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Resumen

La microbiota, juega un papel importante dentro de los mecanismos de respuestas inmunolégicas
innatas en el pez, ademas de ser promotores del metabolismo de los nutrientes y estimulantes de la
proliferacién epitelial. Asi, la microbiota normal del intestino en peces es benéfico y contribuye a los
procesos nutricionales de los organismos, evitando la colonizacién por patégenos. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue caracterizar el microbioma intestinal de Andinoacara rivulatus (Vieja azul) y
Cichlasoma festae (Vieja Roja) originarios de la Cuenca alta del rio Guayas como punto de partida para la
comprension de la misma en estas especies con potencial acuicola. En primer lugar, se identifico a las
especies de estudio mediante comparacion morfoldgica y comparacion de secuencias del gen cytB. Se
obtuvo la diversidad y composicidn de la microbiota, a partir de secuenciacién de las zonas V3-V5 del
gen 16s rRNA en muestras intestinales, las mismas que fueron analizadas por el software QIIME 2. Se
logré corroborar la identidad esperada de las especies con una similitud de secuencias mayor al 99,91%
para Cichlasoma festae y mayor al 99,63% para Andinoacara rivulatus. Se determiné una diversidad de
los microbiomas, los cuales fueron similares entre las dos especies, (Cf y Ar = 87 Unidades taxondmicas
operativas (OTU’s), Shannon Cf= 4,18 y Shannon Ar = 4,39, p > 0.05). Ademas, se evidencio una similitud
de 45 OTU’s entre las dos especies, mientras que 45 y 19 OTU's fueron exclusivos para A. rivulatus y C.
festae respectivamente. Por otro lado, la composicidon del microbioma es similar entre las dos especies
en todos los niveles taxondmicos, en donde se pudo caracterizar la presencia de Proteobacterias
(Plesiomonas Shigelloides y Aeromonas), Bacteroidetes (Bacteroidales) y Firmicutes (Clostridium y
Peptostreptococcaceae). La especie bacteriana Cetobacterium somerae (Unica representante de las
Fusobacterias) fue evidentemente mas abundantes para A. rivulatus, mientras que los Bacteroidetes lo

fueron en C. festae.

Palabras clave: Andinoacara rivulatus, Cichlasoma festae, microbioma, identificacion taxondmica.
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Abstract

The microbiota plays an important role within the mechanisms of innate immune responses in fish, in
addition to being promoters of the metabolism of nutrients and stimulants of epithelial proliferation.
Thus, the normal gut microbiota in fish is beneficial and contributes to the nutritional processes of
organisms, preventing colonization by pathogens. Therefore, the objective of this study was to
characterize the intestinal microbiome of Andinoacara rivulatus (Vieja azul) and Cichlasoma festae (Vieja
Roja) originating in the upper basin of the Guayas River as a starting point for understanding it in these
species with aquaculture potential. First, the study species were identified by morphological comparison
and comparison of cytB gene sequences. The diversity and composition of the microbiota was obtained
from the sequencing of the V3-V5 zones of the 16s rRNA gene in intestinal samples, which were
analyzed by QIIME 2 software. It was possible to corroborate the expected identity of the species with a
sequence similarity greater than 99.91% for Cichlasoma festae and greater than 99.63% for Andinoacara
rivulatus. A diversity of microbiomes was determined, which were similar between the two species, (Cf
and Ar = 87 Operative taxonomic units (OTU s), Shannon Cf=4.18 and Shannon Ar = 4.39, p > 0.05). In
addition, there was a similarity of 45 OTU s between the two species, while 45 and 19 OTU s were
exclusive for A. rivulatus and C. festae respectively. On the other hand, the composition of the
microbiome is similar between the two species at all taxonomic levels, where the presence of
Proteobacteria (Plesiomonas Shigelloides and Aeromonas), Bacteroidetes (Bacteroidals) and Firmicutes
could be characterized (Clostridium and Peptostreptococcaceae). The bacterial species Cetobacterium
somerae (only representative of the Fusobacterias) was evidently more abundant for A. rivulatus, while

the Bacteroidetes were more abundant in C. festae.

