las familias con una abundancia mayor a 0.1 % (que fueron clasificadas com-
pletamente) segtn el promedio de todos los grupos son: Pseudolateromonadace,
Vibrionaceae, Fusobacteriaceae y Phormidiaceae (figura 33).

El estanque Lajitas estd dominado por Pseudoalteromonadaceae seguido de
Phormidiaceae que, a comparacién con los otros estanques, cuenta con un en-
riquecimiento mayor. Posteriormente le siguen Vibrionaceae y Fusobacteriaceae.
Para el estanque Mazatlan se pueden observar tres grupos con una frecuencia
relativa similar: Pseudolateromonadace, Vibrionaceae y Cyanobacteriaceae; son
relevantes también las familias Cyanobacteriaceae, Rhodobacteraceae Microbac-
teriaceae que aparece con una abundancia mayor a comparacion con los otros
estanques. Vibrionaceae y Pseudoalteromonodaceae son los grupos dominantes
en el estanque Estrella, que juntos suman el 80 % de su frecuencia relativa. Es
importante notar que en este estanque se observa una abundancia superior de
Vibrionaceae (tabla 13 y figura 33).

95



RESULTADOS

Tabla 13: Tabla con los 10 OTU més abundantes a nivel de familia para los
tres estanques; se muestra la frecuencia absoluta promedio (en porcentaje) por
estanque. Los OTU que no obtuvieron una clasificacion completa se colocan
con '?’ (orden: o? y familia: 7).

Familias Lajitas Mazatlan Estrella
Bacteria | Cyanobacteria | Chloroplast|Stramenopiles | f? 39.17| 13.50 | 19.42
Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Pseudoalteromonadaceae JNALYEEVFERIPERL

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Vibrionaceae 6.52 | 14.18 | 26.73

Bacteria | Fusobacteria | Fusobacteriia | Fusobacteriales | Fusobacteriaceae 6.16 6.86 5.79

Bacteria | Cyanobacteria| Oscillatoriophycideae | Oscillatoriales | Phormidiaceae 11.79| 0.62 1.58

Bacteria | Cyanobacteria| Oscillatoriophycideae | Chroococcales | Cyanobacteriaceae 1.69 | 10.60 1.29

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria| Aeromonadales | f? 2.60 2.09 3.40

Bacteria | Proteobacteria| Alphaproteobacteria| Rhodobacterales | Rhodobacteraceae 1.23 3.24 1.64

Bacteria| Actinobacteria | Actinobacteria | Actinomycetales | Microbacteriaceae 0.33 3.18 0.83
Bacteria | Cyanobacteria| Nostocophycideae|o?|f? 1.22 1.23 0.58

m

Figura 33: Gréfica que muestra las familias con una abundancia mayor al
0.1%.

Familia
100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%

Lajitas Mazatlan Estrella
B Microbacteriaceae B Marinilabiaceae M Cyanobacteriaceae ' Xenococcaceae
M Phormidiaceae M Synechococcaceae W Acidaminobacteraceae M Fusobacteriaceae
B Desulfovibrionaceae B Aeromonadaceae B OM60 M Enterobacteriaceae
M Pseudomonadaceae M Pseudoalteromonadaceae W Vibrionaceae Marinicellaceae

Entre los estanques se comparten 209 familias (el 74.6 %) y el estanque Ma-
zatlan es el que cuenta con un mayor nimero de familias no compartidas (4.3 %)
(figura 34).
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Figura 34: Diagrama de Venn que muestra las familias compartidas entre
los estanques Lajitas, Mazatlan y Estrella.

Estrella Mazatlin
6.43%
1.79% 4.29%
T4.6%
4.29% 7.5%

1.07%
Lajitas

Genetica | Genética 2

10.9% 83.0% 5.45%

Figura 35: Diagrama de Venn que muestra las familias compartidas entre la
genética 1 (estanque Mazatlan) y la genética 2 (estanque Lajitas).

Se puede inferir poco acerca de la influencia del ambiente y de la genética con
los diagramas de Venn realizados (figuras 36 y 35), ya que entre los anélisis difiere
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poco en nimero de familias compartidas e individuales, asi como su porcentaje.

Ambiente | Ambiente 2

11.9% 81.9% 6.14%

Figura 36: Diagrama de Venn que muestra las familias compartidas entre el
ambiente 1 (estanque Mazatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella).

Comparacion a nivel género

En la tabla 14 se muestran los OTU mé&s abundantes a nivel de género. La
mayoria de estos OTU no cuentan con una clasificaciéon completa. E1 OTU con
frecuencia promedio mas alta es un género perteneciente a la orden Stramenopiles,
posteriormente le sigue un género de la familia Pseudoalteromonadaceae. E1 OTU
clasificado completamente con mayor abundancia a nivel de género es Vibrio, con
frecuencias relativas del 4 % al 20 % que varia entre los estanques (tabla 14).

El género Vibrio es uno de los més abundantes para todos los grupos, en espe-
cial en el estanque Estrella donde alcanza méas del 50 % de la frecuencia relativa
a este nivel; en los estanques Lajitas y Mazatldn se encuentra cerca del 30 %. El
siguiente mas abundante es Propionigenium, que sobresale en el estanque Laji-
tas con mas del 30 %. Cyanobacterium estéa enriquecido en el estanque Mazatlan,
pero tiene el tercer lugar en abundancia para los tres estanques. Por tltimo el
género Photobacterium en el estanque Estrella muestra una mayor abundancia

(figura 37).
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Tabla 14: Tabla con los 10 OTU mas abundantes a nivel de género para los
tres estanques; se muestra la frecuencia absoluta promedio (en porcentaje) por
estanque. Los OTU que no obtuvieron una clasificacion completa se colocan
con '?7’ (familia: {7 y género: g?).

Géneros Lajitas Mazatlan Estrella
Bacteria | Cyanobacteria| Chloroplast|Stramenopiles|f?|g? 39.17| 13.50 | 19.42
Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria| Vibrionales | Pseudoalteromonadaceae | g? 16.69| 15.55 | 22.13

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Vibrionaceae | Vibrio 4.60 | 10.61 | 19.59

Bacteria | Cyanobacteria | Oscillatoriophycideae | Oscillatoriales | Phormidiaceae | g? 11.29| 0.55 1.56

Bacteria | Fusobacteria | Fusobacteriia | Fusobacteriales | Fusobacteriaceae | Propionigenium 5.21 5.82 4.88

Bacteria | Cyanobacteria| Oscillatoriophycideae | Chroococcales | Cyanobacteriaceae | Cyanobacterium 3] 9.84 1.08

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria| Aeromonadales | f?| g? 2.60 2.09 3.40

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Vibrionaceae | Photobacterium 1.09 0.85 4.26

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales| Vibrionaceae | g? 0.79 2.67 2.87

Bacteria | Proteobacteria | Alphaproteobacteria | Rhodobacterales | Rhodobacteraceae | g? 1.00 2.60 1.31

Figura 37: Grafica que muestra los géneros con una abundancia mayor al
0.1%.

Género
100%
90% - - -
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Lajitas Mazatlan Estrella
H Vibrio M Propionigenium H Cyanobacterium 1 Photobacterium B Pseudoalteromonas
M Synechococcus B Psychrilyobacter W Desulfovibrio M Fusibacter M Fusobacterium

En la figura 38 se puede observar que a comparacion con los niveles taxonémi-
cos anteriores el porcentaje de géneros compartidos es menor, 61.7 %, que equivale
a 312 géneros. Los diagramas de Venn comparando a la genética y el ambiente se
muestran en las figuras 40 y 39, cuyos porcentajes de similitud son de 70.7% y
74.6 %, respectivamente.
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Estrella Mazatlin

10.3%

2.96% 7.11%

61.7%

7.31% 6.92%
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Figura 38: Diagrama de Venn que muestra los géneros compartidos entre
los estanques Lajitas, Mazatlan y Estrella.

Ambiente | Ambiente 2

14.6% T4.7% 10.7%

Figura 39: Diagrama de Venn que muestra los géneros compartidos entre el
ambiente 1 (estanque Mazatldn) y el ambiente 2 (estanque Estrella).
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Genética | Genética 2

17.9% T0.7% 11.4%

Figura 40: Diagrama de Venn que muestra los géneros compartidos entre la
genética 1 (estanque Mazatlan) y la genética 2 (estanque Lajitas).

Comparacion a nivel especie

Los 10 OTU con una abundancia mayor a nivel de especie se muestran en la
tabla 15, sin embargo no todos los OTU cuentan con una asignaciéon completa
hasta el nombre de la especie.