Keywords: Andinoacara rivulatus, Cichlasoma festae, microbiome, taxonomic identification.
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Capitulo |

Introduccion

Antecedentes

En la actualidad la producciéon acuicola mundial proporciona 81% de mariscos, 76%
pescado de agua dulce, 69% salmdén y 42% de camarén que se consume en el mundo, con un
volumen total de 171 millones de toneladas e ingresos por 232 mil millones de délares en
volimenes de venta, se calcula que la pesca y la acuicultura constituyen el medio de
subsistencia para 540 millones de personas (FAO, 2018). En términos per capita, el consumo de
pescado comestible aumentd de 9,0 kg en 1961 a 20,2 kg en 2015, a una tasa media de
aproximadamente un 1,5% al afio donde el pescado representé el 17% de proteina animal

consumida por la poblacién mundial (FAO, 2018).

Las estimaciones preliminares relativas a los afios 2016 y 2017 apuntan a un nuevo
aumento hasta alcanzar unos 20,3 kg y 20,5 kg, respectivamente (FAO, 2018). En Ecuador el
suministro de proteina animal esta representada por la produccién de carne de pollo, cerdo y
res representando el promedio per capita con un 17,63, mientras que la carne de pescado en un
1,62 Kg/persona/afio (FAO, 2018). Los volimenes de produccion acuicola en el Ecuador segun la
FAOQ, alcanzan las 464 mil toneladas aproximadamente, donde el 94% de la produccién se
encuentra representada por el cultivo de camardn, 6% por la produccidn de peces continentales
(especies exdticas como trucha y tilapia) y el 0.5% por el cultivo de especies nativas como

cachama, paiche, boquichico, carpa y otros (Tufifio et al., 2019).
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La gran demanda alimenticia que existe a nivel mundial ain no es sostenible por la
acuacultura a pesar del aumento mencionado, siendo la captura la principal fuente de pescado
en zonas rurales. Esto ha llevado a una disminucidn en las poblaciones de las especies icticas,
tanto en mar abierto como en aguas continentales (FAO, 2018). La Cuenca del rio Guayas se ha
visto inmersa en este fendmeno, con una reduccién del 71,5% en volimenes de pesca, es decir
de 600 Tn a 172 Tn (FAO, 2018), en especial con la disminucién de especies icticas, como los
ciclidos nativos Andinoacara rivulatus (vieja azul) y Cichlasoma festae (vieja roja) (Ortiz, 2019).
Este problema se ve agravado por varios factores como la contaminacién hidrica de cuencasy
microcuencas, sobre pesca artesanal, restriccion de acceso a los sitios de reproduccién por la

construccion de represas (Tufifio et al., 2019).

Muchas especies continentales son fuente de alimentacidn e ingresos econdmicos para
las comunidades riberefias, pero como se menciond anteriormente se ha producido una
sobreexplotacidon de este recurso, poniendo en peligro grave la poblacién de estas. La
domesticacion de estas especies en una alternativa viable para suplir las necesidades de las
comunidades y evitar la pesca constante. Sin embargo, es un proceso que demanda de mucho
esfuerzo y estudios para lograrlo, ya que es necesario conocer la biologia y fisiologia de esta, a
fin de suplir en cultivo lo que requiere para su crecimiento, reproduccién, adaptacion, etc

(Gallegos et al., 2015).

Muchos de los peces nativos de Sudamérica tienen un alto potencial de cultivo
controlado e incremento de los volimenes de produccidn para su comercializacion, por
ejemplo, la cachama (Colossoma macropomum) y el paiche (Arapaima gigas), en donde el

desarrollo de paquetes tecnoldgicos ha permitido un aumento sostenido de la produccién. En
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este ambito, se ha empezado a indagar el cultivo de otras especies nativas perteneciente al
grupo de los ciclidos como la vieja azul y la vieja colorada en el litoral ecuatoriano. Sin embargo,
para mejorar su cultivo es necesario investigar a profundidad los procesos bioldgicos y
fisiolégicos de la especie en dreas del conocimiento como la reproduccion, nutricién, bienestar
animal y mejoramiento genético. Bajo esta condicidn, la proyeccién de cultivo de estas especies

es para policultivo y a escala industrial (Rodriguez et al., 2014).

Justificacion

En las especies Vieja Roja y Azul, no hay suficiente informacidn sobre funciones
fisiolégicas a nivel reproductivo y digestivo (perfil enzimatico, microbiota), descripcion
anatdmica, ecologia entre otros conocimientos de linea base para la produccién acuicola, lo que
a su vez desacelera el proceso de domesticacion de estas especies, al basar los sistemas de
crianza en resultados netamente empiricos. Bajo esta condicién los productores locales, optan
por cultivos de especies exdticas como la tilapia, por su facilidad de manejo y dietas disponibles
(Ortiz, 2019). Sin embargo, estas especies exdticas generan un impacto ambiental por la
posibilidad de escape a las cuencas naturales y el posible desplazamiento y pérdida de habitats
de otros ciclidos nativos. Bajo esta condicién y con un enfoque al desarrollo del conocimiento
digestivo de especies nativas, es importante rescatar informacion basica relacionada a la
diversidad de la microbiota, con la finalidad de ser utilizada en estudios de impacto ambiental,
formulacion de dietas, o bien en el comportamiento del sistema inmune de los organismos

acuaticos en estudio (Sicilia et al., 2009).

El conocimiento de la anatomia y fisiologia del tracto digestivo de ambos ciclidos

nativos, asi como su forma y tipo de alimentacidn, permitirdn una compresién mas acertada de
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las necesidades nutricionales, y a su vez el desarrollo de mejores dietas. Dentro de la fisiologia
digestiva, el intestino juega un rol importante en el catabolismo y absorcién de nutrientes, en

donde la microbiota tiene un aporte indispensable en dichas funciones (Ramirez et al., 2018).

La microbiota intestinal estda compuesta por diversas poblaciones de microorganismos
gue muestran una extensa gama de actividades metabdlicas como por ejemplo la produccién de
enzimas digestivas para complementar estos procesos y metabolitos secundarios. También tiene
una importante accidn en el control de microorganismos patdgenos, a través de la competencia
por nutrientes y sitios de adhesidén que producen sustancias antimicrobianas (Ramirez et al.,

2018).

La composicién de la microbiota intestinal se ve afectada por el habitat, nivel tréfico
(dieta), temporada, cautiverio, edad, genética, sexo, enfermedades, entre otros (Pérez et al.,
2020). Por lo cual la pérdida del equilibrio de la microbiota afecta al estado fisiolégico del
huésped, comprometiendo potencialmente la inmunidad, su crecimiento, el desarrollo en
general y la calidad de la produccién acuicola debido a un aumento de la morbilidad y
mortalidad de los peces (Pérez et al., 2020). Por lo tanto, el estudio de la microbiota basal, es
decir en condiciones naturales de la especie, permitiria observar y evaluar el efecto que tiene los
procesos de domesticacion, en especial el cambio de ambiente y la administracién de pienso, lo
que a su vez permite la mejora en el sistema de cultivo al adaptarla a las necesidades de la

especie (Garzon & Espinosa, 2019).

En los ultimos anos, los estudios acerca de la microbiota han aumentado debido a las
nuevas tecnologias de secuenciaciéon de nueva generacién y herramientas bioinformaticas que

permiten la investigacion sobre la diversidad de bacterias (Correa, 2018). El analisis de las
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secuencias hipervariables del gen 16S ribosomal, ha permitido descubrir la amplia diversidad
existentes en los microbiomas, permite el andlisis de varias muestras en tiempos cortos y sin la
utilizacidn de varios medios y técnicas de aislamiento (Butt & Volkoff, 2019). El uso de estas
tecnologias ha permitido conocer la conformacidn de los microbiomas en varias especies, lo que
a su vez contribuye con el entendimiento de su funcidn en los procesos biolégicos del huésped.