Tabla 15: Tabla con los 10 OTU mas abundantes a nivel de especie para los
tres estanques; se muestra la frecuencia absoluta promedio (en porcentaje) por
estanque. Los OTU que no obtuvieron una clasificacion completa se colocan
con '?7’ (familia: {7, género: g? y especie: s7).

Especies Lajitas Mazatlan Estrella
Bacteria | Cyanobacteria | Chloroplast | Stramenopiles|f?|g?|s? 39.17| 13.50 | 19.42
Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Pseudoalteromonadaceae |g?|s? 16.69| 15.55 | 22.13

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Vibrionaceae | Vibrio | s? 3.68 B2 1559

Bacteria | Cyanobacteria| Oscillatoriophycideae | Oscillatoriales | Phormidiaceae | g? | s? 11.29| 0.55 1.56

Bacteria | Fusobacteria| Fusobacteriia| Fusobacteriales | Fusobacteriaceae | Propionigenium | s? 521 5.82 4.88

Bacteria | Cyanobacteria | Oscillatoriophycideae | Chroococcales | Cyanobacteriaceae | Cyanobacterium | s? [JBeE] 9.84 1.08

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria| Aeromonadales|f?|g?|s? 2.60 2.09 3.40

Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Vibrionaceae|g?|s? 0.79 2.67 2.B7
Bacteria | Proteobacteria| Gammaproteobacteria | Vibrionales | Vibrionaceae | Photobacterium damselae [EHex] 0.72 3.74

Bacteria | Proteobacteria| Alphaproteobacteria| Rhodobacterales| Rhodobacteraceae | g?|s? 1.00 2.60 1.31

Como se puede observar en la figura 41 las frecuencias relativas de las es-
pecies encontradas en los diferentes estanques son muy variables. Aunque no se
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asigna completamente el nombre de la especie, se puede saber que una especie
del género Vibrio es una de las que cuenta con méas del 40% de la frecuencia
relativa del estanque Estrella, que al contrario del estanque Lajitas se ve dismi-
nuida a cerca del 20 %. Esto se observa a la inversa con Propionigenium sp. que
se muestra abundante en el estanque Lajitas pero no el estanque Estrella. Para
las muestras del estanque Mazatlan se obtienene proporciones similares de Vibrio
sp. y de Propionigenium sp., pero ademaés se muestra un aumento significativo en
Cyanobacterium sp. (figura 41).

Especie
100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
Lajitas Mazatlan Estrella
W Vibrio sp. M Propionigenium sp. W Cyanobacterium sp. Photobacterium damselae
W Synechococcus sp. W Vibrio tapetis M Psychrilyobacter sp. M Pseudoalteromonas luteoviolacea
W Vibrio shilonii W Desulfovibrio alaskensis M Fusibacter sp. B Pseudoalteromonas sp.
M Fusobacterium sp. M Pseudoalteromonas porphyrae Vibrio fortis Photobacterium sp.

Figura 41: Gréfica que muestra las especies con una abundancia mayor al
0.1%.

En promedio la especie més abundante es Photobacterium damselae (que tam-
bién se muestra en la tabla 15) seguida de Vibrio tapetis, sin embargo estas abun-
dacias varian mucho entre los estanques (figura 41).

Para el estanque Lajitas tenemos que las especies mas abundantes son Photo-
bacterium damselae y Vibrio shilonii. En el estanque Mazatlan, que resulto6 el mas
variado, tenemos que la especie mas frecuente es Desulfovibrio alaskensis, seguida
de Pseudoalteromonas luteoviolacea y Photobacterium damselae con porcentajes
similares; ademas de un enriquecimiento notorio de Clostridium perfringens. El
estanque Estrella tiene proporciones cercanas entre Photobacterium damselae y
Vibrio tapetis, que suman aproximadamente el 70 % de la abundancia.

Es importante resaltar que la frecuencia absoluta de las lecturas asignadas a
nivel especie para cada estanque son muy pocas (cerca del 5 % en promedio), pero
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que pueden ser significativas al momento de interpretar la diversidad microbiana.
En la figura 42 se muestra el diagrama de Venn entre las especies compartidas
entre los estanques, 124 especies que equivalen al 49 %. Las comparaciones del
ambiente y la genética se muestran en las figuras 43 y 44.

Estrella Mazatlin

13.8%

395% 6.32%

49%

15.8% 5.93%

5.14%

Lajitas

Figura 42: Diagrama de Venn que muestra las especies compartidas entre
los estanques Lajitas, Mazatlan y Estrella.
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20.8% 66.2% 12.9%

Ambiente 2 Ambiente |

Figura 43: Diagrama de Venn que muestra las especies compartidas entre
el ambiente 1 (estanque Mazatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella).

21.8% 57.2% 21%

Genética 2 Genética 1

Figura 44: Diagrama de Venn que muestra las especies compartidas entre
la genética 1 (estanque Mazatlan) y la genética 2 (estanque Lajitas).
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Analisis LEfSe

En la tabla 16 se muestran el nimero de taxones con diferencias significativas
con LEfSe, donde se puede observar que cuando se utilizan los grupos con abun-
dancias mayores a 0.1 % se encuentran un menor nimero de taxones diferenciales
que con utilizando todos los OTU, es por esto que a continuacion se muestran
solamente estos resultados.

Tabla 16: Tabla que muestra las diferencias encontradas con LEfSe en los
distintos niveles taxonémicos, para las dos comparaciones: con todos los OTU
y utilizando solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.

Todos los OTU
Genética Genética 2 Ambiente
(MvsL) (EvsL) (MvsE)

Phylum 4 3 2
Clase 12 7 5
Orden 20 12 8
Familia 14 21 13
Género 26 21 13
Especie 32 30 12

Primero se muestra el andlisis realizado comparando la genética 1 y 2, estan-
ques Mazatlan y Lajitas, respectivamente. Cada estanque obtiene a las larvas de
camaron de una fuente de desove diferente, por lo cual se considera que pertenecen
a linajes diferentes.

Pruebas de LEfSe por genética

Analisis con LEfSe a nivel phylum

En la prueba realizada a nivel phylum se obtuvieron cuatro phyla con diferen-
cias significativas para la genética 1 (Actinobacteria, Lentisphaeraa, Fibrobacteres
y OP11), sin embargo no se encontraron diferencias significativas para los phyla
de la genética 2 (figura 45).
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B Genética 1

Actinobacteria
Lentisphaerae
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OP11 |
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Figura 45: Analisis con LEfSe a nivel de phylum, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por genética; solamente se muestran los
phyla que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos comparados.
Genética 1: estanque Mazatlan (rojo); y genética 2: estanque Lajitas (verde).

Anadlisis con LEfSe a nivel clase

Al igual que el analisis realizado a nivel phylum, solamente se encontraron
clases con diferencias significativas en la genética 1. En total son 12 clases: Acti-
nobacteria, Deltaproteobacteria, ABY1, SO85, Lenthisphaeria, WCHB1_64, Ery-
sipelotrichi, Sva0725, OS_K, Spartobacteria, SBRH58 y TG3 (figura 46).

I Genética 1

Actinobacteria
Deltaproteobacteria
ABY1

5085
Lentisphaeria
WCHE1_64
Erysipelotrichi
Sva0725

05 K
Spartobacteria
SBRH58

TG3

[ i i i i
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
LDA SCORE (log 10)

Figura 46: Analisis con LEfSe a nivel de clase, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por genética; solamente se muestran las
clases que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos comparados.
Genética 1: estanque Mazatlan (rojo); y genética 2: estanque Lajitas (verde).
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Anadlisis con LEfSe a nivel orden

Para la genética 1 se encontraron 18 érdenes con diferencias significativas en
comparacion la genética 2; éstos son: JG30_KF_CM45, Bifidobacteriales, TG3_32,
Victivallales, Lactobacillales, LD1_PB3, Xanthomonadales, MBAOS, Erysipelotri-
chales, Sphingomonadales, Kiloniellales, Sva0725, Chthoniobacterales, Desulfo-
monadales, Caulobacterales, Thiotrichales, Alteromonadales y Actinomycetales.
En la genética 2 se encontraron dos ordenes con abundancias mas altas y dife-
rencialmente significativas, Oscillatoriales y Haptophyceae (fig 47).
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Figura 47: Analisis con LEfSe a nivel de orden, comparando las muestras
de intestino de camardn agrupadas por genética; solamente se muestran los
ordenes que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos comparados.
Genética 1: estanque Mazatlan (rojo); y genética 2: estanque Lajitas (verde).