(Krajmalnik et al., 2012).

Objetivos
Objetivo general

Caracterizar la microbiota intestinal de Andinoacara rivulatus (vieja azul) y Cichlasoma
festae (vieja roja) provenientes del proyecto multipropdsito “Baba”, en la Cuenca alta del rio

Guayas.

Objetivos especificos
Identificar molecularmente a las especies Andinoacara rivulatus (vieja azul) y

Cichlasoma festae (vieja roja) mediante secuenciacién del gen citocromo b.

Determinar la abundancia, riqueza y diversidad de las bacterias presentes en el intestino

de Vieja roja y de Vieja azul por secuenciaciéon masiva.

Hipétesis
H1: La abundancia y riqueza de bacterias presentes en el intestino de Cichlasoma festae
(vieja roja) difiere en la abundancia y riqueza de bacterias presentes en el intestino de

Andinoacara rivulatus (vieja azul).
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Capitulo I

Revisidn Literaria

Cultivo Endémicos en el Ecuador

Generalidades

Las especies de peces familia Cichlidae poseen un cuerpo con escamas, aleta dorsal
larga con varias espinas y radios blandos, aletas pélvicas al mismo nivel que las aletas pectorales
y ausencia de aleta adiposa (Figura 1). Sus habitos son diurnos y viven en diferentes sectores de
la columna de agua, en troncos o vegetacidon sumergida y no forman cardimenes (Nugra et al.,
2018). Esta familia es una de las mas abundantes en los peces con aproximadamente 1666
especies validas alrededor del mundo, distribuidas principalmente en aguas dulces y salobres de

tipo subtropical y tropical en América y Africa (Eschmeyer et al., 2014).

Figura 1l

Cuerpo de las especies de la familia Cichlidae
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Nota. Recuperado de Guia de Peces del Alto Nangaritza por Nugra et al. (2018). Universidad del

Azuay.

Sudamérica es la region que constituye con la mayor riqueza de peces de agua dulce del
mundo, alcanzando 4035 especies (Lévéque et al., 2008), dentro de esta diversidad la familia
Cichlidae es una de las mas abundantes, registrandose ciclidos en casi todas las cuencas
hidrograficas de la regidn, aunque es poco comun encontrarlas en elevaciones mayores a 1200

m.s.n.m (Nugra et al., 2018).

Segun (Barriga, 2012), la riqueza de peces de agua dulce del Ecuador es notable dentro
de la region, comparandose a otros paises Sudamericanos como Colombia y Peru. En la
vertiente occidental ecuatoriana, se destaca la Cuenca del Guayas la cual presenta una
superficie de 32.891 km? y el nimero de especies icticas es de 70 peces, de los cuales 24 son
endémicas del Ecuador (Prado et al., 2015). Dentro de estas especies endémicas se encuentran
5 especies de ciclidos (Tabla 1), los cuales también se encuentran distribuidos en las seis
principales cuencas hidrograficas de la costa: cuenca binacional del Mira-Mataje, sistema
Santiago-Cayapas, cuenca del rio Esmeraldas, cuenca del rio Guayas, cuerpos de agua asociados

al sistema Santa Rosa y finalmente la cuenca binacional del Catamayo-Chira (Prado et al., 2015).
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Tabla 1

Ciclidos endémicos en aguas continentales de la vertiente occidental del Ecuador

Orden Familia Especie Distribucion
Perciformes Cichlidae Andinoacara blombergi Cuenca Santiago-Cayapas
(Wijkmark, Kullander, & Cuenca del Esmeraldas

Barriga, 2012)

Andinoacara rivulatus Cuenca del Esmeraldas
(Gunther, Andinoacara Cuenca del Guayas
rivulatus, 1860) Cuenca de Santa Rosa

Cuenca del Catamayo

Andinoacara sapayensis Cuenca Santiago-Cayapas
(Regan, Andinoacara
sapayensis, 1903)

Cichlasoma festae Cuenca Santiago-Cayapas
(Boulenger, Cichlasoma Cuenca del Esmeraldas
festae, 1899) Cuenca del Guayas