Anadlisis con LEfSe a nivel familia

El analisis con LEfSe a nivel de familia obtuvo 12 familias con diferencias sig-
nificativas (Chthoniobacteraceae, Moraxellaceae, Christensenellaceae, OCS155,
Streptococcaceae, Hyphomonadaceae, KSB4, Mycobacteriaceae, Erysipelotricha-
ceae, Victivallaceae, Microbacteriaceae y Staphylococcaceae), mientras que para
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la genética 2 se obtuvieron solamente dos (Phormidiaceae y Rarobacteraceae).

I Genética 1 B Genética 2
1 I 1 I [ I I I I I

. Phorniidiaceae [N
- Rarobacteraceac [N
_ Chthoniobacteraceae ,

Moraxellaceae

f Chnstensenellaceae
. R OCS155 ! |
_ Streptococcaceae
y Hyphomonadaceaé
R «sB4
_ Mycobacterlaceae
_ Erysmelotnchaceae
I

Victivallaceae

. vicrobacteriaceae ;
_ Staphylococcaceae

; I I I I I I
6.0 —4.8 —3.6 —2.4 -1.2 0.0 12 24 3.6 48 6.0
LDA SCORE (log 10)

Figura 48: Anélisis con LEfSe a nivel de familia, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por genética; solamente se muestran las
familias que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos comparados.
Genética 1: estanque Mazatlan (rojo); y genética 2: estanque Lajitas (verde).

Analisis con LEfSe a nivel género

Para la genética 1 se obtuvieron 20 géneros con diferencias significativas, éstos
son: Comamonas, Lutimonas, Streptococcus, Geodermatophilues, Erysipelothriz,
Piscibacillus, Sinorhizobium, Actinoplanes, Rathayibacter, Lactococcus, DA101,
Rhodoluna, Polymorphum, Alkaliphilus, Demequina, Azospirillum, BD2_13, My-
cobacterium, Xiphinematobacter y Microbacterium. En la genética 2 se encon-
traron seis géneros con abundancias diferencialmente significativas, éstos son:
Phormidium, Oscillatoria, Trichodesmium, Cylindrospermopsis, Coraliomargari-
ta y Planktothricoides.
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Figura 49: Anélisis con LEfSe a nivel de género, comparando las muestras
de intestino de camardén agrupadas por genética; solamente se muestran los
géneros que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos comparados.
Genética 1: estanque Mazatlén (rojo); y genética 2: estanque Lajitas (verde).
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Analisis con LEfSe a nivel especie

Para la genética 1 se encontraron 21 especies con diferencias significativas en

comparacion la genética 2 (figura 50

~—
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Figura 50: Analisis con LEfSe a nivel de especie, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por genética; solamente se muestran las
especies que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos comparados.
Genética 1: estanque Mazatldn (rojo); y genética 2: estanque Lajitas (verde).

Para la genética 1 éstas son: Azospirillum sp., Vibriometschnikovii sp., Geo-
dermatophilus sp., Lactococcus sp., Erysipelothriz sp., Photorhabdus sp., Deme-
quina sp., Sinorhizobium sp., Actinoplanes sp., Mycobacterium sp., Microbacte-
rium sp., DA101, Alkaliphilus sp., Streptococcus sp., Rathayibacter sp., Rhodo-
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luna sp., Xiphinematobacter sp., Piscibacillus salipiscarius, Polymorphumgilvum
sp., BD213, Acinetobacter sp., Lutimonas sp., Comamonas sp. y Nautellaitali-
ca sp. En la genética 2 se encontraron 8 especies con abundancias més altas
y diferencialmente significativas: Coraliomargarita sp., Halomicronema excentri-
cum, Cylindrospermopsis sp., Trichodesmium sp., Cylindrospermopsis raciborskii,
Oceanospirillum sp., Planktothricoides sp. y Phormidium sp.
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Pruebas LEfSe por ambiente

Analisis con LEfSe a nivel phylum

Para la comparacion a nivel phylum se obtuvieron dos phyla con diferencias
significativas, el ambiente 1 con TM6 y para el ambiente 2 GN02. Ninguno de
estos dos phyla son cultivables (figura 51).

I Ambiente 1 I Ambiente 2

! ! ! ! ! ! ! ! !
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Figura 51: Analisis con LEfSe a nivel de phylum, comparando las mues-
tras de intestino de camardén agrupadas por ambiente; solamente se muestran
los phyla que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos compara-
dos. Ambiente 1: estanque Mazatlan (verde); y ambiente 2: estanque Estrella

(rojo).

Anadlisis con LEfSe a nivel clase

En el analisis a nivel de clase se obtuvieron para el ambiente 1 cuatro clases
con diferencias significativas, éstos son: SJA 4, Erysipelotrichi, Sphingobacteriia
y SBRH58. De igual forma para el ambiente 2 se obtuvo una sola clase con
abundancia sobresaliente, TA18 (figura 52).
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Figura 52: Analisis con LEfSe a nivel de clase, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por ambiente; solamente se muestran las
clases que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos comparados.
Ambiente 1: estanque Mazatldn (verde); y ambiente 2: estanque Estrella (ro-

jo)-

Analisis con LEfSe a nivel orden

A nivel de orden el andlisis LEfSe mostré 8 érdenes con diferencias significa-
tivas entre los ambientes; para el ambiente 1 se obtuvieron 7 drdenes (Desulfo-
vibrionales, Solirubrobacterales, MBAOS8, Sphingobacteriales, Erysipelotrichales,
Sphingomonadales y Legionellales) mientra que para el ambiente 2 solamente se
obtuvo un 6rden (PHOA_HD29)(figura 53).
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Figura 53: Analisis con LEfSe a nivel de orden, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por ambiente; solamente se muestran los
ordenes que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos compara-
dos. Ambiente 1: estanque Mazatlédn (verde); y ambiente 2: estanque Estrella
(rojo).

Anadlisis con LEfSe a nivel familia

Para el ambiente 1 se obtuvieron 10 familias con diferencias significativas,
éstas son: Desulfovibrionaceae, Propionibacteriaceae, Pelobacteraceae, Nannocys-
teceae, Mycobacteriaceae, OCS155, Erysipelotrhichaceae, Gemmataceae, Spiruli-
naceae y Streptococcaceae. Mientras que para el ambiente 2 se encontraron tres
familias: Chromatiaceae, Trebouxiophyceae y Oleiphilaceae.
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Figura 54: Anélisis con LEfSe a nivel de familia, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por ambiente; solamente se muestran las
familias que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos compara-
dos. Ambiente 1: estanque Mazatlan (verde); y ambiente 2: estanque Estrella

(rojo).

Analisis con LEfSe a nivel género

En la comparaciéon a nivel de género se obtuvieron en total 13 géneros con
diferencias significativas, 8 géneros para el ambiente 1y 5 para el ambiente 2. Los
géneros del ambiente 1 son: Ucsl1325, Mycobacterium, Desulfobacter, Ammonip-
hilus, Rhodoluna, Lactococcus, Brevibacillus y Rathayibacter. Mientras que para
el ambiente 2 fueron: Rhizobium, Oceanospirillum, Lysinibacillus, Actinomyces y
Prochlorothrix.
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Figura 55: Analisis con LEfSe a nivel de género, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por ambiente; solamente se muestran los
géneros que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos compara-
dos. Ambiente 1: estanque Mazatlan (verde); y ambiente 2: estanque Estrella
(rojo).

Analisis con LEfSe a nivel especie

En la prueba realizada a nivel phylum se obtuvieron cuatro phyla con diferen-
cias significativas para la ambiente 1 (Ucs1325, Lactococcus sp., Rhodoluna sp.,
Rathayibacter sp., Mycobacterium sp., Brevibacilluslaterosporus sp. y Desulfobac-
ter ), mientras que para el ambiente 2 se encontraron 5 especies diferenciales:
Prochlorothriz sp., Rhizobium sp., Serratia sp., Oceanospirillum sp. v Lysiniba-
cillus boronitolerans (figura 56).
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Figura 56: Anélisis con LEfSe a nivel de especie, comparando las muestras
de intestino de camarén agrupadas por ambiente; solamente se muestran las
especies que obtuvieron diferencias significativas entre los grupos compara-
dos. Ambiente 1: estanque Mazatlan (verde); y ambiente 2: estanque Estrella

(rojo).

Analisis de Diversidad o

Comparacion entre estanques

En las curvas de rarefaccién agrupadas por estanque (figuras 57 y 60) se puede
observar, con los diferentes indices, que la diversidad de los sedimentos es mayor
a la observada en las muestras de intestino. Ademas las diferencias entre tipo de
muestra, sedimento o intestino, no son significativamente diferentes (figuras 59 y
61).

Segun el indice de Shannon, que mide la diversidad de especies, el sedimen-
to mas diverso es el del estanque Lajitas, mientras que el menos diverso es el
estanque Mazatlan. Para el las muestras de intestino el estanque mas diverso
fue el del estanque Mazatlan y el menos diverso fue el estanque Lajitas (figura
57). Se considera que cuando la curva se aproxima a la asintota se tiene una
buena aproximacién a la diversidad de la muestra y que con mayor profundidad
de secuenciacion se descubriria cada vez menos diversidad. En todas los estan-
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ques segun esta consideracién, se tiene una buena estimacion de la diversidad de
especies.

Se consideré al indice Chaol como estimador de la riqueza de especies. Se
puede observar en la figura 60 que la muestra de sedimento con mayor riqueza de
especies es la del estanque Lajitas y la menor la del estanque Mazatlan. En las
muestras de intestino se encuentra una mayor riqueza de especies en el estanque
Mazatlan y una riqueza similar entre los estanques Lajitas y Estrella. Tomando
en cuenta la proximidad de las curvas a la asintota, segtin este indice no se alcanza
la riqueza de especies de ninguna muestra, aunque comienza a aproximarse a una
profundidad de secuenciacién de 3500 lecturas.

shannon: Treatment

12+

10

N

Rarefaction Measure: shannon

] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Sequences Per Sample

Figura 57: Curva de rarefacciéon con el indice de Shannon, que estima la
diversidad de especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y es-
tanque: sedimento estanque Lajitas (morado), sedimento estanque Estrella
(verde), sedimento estanque Mazatldan (amarillo), intestino estanque Lajitas
(azul), intestino estanque Estrella (rojo) e intestino estanque Mazatlan (na-
ranja).
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PD whole tree: Treatment
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Figura 58: Curva de rarefaccién con el indice de PD, que estima la diver-
sidad de especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y estanque:
sedimento estanque Lajitas (morado), sedimento estanque Estrella (verde),
sedimento estanque Mazatlan (amarillo), intestino estanque Lajitas (azul),
intestino estanque Estrella (rojo) e intestino estanque Mazatlan (naranja).
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Figura 59: Gréfica de caja y bigotes de la comparacion de la diversidad o con
el indice de Shannon entre los intestinos y sedimentos de los tres estanques.
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chaol: Treatment
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Figura 60: Curva de rarefaccion con el indice Chaol, que estima la rique-
za de especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y estanque:
sedimento estanque Lajitas (morado), sedimento estanque Estrella (verde),
sedimento estanque Mazatlan (amarillo), intestino estanque Lajitas (azul),
intestino estanque Estrella (rojo) e intestino estanque Mazatlan (naranja).
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Figura 61: Grafica de caja y bigotes de la comparacion de la diversidad o
con el indice de Chaol entre los intestinos y sedimentos de los tres estanques.
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Comparacion entre ambientes

Como se puede observar en las figuras 62, 63 y 64 las muestras de sedimento
tienen una mayor de diversidad que las de las muestras de intestino. Esto con-
cuerda con lo observado en las curvas de rarefaccion comparando a los ambientes.
Se puede distinguir ademés que , tanto el sedimento como los intestinos del am-
biente 1, cuentan con una mayor diversidad de especies coincidiendo todos los
indices de diversidad considerados.
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Figura 62: Curva de rarefaccion con el indice de Shannon, que estima la di-
versidad de especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y ambien-
te: sedimento ambiente 1 (amarillo), sedimento ambiente 2 (verde), intestino
ambiente 1 (rojo) e intestino ambiente 2 (azul).
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PD whole tree: Treatment
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Figura 63: Curva de rarefaccion con el indice de PD, que estima la diver-
sidad de especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y ambiente:
sedimento ambiente 1 (amarillo), sedimento ambiente 2 (verde), intestino am-
biente 1 (rojo) e intestino ambiente 2 (azul).
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Figura 64: Curva de rarefaccion con el indice de Chaol, que estima la diver-
sidad de especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y ambiente:
sedimento ambiente 1 (amarillo), sedimento ambiente 2 (verde), intestino am-
biente 1 (rojo) e intestino ambiente 2 (azul).

33



RESULTADOS

Comparacion entre genéticas

Comparando las curvas de rarefaccién con el indice de Shannon no existen
diferencias significativas entre las muestras de sedimento o intestino 66. Sin em-
bargo se puede observar en la figura 65 que el sedimento de la genética 2 tiene
ligeramente una mayor diversidad y que las muestras de intestino de la genética
1 tienen una mayor diversidad.

Considerando la riqueza de especies segun el indice de Chaol tampoco se
encontraron diferencias significativas. El sedimento de la genética 2 tiene una
riqueza ligeramente superior al igual que las muestras de intestino de la genética
1 (figura 67).
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Figura 65: Curva de rarefacciéon con el indice de Shannon, que estima la
diversidad de especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y genéti-
ca: sedimento genética 1 (amarillo), sedimento genética 2 (verde), intestino
genética 1 (rojo) e intestino genética 2 (azul).
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Figura 66: Grafica de caja y bigotes de la comparaciéon de la diversidad
a con el indice de Shannon entre los intestinos y sedimentos separados por
genética.
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Figura 67: Curva de rarefaccion con el indice Chaol, que estima la riqueza de
especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y genética: sedimento
genética 1 (amarillo), sedimento genética 2 (verde), intestino genética 1 (rojo)
e intestino genética 2 (azul).
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PD whole tree: Treatment
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Figura 68: Curva de rarefaccién con el indice PD, que estima la riqueza de
especies; se encuentran agrupadas por tipo de muestra y genética: sedimento
genética 1 (amarillo), sedimento genética 2 (verde), intestino genética 1 (rojo)
e intestino genética 2 (azul).
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Figura 69: Gréfica de caja y bigotes de la comparacion de la diversidad « con
el indice de Chaol entre los intestinos y sedimentos separados por genética
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Analisis de Diversidad

En la figura 70 se muestra el PCoA sin considerar las muestras de sedimento,
mientras que en el grafico 71 se agrupan las muestras considerando también los
sedimentos de su respectivo estanque.
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Figura 70: PCoA ponderado (weighted con las muestras de intestino de
camardén; izquierda: A, C y E) y no ponderado (unweighted; derecha: B, D
y F) con los PC que explican el mayor porcentaje de variacién. Muestras de
intestino de camardn; las muestras estan agrupadas por ambiente (A y B),
genética (C y D) y estanque (E y F).
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Figura 71: PCoA ponderado (weighted) con muestras de intestino de ca-
marén y sedimento; izquierda: A, C y E) y no ponderado (unweighted; de-
recha: B, D y F) con los PC que explican el mayor porcentaje de variacion.
Muestras de intestino de camarén y de sedimento; las muestras estan agru-
padas por ambiente (A y B), genética (C y D) y estanque (E y F).
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Arbol filogenético

En la figura 72 (drbol ponderado) se puede observar que las muestras de
sedimento se separan completamente de las de intestino y que todas las muestras
de intestino forman un gran grupo pero sin separarlas por genética o estanque.
De igual forma se observa que el drbol no ponderado (figura A.9) mantiene a los
sedimentos en una rama y a la mayoria de las muestras de intestino con excepcion
de la muestra IE9. Esto concuerda con los PCoA anteriores.

}w‘

Figura 72: Arbol generado con Jacknife ponderado (weighted); cada nodo
cuenta con su valor confianza.
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Analisis de Componentes Principales

En este andlisis se consideran a todos lo OTU, incluyendo a los de abundancias
menores al 0.1 %.

PCA a nivel de phylum

En la gréfica a nivel de phylum (figura 73) se muestran los PC que explican
el mayor porcentaje de variacién (98.9 %). Se puede observar que las muestras de
sedimentos se agrupan, mientras que las muestras de intestino tienden agruparse
por su genética (Mazatlan y Estrella).
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Figura 73: PCA con las muestras agrupadas por estanques (Lajitas, Ma-
zatlan y Estrella) asi como tipo de muestras (intestino y sedimento) con los
OTU a nivel de phylum.

PCA a nivel de clase

El PCA con las muestras agrupadas por clase explica el 97.8 % de la variabili-
dad entre las muestras. Se puede observar que los sedimentos de los tres estanques
se agrupan casi completamente, mientras que las muestras de intestino se agrupan
més por su genética (estanques Mazatlan y Estrella) que por su ambiente (figura
74).
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Figura 74: PCA con las muestras agrupadas por estanques (Lajitas, Ma-
zatlan y Estrella) asi como tipo de muestras (intestino y sedimento) con los
OTU a nivel de clase.