Cuenca de Santa Rosa
Cuenca del Catamayo

Cichlasoma ornatum Cuenca San Juan-Mira
(Regan, 1905) Cuenca Santiago-Cayapas
Cuenca del Guayas

Nota. Recuperado de Guia de peces para aguas continentales de la Vertiente Occidental

del Ecuador por Prado et al. (2015). Pontificia Universidad Catélica del Ecuador Sede

Esmeraldas (PUCESE); Universidad del Azuay (UDA) y Museo Ecuatoriano de Ciencias

Naturales (MECN) del Instituto Nacional de Biodiversidad. Esmeraldas, Ecuador.

En el subtrdpico ecuatoriano la presencia e importancia de los ciclidos endémicos recae
en las especies vieja azul (Andinoacara rivulatus) y vieja roja (Cichlasoma festae). Las
adaptaciones morfolégicas que poseen estos ciclidos se especializan para un régimen de dieta,
dichas adaptaciones ocurren en la estructura de la boca, las branquiespinas y en los érganos de

digestion (Rodriguez, 2012), asi como también tienen la capacidad de adaptarse a una variedad
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de condiciones ambientales, principalmente salinidad y temperatura (Gonzélez, 2017). Estas
especies son consideradas fuente de alimento e ingresos para la poblacion rural en ciudades de
la costa como Buena Fe, Babahoyo, Quevedo, Patricia Pilar, Puerto Quito entre otras, pero se ve
afectada su conservacién por varios factores antropogénicos, generando problemas para los

pescadores artesanales por volimenes bajos de extraccidn.

Vieja Roja (Cichlasoma festae)

Es un pez nativo de aguas calidas de la zona continental de América del Sur, pertenece a
la familia Cichlidae donde su taxonomia se la observa en la parte inferior del texto; es
abundante en aguas continentales del Ecuador, Colombia y Peru. Esta especie también es
conocida como Vieja colorada, vieja de montafia porque es comun en rios premontanos, de

fondo rocoso y aguas templadas (Revelo & Laaz, 2012).

Taxonomia Vieja roja (Cichlasoma festae)

Reino Animalia

Filo Chordata

Clase Actinopterygii
Subclase Neopterygii
Orden Perciformes
Familia Cichlidae

Género Cichlasoma
Especie Cichlasoma festae

Fuente: (Nufez, 2019) (Boulenger, 1899).

Con respecto a los aspectos fisiolégicos de esta especie existe una similitud con la tilapia
(Oreochromis sp) por su peso, ya que, pueden superar los 2000 gramos y 30 cm de longitud
cuando alcanzan su maximo desarrollo. A simple vista estas dos especies se pueden confundir,

de igual manera ocurre con los juveniles por la coloraciéon que poseen, ya que presentan un
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color gris oscuro en las terminaciones de las aletas pectorales y las diez franjas negras que

poseen (Carrillo, 2009).

Esta especie tiene un régimen alimenticio omnivoro con tendencia carnivora segun
(Revelo & Laaz, 2012), predador de crustaceos e insectos, se ha probado que, de acuerdo a sus
necesidades nutricionales se le ha suministrado dietas balanceadas de tilapia y trucha arcoiris,
ademas de Artemia salina, lo que fue favorable para su supervivencia, en cambio en la guia de
peces para aguas continentales de la Vertiente Occidental del Ecuador mencionan que es un pez
omnivoro y su dieta se basa en peces, caracoles, crustaceos y plantas acuaticas (Prado et al.,

2015).

Tanto machos como hembras son territoriales, cuando se trata de proteger a sus crias
(Nunez, 2019). Presentan una cabeza grande, su cuerpo es lateralmente comprimido, en la zona
de la region anterior de la cabeza sus escamas son grandes, boca terminal con pequefios dientes

caninos, su maxilar no puede alcanzar el borde anterior del ojo (Chavez & Litardo, 2019).