PCA a nivel de orden

En la figura 75 se muestra el PCA a nivel de orden, que explica el 97.6 % de
la variacién a este nivel. Se muestra en la figura que las muestras de sedimento
se agrupan totalmente y que, al igual que en los niveles anteriores, las muestras
de intestino tienden a agruparse por su genética mas no por su ambiente.
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Figura 75: PCA con las muestras agrupadas por estanques (Lajitas, Ma-
zatlan y Estrella) asi como tipo de muestras (intestino y sedimento) con los
OTU a nivel de orden.

PCA a nivel de familia

El PCA con las muestras agrupadas a nivel de familia explica el 97.2 % de la
variabilidad entre las muestras. En la figura se puede observar que los sedimentos
de los tres estanques se agrupan casi completamente, mientras que las muestras de
intestino tienden a agruparse mas por su genética (estanques Mazatlan y Estrella)
que por su ambiente (figura 76).
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Figura 76: PCA con las muestras agrupadas por estanques (Lajitas, Ma-
zatlan y Estrella) asi como tipo de muestras (intestino y sedimento) con los

OTU a nivel de familia.

PCA a nivel de género

En la gréfica a nivel de género (figura 77) se muestran los PC que explican el
mayor porcentaje de variacién (97.5%). Se puede observar que las muestras de
sedimentos se agrupan, mientras que las muestras de intestino tienden agruparse
por su genética (los estanques Mazatlan y Estrella provienen del mismo linaje)
maés que por su ambiente (los estanques Estrella y Lajitas comparten un ambiente
similar).
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Figura 77: PCA con las muestras agrupadas por estanques (Lajitas, Ma-
zatlan y Estrella) asi como tipo de muestras (intestino y sedimento) con los

OTU a nivel de género.

PCA a nivel de especie

Por 1ltimo, en el PCA con los OTU a nivel de especie se puede observar que
las muestras de sedimento se agrupan totalmente, mientras que las muestras de
intestino de los estanques se agrupan por su genética compartida, de los estanques
Mazatlan y Estrella, y que solamente las muestras del estanque Lajitas se orientan
en otra direccién. Este PCA nos explica el 97.5% de la variacién a este nivel, con

los PC1 y PC2 (figura 78).
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Figura 78: PCA con las muestras agrupadas por estanques (Lajitas, Ma-
zatlan y Estrella) asi como tipo de muestras (intestino y sedimento) con los
OTU a nivel de especie.

Agrupamiento jerarquico con mapas de calor

Mapas de calor por ambiente

Mapa de calor a nivel phylum entre ambientes

En la figura 79 se puede observar el mapa de calor a nivel de phyla entre el
ambiente 1 (estanque Mazatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella). Se obtuvo
una variedad en la tonalidad de rojo, en la cual los espacios sin colorear equivalen
a valores menores a 0.01 % de la frecuencia relativa y las tonalidades mads fuertes
hasta el 80 % de esta misma.

Se pueden observar dos grandes ramas en las cuales se agrupan las muestras,
sin embargo no se separan claramente las muestras entre ambientes (figura 79).
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Figura 79: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 en rojo (estanque
Mazatlédn) y el ambiente 2 en azul (estanque Estrella) a nivel de phylum; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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Mapa de calor a nivel clase entre ambientes

En el mapa de calor entre los ambientes que considera a los OTU con abun-
dancia mayor a 0.1 % se puede observar una gran rama que abarca practicamente
a todas las muestras, excepto a la muestra IL4 (perteneciente al ambiente 1). No
se puede distinguir una jerarquia entre las muestras de los dos ambientes con este
mapa de calor (figura 80).
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Figura 80: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y el ambiente 2 en azul (estanque Estrella) a nivel de clase; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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Mapa de calor a nivel orden entre ambientes

En la figura 81 se puede observar el mapa de calor obtenido a nivel orden
con las muestras de intestino agrupadas por ambiente. Como se muestra en dicha
figura, se obtiene una gran rama que incluye a practicamente a todas las muestras
con excepcion de 114 del ambiente 1. Esto se observa también en el mapa de calor
anterior (figura 81). Dentro de la rama que abarca al resto de las muestras no se
agrupan las muestras por ambiente, por lo menos a este nivel taxonémico (figura

81).
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Figura 81: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y el ambiente 2 en azul (estanque Estrella) a nivel de orden; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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Mapa de calor a nivel familia entre ambientes

Aligual que en las figuras 80 y 81 en el mapa de calor obtenido considerando a
los OTU a nivel de familia contrastando entre ambiente (figura 82) no se obtiene
una clasificacion clara que nos permita separar entre muestras de intestino de
un ambiente y otro. De igual forma se sale una muestra de la agrupacién que
abarca practicamente a todas las muestras, IL4 del ambiente 1, aunque no se
puede inferir alguna otra clasificacion.
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Figura 82: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 en rojo (estanque
Mazatlan) y el ambiente 2 en azul (estanque Estrella) a nivel de familia; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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Mapa de calor a nivel género entre ambientes

El mapa de calor a nivel de género se muestra en la figura 83. Al contrario
de los mapas de calor obtenidos en los niveles anteriores, todas las muestras se
agrupan en una gran rama. Sin embargo, no se puede discernir alguna jerarquia
entre las muestras de los dos ambientes considerados. Se puede observar facilmente
en la figura que hay muestras que sobre-expresan algun género en especifico, lo
cual la saca de la clasificacion.
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Figura 83: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y el ambiente 2 en azul (estanque Estrella) a nivel de género; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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RESULTADOS

Mapa de calor a nivel especie entre ambientes

El mapa de calor entre las muestras de los dos ambientes se puede obser-
var en la figura 84, el cual es un mapa similar al de la comparacién a nivel de
género (figura 83). No se puede inferir mucho acerca de dichos mapas ya que las
muestras no tienen una organizacion jerarquica aparente, sin embargo, se pueden
observar facilmente las especies que se tienen una abundancia sobresaliente entre
las muestras. Un ejemplo claro es el de Cyanobacterium sp., lo cual explicaria
porque la muestra 1.4 sale de las clasificaciones jerarquicas a niveles mas altos

(figuras 81-83).

|5 R Ambriente
EEEEEE e

Figura 84: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y el ambiente 2 en azul (estanque Estrella) a nivel de especie; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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RESULTADOS

Mapas de calor por genética

En la seccién anterior se muestran los mapas de calor obtenidos para clasificar
a las muestras entre ambientes. En esta seccién se muestran dichos mapas de
calor para clasificar entre las muestras de la genética 1 (estanque Mazatlan) y la
genética 2 (estanque Lajitas) en los diferentes niveles taxonémicos.

Mapa de calor a nivel phylum entre genéticas

En la figura 85 se muestra el mapa de calor para clasificar a las muestras de las
dos genéticas. Se pueden observar dos grandes ramas, las cuales se separan por su
proporcién de Cyanobacteria o Proteobacteria. Se distingue una jerarquia entre
las muestras de las dos genéticas, las cuales se agrupan en dos ramas principales.

|

Genética Genética
[ || B T muestra 0.8 I 1
2

) 0.6 muestra
Proteobacteria

0.4 1A2

0.2 1A4

Cyanobacteria IA6

Fusobacteria 3

Actinobacteria

Firmicutes

Bacteroidetes

Figura 85: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y la genética 2 en azul (estanque Lajitas) a nivel de phylum; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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RESULTADOS

Mapa de calor a nivel clase entre genéticas

El mapa de calor entre las muestras de las dos genéticas se puede observar en
la figura 86. Al igual que en mapa de calor a nivel de phylum (figura 85) se pueden
observar dos grandes ramas que separan a las muestras, a nivel de clase, por la
presencia de Gammaproteobacteria y Chloroplast. Se puede distinguir también
que las muestras tienen a separarse por genéticas (1 o 2).

& Genética Genética

muestra 0.8 I 1
2

Gammaproteobacteria 0.6 muestra

0.4 1A2
Chloroplast 1A3
0.2 IA4

Oscillatoriophycideae IA6

Fusobacteriia
— { 4 IL2
. . IL3

T Actinobacteria L4

Synechococcophycideae

Nostocophycideae

Clostridia

Bacteroidia

Deltaproteobacteria

Figura 86: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 en rojo (estanque
Mazatldn) y la genética 2 en azul (estanque Lajitas) a nivel de clase; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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RESULTADOS

Mapa de calor a nivel orden entre genéticas

En la clasificacién con mapa de calor a nivel de orden se pueden distinguir dos
grandes ramas que abarcan a la mayorfa de las muestras, y una muestra (IL4) que
se sale de la clasificacion formando su propia rama. Se puede distinguir también
que hay una tendencia més clara a separar a las muestras segiin su genética y que
la clasificacién se ve fuertemente influenciada por los dos 6rdenes més abundantes:
Stramenopiles y Vibrionales (87).

@ Genética 0.g Genética
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Aeromonadales IA6

IA7
Actinomycetales 1A8

IA9
Synechococcales I
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Figura 87: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y la genética 2 en azul (estanque Lajitas) a nivel de orden; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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RESULTADOS

Mapa de calor a nivel familia entre genéticas

Para el mapa de calor a nivel de familia se pueden observar una similitud entre
la clasificacién de las muestras, y de igual forma, la muestra IL4 de la genética 1
se sale de la clasificacién. Para este nivel Pseudoalteromonadaceae, Vibrionaceae,
Phormidiaceae y Fusobacteriaceae son las familias que determinan la clasificacion
jerarquica (88).
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Cyanobacteriaceae

Figura 88: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y la genética 2 en azul (estanque Lajitas) a nivel de familia; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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RESULTADOS

Mapa de calor a nivel género entre genéticas

La clasificacién jerarquica a nivel de género se muestra en la figura 89. Este
mapa de calor no clasifica a las muestras por su genética, y se ve influenciado
por géneros como Propionigenium, Vibrio y Cyanobacterium. En contraste con
las figuras anteriores se obtiene que cada una de las muestras cuenta con género
diferentes, por lo cual la clasificaciéon con el mapa de calor es méas complicada.
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Figura 89: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 en rojo (estanque
Mazatldn) y la genética 2 en azul (estanque Lajitas) a nivel de género; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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RESULTADOS

Mapa de calor a nivel especie entre genéticas

El mapa de calor a nivel de especie se muestra en la figura 90. Al igual que
en la clasificacién entre genéticas a nivel género (figura 89) se obtiene una gran
rama que abarca a todas las muestras con excepcién de las muestra IA5, que
forma su propia rama saliendo de la clasificacion. EL mapa de calor a este ni-
vel tiene influencia de especies como Cyanobacterium sp., Propionigenium sp. y
Synechococcus (90).
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Figura 90: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 en rojo (estanque
Mazatlén) y la genética 2 en azul (estanque Lajitas) a nivel de especie; se
consideran solamente los OTU con una abundancia mayor al 0.1 %.
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Discusion

En este trabajo se busca determinar si la microbiota intestinal del camarén
estd modulada por la genética o por el ambiente en que se encuentra. Las in-
vestigaciones realizadas bajo el enfoque de la secuenciaciéon masiva de regiones
de hipervariables del gen ARNr 16S son muy escasas en camarones y en especial
en esta especie (Litopenaeus vannamei), por lo cual una comparacién que bus-
que determinar cudles son los factores que influencian la microbiota es de gran
importancia.

Existen diferentes bases de datos con las secuencias del gen ARNr 16S. Cada
una de éstas cuenta con secuencias diferentes por lo que su asignacién taxondémica
varia. En este trabajo se compararon las bases de datos Greengenes (33), RDP
(34) y SILVA (35), y se concluyé que la base de datos que caracterizaba mejor la
diversidad fue Greengenes.

La asignacién taxonémica con QIIME (36) y la base de datos de 16S Green-
genes (33) nos permitié determinar que el intestino del camarén estd dominado
por dos phyla en especial Proteobacteria y Cyanobacteria, con un promedio de
45.60 % y 39.65 %, respectivamente. Esto no coincide totalmente con lo reporta-
do anteriormente en la literatura. El dominio de Proteobacteria es cominmente
reportado en camarones (37)(38)(30)(8)(10)(2)(5) sin embargo la presencia de un
porcentaje alto de Cyanobacteria no se menciona con una abundancia relevante.
Estos resultados pueden ser consecuencia de las diferencias en técnicas para ex-
traccién, amplificacion y purificacion del ADN microbiano, del pre-tratamiento
aplicado e incluso de los pardmetros utilizados para la asignacién taxonémica (6).

Al nivel de phylum existen variaciones en abundancia relativa de los taxa
mas abundantes. Por ejemplo en la figura 21 se ve un aumento de Proteobacteria
notable en el estanque Estrella a comparacion con el estanque Lajitas. De igual
forma en el estanque Lajitas hay una proporcion mayor de Cyanobacteria que
no se repite en los otros dos estanques. Esto podria ser explicado por que estos
estanques pertenecen a linajes, o genética, diferentes (genética 1 el estanque Es-
trella y genética 2 el estanque Lajitas) ya que cuando se observan las abundancias
relativas en las dos genéticas se observan patrones de bandeo diferentes.
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DISCUSION

Las especies mas abundantes pertenecen a los géneros Vibrio, Propionigenium
y Cyanobacterium, pero se encuentran en proporciones diferentes en los estanques
(figura 41), lo cuél se observa frecuentemente en otros estudios del perfil del 16S a
niveles taxonémicos mas bajos. Una de las especies con mayor relevancia es Pho-
tobacterium damselae que es una bacteria gram-negativa que causa enfermedades
en los animales acudticos (39), mientras que las especies pertenecientes a Vibrio
pueden estar relacionadas con enfermedades en camarones, pero se encuentran
normalmente en la microbiota del camarén (1)(40).

Con las pruebas de LEfSe, que miden las diferencias significativas entre condi-
ciones dadas, se observa que hay variaciones a todos los niveles cuando se consi-
dera a todos los OTU (figura 16), mas no cuando se consideran a las abundancias
mayores a 0.1 %. Esto se debe a que las variantes que existen entre los estanques,
ambientes y genéticas tienen una abundancia baja pero que son importantes al
buscar cuél es el principal modulador de la microbiota.

Considerando el analisis de LEfSe se puede observar que las variaciones entre
los diferentes taxones son notorios al comparar las genéticas (figuras 45-50), y
son mayores que considerando los ambientes (figuras 51-56). El estanque Estrella
y el estanque Mazatlan pertenecen a la misma fuente de desove, por lo cual
tienen una genética similar y deberian de existir pocas diferencias al comparar
los grupos con LEfSe, sin embargo si se determinaron diferencias significativas
entre los estanques. Considerando las genéticas se obtuvo un mayor porcentaje
de variacion entre las muestras, lo cual nos infiere que la genética puede tener
un impacto mds significativo sobre la modulacién de la microbiota (16). Una de
las diferencias mas importantes entre los estanques a nivel género es la presencia
de Lactococcus en el estanque Mazatlan. Mientras que en el estanque Lajitas
sobresalen géneros pertenecientes a Cyanophyta. Estos géneros se encuentran
en una frecuencia baja, sin embargo pueden tener gran impacto modulando la
microbiota como en el caso de Lactococcus que es conocido en la promociéon de
microbiota sana (41).

Con los resultados de la diversidad « se puede determinar que existe una ma-
yor diversidad bacteriana en el sedimento donde habitan los camarones que en su
intestino. Esto anteriormente se habia reportado por Johnson y colaboradores en
el 2009, los cuales mencionan que la diversidad del intestino es selectiva, por lo
cual no todos los microorganismos presentes en el ambiente pueden encontrarse
en el intestino a pesar de que los hébitos alimenticios del camarén incluyan el
ingerir sustrato (1). Las curvas de rarefaccién obtenidas (figuras 57-67) nos per-
miten concluir que se estima en buena medida la diversidad y riqueza de especies
con la profundidad de secuenciacion utilizada. Se puede observar que cuando se
comparan las diversidades entre genéticas, hay una cambio entre la genética del
intestino y de los sedimentos, esto es que no existe una relacién directa entre
la microbiota que pueda existir en el ambiente y la microbiota intestinal de L.
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DISCUSION

vannamei (65-67).