El pedunculo caudal tiene la caracteristica de ser mas alto que largo, linea lateral
interrumpida, su aleta caudal es de borde redondeado, presenta una mancha oscura
redondeada en el peduinculo caudal a cada lado; las aletas caudal, anal y dorsal tienen una
coloracion roja (Lara, 2019), la aleta anal presenta 4 o mas espinas, unas escamas en la linea
lateral de 26 a 27 y mandibula inferior ligeramente mas proyectada (en adultos) (Prado et al.,

2015).

Su coloracién varia segun el sexo, las hembras presentan bandas verticales negras y una
coloracion intensa verdosa, mientras que los machos no poseen estas bandas y ligeramente

visibles, con tonalidades rojizas y verdosas en el cuerpo y en especial las aletas pectorales son
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amarillentas, las demds de color rojizo oscuro. Su distincién es muy notaria referente a otros
ciclidos por su tonalidad y espinas que poseen, estas son fuertes encontradas en la aleta dorsal y

anal (Lara, 2019)

Figura 2

Especie Vieja roja Cichlasoma festae

Nota. A) Vieja roja macho, B) Vieja roja hembra. Fuente: (Ortiz, 2020).

Vieja Azul (Andinoacara rivulatus)

Esta especie americana pertenece a la familia Cichlidae donde su taxonomia se la
observa en la parte inferior del texto; su distribucion estd presente desde el rio Esmeralda hasta
Huaquillas, a lo largo del Océano Pacifico, esta presente en los rios de las provincias del Guayas,
Los Rios y Santo Domingo (Gonzalez et al., 2016). Es un pez omnivoro de habitos herbivoros-
insectivoros en el ambiente natural, son ddciles en cuanto a su producciéon en cautiverio ya que

aceptan el alimento balanceado con facilidad por lo que es facil su cuidado (Ajila, 2019).



28

Taxonomia vieja azul (Andinoacara rivulatus)

Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata
Superclase Pisces

Clase Osteichthyes
Superorden Acanthopterigii
Orden Perciformes
Suborden Percoidei
Familia Cichlidae
Subfamilia Cichlasomatinae
Género Andinoacara
Especie Andinoacara rivulatus
Nombre comtin Vieja azul

Fuente: (Lara, 2019).

Este pez presenta un gran tamano, los machos pueden alcanzarlos 30 cm y las hembras
suelen quedarse en los 20 cm. Es una especie bento-peldgica de agua fresca tropical con una
temperatura oscilatoria entre 20°C - 24°C, posee cabeza redondeada con protuberancia en la
parte superior, boca terminal, un cuerpo robusto con pedunculo caudal reducido; no
presenta aleta adiposa (Nugra et al., 2018), en la parte inferior de la cabeza presenta unos
reflejos azul intenso a manera de rayas en ambos sexos, intensificdndose cuando estan en etapa

reproductiva (Chavez & Litardo, 2019).

Su cuerpo es alto y comprimido lateralmente; y cuatro o cinco manchas detras de la
mancha lateral. Tanto los machos como las hembras tienen en la zona del mentdn y la mejilla
multiples lineas de color azul eléctrico y una mancha negra a la mitad del costado. Los machos
adultos desarrollan con el tiempo una giba frontal y poseen la aleta dorsal y anal mas larga
mientras que, la hembra es de un color verde oliva sin los reflejos metalicos del macho, es

posible observar que la diferencia entre machos y hembras radica en la forma de las aletas
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(Prado et al., 2015), presentan una aleta dorsal larga continua con 14 espinas y 11 radios

ramificados, sus aletas terminan en punta; en las hembras redondeadas (Nugra et al., 2018).

Figura 3

Especie Vieja Azul (Andinoacara rivulatus)

Nota. A) Vieja azul macho, B) Vieja azul hembra. Fuente: (Ortiz, 2019).

Domesticacion de Especies en Acuacultura

Generalidades de la Acuacultura

La FAO define a la Acuacultura como un cultivo de organismos acuaticos encontrados en
zonas costeras que involucra intervenciones en el proceso de cria para aumentar la produccion,
es el mas agil y rapido sector en cuanto a produccion de alimentos que segun la (FAO, 2018)
representa a nivel mundial el 50% del pescado que estd destinado a la alimentacion. La
produccién acuicola actual procede de animales encontrados en la cadena alimentaria en la

parte inferior como: peces omnivoros, herbivoros y moluscos los cuales representan el 80%.