Para el andlisis de diversidad (3 se utilizé un analisis de coordenadas principales
(figuras 70 y 71) en las cuales se puede observar que los sedimentos se agrupan en
todos los PCoA, mientras que las muestras de intestino se agrupan cuando no se
considera la abundancia (unweighted, figuras 71 (D) y 70 (D)). Al comparar los
ambientes 1y 2 (unweighted, figuras 71 (A y B) y 70 (A y B)) no se observa que
se las muestras se agrupen con el PCoA. Para el agrupamiento de las muestras
se utilizaron arboles de filogenia (figuras 72 y A.9). En el arbol que agrupa a
las muestras considerando las abundancias de los OTU (weighted, figura 72) se
puede observar que las muestras de sedimento e intestino se agrupan en ramas
diferentes. Sin embargo, no se puede determinar cual factor, si el ambiente o
la genética, tiene un mayor impacto sobre la microbiota intestinal. Resultados
similares se observa también en arbol que no toma en cuenta la abundancia de
los OTU (unweighted, figura A.9), sin embargo la distancia entre los nodos, asi
como su nivel de confianza, son menores; ademas de que una muestra de intestino
sale de la agrupacién (IE9) por lo cual podemos inferir poco con la informacion
que nos brinda este arbol.

Considerando los PCA realizados, se puede notar que a todos los niveles los se-
dimentos se agrupan totalmente, ademas de que los estanques Mazatlan y Estrella
tienden a agruparse, los cuales cuentan con la misma genética (figuras 73-78), por
lo cual con este analisis también se puede coincidir en que la genética tiene una
mayor influencia sobre la microbiota que el ambiente. Por tltimo la agrupacion
jerarquica en mapas de calor nos permite organizar a las muestras utilizando a
sus frecuencias absolutas asi como un gradiente de color. Se puede observar en los
mapas de calor resultantes (figuras 85-90) que existe una agrupacién parcial por
genética 1 y 2, mas no se observa cuando se agrupan las muestras por ambientes
(figuras 79-84).
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Conclusion

Uno de los objetivos de este trabajo fue la estandarizacién de un método
para la extraccion de ADN, asi como la amplificacién de la regién V3-V4 del
gen ARNr 1685, lo cual se logra exitosamente para las muestras de intestino de
camarén. Ademés de que se demuestra que la base de datos que mejor caracteriza
la microbiota intestinal de ésta especie es Greengenes.

La microbiota intestinal del camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vanna-
mei) estd dominada por los phyla Proteobacteria y Cyanobacteria; los géneros
Vibrio, Propionigenium y Cyanobaterium. Con los resultados obtenidos se puede
determinar que la diversidad y la riqueza de especies, calculadas con curvas de
rarefaccién con diferentes indices, son similares entre muestras de intestino y de
igual forma entre muestras de sedimento (de los tres diferentes estanques), pero
son diferentes entre tipo de muestra, siendo mas diversa la microbiota del sedi-
mento que la del intestino de L. vannamei. Esto concuerda con la seleccion en la
microbiota intestinal previamente reportada (1).

Los PCoA realizados muestran que existe una tendencia a separar a la mi-
crobiota intestinal segin su genética (figuras 71 (B) y 70 (B)). Se puede concluir
de forma similar considerando el arbol de filogenia (figura A.9). De igual for-
ma el mayor nimero de diferencias significativas con LEfSe se obtiene cuando se
comparan a las genética 1 y 2 (figuras 16). Los PCA realizados (figuras 73-78)
agrupan a las muestras por su genética, lo cual también nos permite concluir que
existe un mayor peso sobre la microbiota intestinal; esto también se observa en
los mapas de calor obtenidos al comparar las muestras por genética y ambiente
(figuras 85-90).

Determinar el factor que modula a la diversidad microbiana intestinal del
camaron blanco del Pacifico, el ambiente o la genética, no se logra completamente
y se necesitarian mas muestras para obtener un respuesta concluyente con més
valores estadisticos que la respalden. Sin embargo con los andlisis realizados se
puede concluir que la microbiota intestinal en L. wannamei tiene una mayor
influencia por su genética, el linaje de donde proviene, que por su ambiente.

Debido a la importancia comercial de esta especie de camarén a nivel mundial
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CONCLUSION

es necesario realizar mas estudios que busquen determinar su microbiota intestinal
y con esto completar un esquema mas amplio de su diversidad microbiana.
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Apéndice A

Apéndices

A.1. Cebadores utilizados

‘ REPORTE DE SINTESIS

OLIGO: 248

Solicita: ADRIAN OCHOA Grupe: AQ |[Pependencia: IBT ]

Clave: V3-V4_fwd_MiSeq Longitud: 50 Secuencia (5'>3'): TCGTCGGLAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

Coef.: 559.75 [NanoDrop A(260): 82.612 [volumen (ul): 500 JloD’s totales: 19.70 J[Conc.(ug/ul): 1.30
C=G (%): 50.66 [Tm(1): 79.38 Tm(2): 159.66 Jle-m-: 16374.30 |[picomolful: 79.39

INOTA: Para preparar 100 uL de una solucion 10 uM, tome 12.6 microlitros del OLIGO y agregue 87.4 microlitros de AGUA. 10uM = 10pmel/ul

Observaciones: OLIGO CRUDG. EXTRAIDO DE SOLUCION AMONIACAL ¢/ nBUTANOL. SECADO EN SAVANT y RESUSPENDIDO EN BUFFER DE ELUCION . UNA BANDA POR UV-SHADOWING EN GEL DE ACRILAMIDA 20% 7M
UREA .

EN LA UNIDAD DE SINTESIS Y SECUENCIACION HACEMOS UN GRAN ESFUERZO POR ENTREGAR TUS OLIGOS Y SECUENCIAS CON ALTA CALIDAD Y EFICIENCIA. CONSIDERALO EN TUS PUBLICACIONES.
/Atte. E. LOPEZ, S. BECERRA, 1. YANEZ, P. GAYTAN

Figura A.1: Cebador forward utilizado para seleccionar la regién V3-V4 del
gen 16S ribosomal.

‘ REPORTE DE SINTESIS

OLIGO: 249

Solicita: ADRIAN OCHOA [Grupo: 40 |[Dependencia: 1BT |

Clave: V3-V4_rev_MiSeq Longitud: 55 Secuendia (5->3): GTCTCGTGGGLTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGETATCTAATCC

Coef.: 616.6 [NanoDrop A(260): 78.416 [Volumen (ul): 500 |[oD's totales: 17.34 Jlconc.tugul): 1.14
C+G (%): 50.31 [rm(1): 77.42 [rm(2): 165.34 |lo.m.: 17983.30 [[picomol/ul: 53.62

NOTA: Para preparar 100 uL de una solucion 10 uM, tome 15.7 microlitros del OLIGO y agregue 84.2 microlitros de AGUA. 10uM = 10pmol/ul

Observaciones: OLIGO CRUDO. EXTRAIDO DE SOLUCION AMONIACAL ¢/ nBUTANOL. SECADO EN SAVANT y RESUSPENDIDO EN BUFFER DE ELUCION . UNA BANDA POR UV-SHADOWING EN GEL DE ACRILAMIDA 20% 7M
UREA .

EN LA UNIDAD DE SINTESIS Y SECUENCIACION HACEMOS UN GRAN ESFUERZO POR ENTREGAR TUS OLIGOS Y SECUENCIAS CON ALTA CALIDAD Y EFICIENCIA. CONSIDERALO EN TUS PUBLICACIONES.
/Atte. E. LOPEZ, S. BECERRA, 1. YAREZ, P. GAYTAN

Figura A.2: Cebador reverse utilizado para seleccionar la region V3-V4 del
gen 16S ribosomal.

A.2. Cddigo

Cédigo utilizado para la asignacién de taxonomia con QIIME (versién 1.9.0+dfsg-
Obiolinux5) en Biolinux 8.
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gqiime

pick_closed_reference_otus.py -p $PWD/parameters.txt -i $PWD/
seqgs.fna -o $PWD/pick_closed_greengenes -a -0 60

pick_rep_set.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/
uclust_ref_picked_otus/seqs.txt -f $PWD/seqs_LIMPIO.fna -o
$PWD/pick_closed_greengenes/seqs_rep_set.fna -1 $PWD/
pick_closed_greengenes/uclust_ref_picked_otus/seqgs.log

align_seqs.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/seqs_rep_set.fna -
o $PWD/pick_closed_greengenes/pynast_aligned_seqs/

filter_alignment.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/
pynast_aligned_seqs/seqs_rep_set_aligned.fasta -o $PWD/
pick_closed_greengenes/pynast_aligned_seqs/filtered_alignment/

make_phylogeny.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/
pynast_aligned_seqs/seqs_rep_set_aligned.fasta -o $PWD/
pick_closed_greengenes/rep_phylo.tre

filter_otus_from_otu_table.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/
otu_table.biom -o $PWD/pick_closed_greengenes/
otu_table_no_singletons.biom -n 2

biom summarize-table -i $PWD/pick_closed_greengenes/
otu_table_no_singletons.biom/otu_table_no_singletons.biom -o
$PWD/pick_closed_greengenes/summary_biom

make_otu_network.py -m $PWD/datos_pretratados/map_beta_.txt -i
$PWD/pick_closed_greengenes/otu_table_no_singletons.biom/
otu_table_no_singletons.biom -o $PWD/pick_closed_greengenes/
otu_network

summarize_taxa.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/
otu_table_no_singletons.biom -o $PWD/pick_closed_greengenes/
taxa_sp -L 2,3,4,5,6,7

cd pick_closed_greenenes/taxa_sp

plot_taxa_summary.py -i otu_table_no_singletons_L2.txt,
otu_table_no_singletons_L3.txt,otu_table_no_singletons_L4.txt,

otu_table_no_singletons_L5.txt,otu_table_no_singletons_L6.txt,
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otu_table_no_singletons_L7.txt -o ../taxa_sp_plot

Cédigo utilizado para el andlisis de diversidad .

qiime

alpha_rarefaction.py -a -0 60 -i $PWD/pick_closed_greengenes/
otu_table_no_singletons.biom -t $PWD/pick_closed_greengenes/
rep_phylo.tre -m $PWD/map.txt -o $PWD/pick_closed_greengenes/
alpha_rarefaction -p $PWD/alpha_params.txt

compare_alpha_diversity.py -i $PWD/alpha_rarefaction/
alpha_div_collated/chaol.txt -m $PWD/map.txt -c Treatment,
Description -o $PWD/alpha_rarefaction/compare_alpha_chaol -d
1638

compare_alpha_diversity.py -i $PWD/alpha_rarefaction/
alpha_div_collated/shannon.txt -m $PWD/map.txt -c Treatment,
Description -o $PWD/alpha_rarefaction/compare_alpha_shannon -d

1638

compare_alpha_diversity.py -i $PWD/alpha_rarefaction/
alpha_div_collated/simpson.txt -m $PWD/map.txt -c Treatment,
Description -o $PWD/alpha_rarefaction/compare_alpha_simpson -d

1638

compare_alpha_diversity.py -i $PWD/alpha_rarefaction/
alpha_div_collated/observed_otus.txt -m $PWD/map.txt -c
Treatment ,Description -o $PWD/alpha_rarefaction/
compare_alpha_observed_otus -d 1638

compare_alpha_diversity.py -i $PWD/alpha_rarefaction/
alpha_div_collated/goods_coverage.txt -m $PWD/map.txt -c
Treatment ,Description -o $PWD/alpha_rarefaction/
compare_alpha_goods_coverage -d 1638

compare_alpha_diversity.py -i $PWD/alpha_rarefaction/
alpha_div_collated/PD_whole_tree.txt -m $PWD/map.txt -c
Treatment ,Description -o $PWD/alpha_rarefaction/

compare_alpha_PD_whole_tree -d 1638

Cédigo utilizado para el andlisis de diversidad /.
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gqiime

beta_diversity_through_plots.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/
otu_table_no_singletons.biom -m $PWD/map.txt -t $PWD/
pick_closed_greengenes/rep_phylo.tre -e 1638 -o $PWD/
pick_closed_greengenes/beta_div

make_2d_plots.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/beta_div/
weighted_unifrac_pc.txt -m $PWD/map.txt -o $PWD/
pick_closed_greengenes/beta_div/weighted_unifrac_2d

make_2d_plots.py -i $PWD/pick_closed_greengenes/beta_div/
unweighted_unifrac_pc.txt -m $PWD/map.txt -o $PWD/

pick_closed_greengenes/beta_div/unweighted_unifrac_2d

Cédigo utilizado para generar los arboles filogenéticos.

beta_diversity.py -i $PWD/pick_closed_reference/
otu_table_no_singletons.biom -o $PWD/pick_closed_reference/
jack_manual/beta_div_otu_table/ -t $PWD/pick_closed_reference/
rep_phylo.tre

upgma_cluster.py -i $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_otu_table/ -o $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_otu_table_results/

multiple_rarefactions_even_depth.py -i $PWD/
pick_closed_reference/otu_table_no_singletons.biom -o $PWD/
pick_closed_reference/jack_manual/rarefied_otu_tables_1000/ -d

1638 -n 1000

beta_diversity.py -i $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
rarefied_otu_tables_1000/ -m $PWD/pick_closed_reference/
weighted_unifrac -o $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_weighted/ -t $PWD/pick_closed_reference/rep_phylo.tre

upgma_cluster.py -i $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_weighted/ -o $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_weighted_results/

tree_compare.py -m $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/

beta_div_otu_table_results/
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upgma_weighted_unifrac_otu_table_no_singletons.tre -s $PWD/
pick_closed_reference/jack_manual/beta_div_weighted_results/ -
o $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_weighted_tree_compared/

> make_bootstrapped_tree.py -m $PWD/pick_closed_reference/
jack_manual/beta_div_weighted_tree_compared/master_tree.tre -s
$PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_weighted_tree_compared/jackknife_support.txt -o $PWD/
pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_weighted_tree_compared/jacknife_weighted_named_nodes.
pdf

> beta_diversity.py -i $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
rarefied_otu_tables_1000/ -m $PWD/pick_closed_reference/
unweighted_unifrac -o $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_unweighted/ -t $PWD/pick_closed_reference/rep_phylo.
tre

> upgma_cluster.py -i $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_unweighted/ -o $PWD/pick_closed_reference/jack_manual
/beta_div_unweighted_results/

> tree_compare.py -m $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_otu_table_results/
upgma_unweighted_unifrac_otu_table_no_singletons.tre -s $PWD/
pick_closed_reference/jack_manual/beta_div_unweighted_results/

-o $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/

beta_div_unweighted_tree_compared/

> make_bootstrapped_tree.py -m $PWD/pick_closed_reference/
jack_manual/beta_div_unweighted_tree_compared/master_tree.tre
-s $PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_unweighted_tree_compared/jackknife_support.txt -o
$PWD/pick_closed_reference/jack_manual/
beta_div_unweighted_tree_compared/

jacknife_unweighted_named_nodes.pdf
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A.3. Figuras suplementarias
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Figura A.3: PCoA con las muestras agrupadas por estanques (Estrella, La-
jitas y Mazatlan) con los OTU a nivel de phylum.
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Figura A.4: PCoA con las muestras agrupadas por estanques (Estrella, La-
jitas y Mazatlan) con los OTU a nivel de clase.
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Figura A.5: PCoA con las muestras agrupadas por estanques (Estrella, La-
jitas y Mazatlan) con los OTU a nivel de orden.
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Figura A.6: PCoA con las muestras agrupadas por estanques (Estrella, La-
jitas y Mazatlan) con los OTU a nivel de familia.
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Figura A.7: PCoA con las muestras agrupadas por estanques (Estrella, La-
jitas y Mazatlan) con los OTU a nivel de género.
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Figura A.8: PCoA con las muestras agrupadas por estanques (Estrella, La-
jitas y Mazatlan) con los OTU a nivel de especie.
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Figura A.9: Arbol generado con Jacknife no ponderado (unweighted); cada
nodo cuenta con su valor confianza.

Clutering jerdrquico ambiente
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Figura A.10: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 (estanque Ma-
zatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella) a nivel phylum.
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Figura A.11: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 (estanque Ma-
zatldn) y el ambiente 2 (estanque Estrella) a nivel clase.
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Figura A.12: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 (estanque Ma-
zatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella) a nivel orden.
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Figura A.13: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 (estanque Ma-
zatldn) y el ambiente 2 (estanque Estrella) a nivel familia.
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Figura A.14: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 (estanque Ma-
zatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella) a nivel género.
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Figura A.15: Mapa de calor entre muestras del ambiente 1 (estanque Ma-
zatlan) y el ambiente 2 (estanque Estrella) a nivel especie.

Clustering jerarquico por estanque
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Figura A.16: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 (estanque Ma-
zatlan) y el genética 2 (estanque Lajitas) a nivel phylum.
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Figura A.17: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 (estanque Ma-
zatlan) y el genética 2 (estanque Lajitas) a nivel clase.
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Figura A.18: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 (estanque Ma-
zatldn) y el genética 2 (estanque Lajitas) a nivel orden.
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Figura A.19: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 (estanque Ma-
zatlan) y el genética 2 (estanque Lajitas) a nivel familia.
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Figura A.20: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 (estanque Ma-
zatlan) y el genética 2 (estanque Lajitas) a nivel género.
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Figura A.21: Mapa de calor entre muestras de la genética 1 (estanque Ma-
zatldn) y el genética 2 (estanque Lajitas) a nivel especie.
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