En todo el mundo existen 580 especies acuaticas aproximadamente que son cultivadas y
estas representan una alta diversidad genética dentro y entre las especies. Segun (FAO, 2018) la
acuicultura es de mayor importancia para los agricultores pobres de los paises en desarrollo

debido a que, consumir pescado forma parte de una tradicion cultural y es beneficioso para la
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salud por su excelente perfil nutricional, es una buena fuente de proteinas, acidos grasos,
vitaminas, minerales y micronutrientes esenciales. Del mismo modo las plantas acuaticas (algas)
son alimentos de importancia para la acuicultura, las cuales aportan nutricion, medios de

subsistencia y otros usos industriales (FAO, 2010).

En la acuicultura ecuatoriana mas del 95 por ciento pertenece al cultivo del camardén
marino (Litopenaeus spp), esta actividad esta dominada principalmente por el camarén blanco
Penaeus vannamei , y en un porcentaje mucho menor por el Penaeus stylirostris., seguido del
cultivo de la Tilapia (Oreochromis niloticus), la variedad que Ecuador exporta es la tilapia roja, un
tetrahibrido resultante del cruce entre cuatro especies representativas del género Oreochromis:
0. mossambicus (Mozambica), O. niloticus (Nilético), O. hornorum y O. aureus (Aurea) (Sicilia et
al., 2009)., y el porcentaje restante a otras especies (peces y crustaceos de agua dulce) (FAO,

2005).

La acuicultura de agua dulce, tiene su mayor desarrollo en la regidn interandina,
basicamente con los centros de cultivo de la trucha Arco Iris (Oncorhynchus mykiss), este cultivo
tiene un crecimiento en el sector piscicola muy favorable en un futuro y el cultivo del Chame

tiene algunos avances en la region Costa (FAO , 2005).

Generalidades de la domesticacion de especies

La FAO menciona que la domesticacidn es un proceso donde la poblacién de una
especie determinada es sometida por el ser humano a una seleccidn esto hace que el organismo
adquiera o desarrolle, ciertos caracteres morfolégicos, fisioldgicos o de comportamiento, los
cuales son heredables, su finalidad es obtener determinados beneficios de dichas

modificaciones. La domesticacidon comienza cuando los piscicultores toman el control del ciclo
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de vida del pez y determinan las condiciones bajo las cuales se va a desarrollar como: tipo de
alimento que se utilizard, densidad de poblacién, gestion de la calidad del agua, y los procesos
reproductivos (desove, fertilizacion) (FAO, 2015). Los primeros niveles de domesticacion de una
especie implican caracteristicas basicas como lo es la pesca de captura y ensayos de

aclimatacién a un ambiente en cautiverio (Gonzabay, 2019).

La acuicultura es considerada como la Unica solucion que puede proveer mas productos
pesqueros, ya que la captura de poblaciones silvestres ha alcanzado un limite superior, esta
actividad es extensamente mas joven que la agricultura y se fundamenta en fuentes naturales
para cultivar numerosas especies. Un estudio sobre los niveles de domesticacién en peces con
un enfoque al futuro sostenible de la acuicultura, se propone una nueva clasificaciéon para
describir de una mejor manera las diversas estrategias de produccién pesquera, esta
clasificacion comprende cinco niveles de “domesticaciéon”, donde 1 es el menory 5 el mas

domesticado (Teletchea & Fontaine, 2012) (tabla 2).

La produccidn acuicola es considera bajo 3 sistemas de cultivo donde sobresale el tipo
de produccion, el nivel de manejo y la tecnologia aplicada. La acuacultura intensiva es una de
ellas donde necesita un exhaustivo control en todas las etapas de produccién, la infraestructura
requiere un disefio adecuado que debe controlar el ingreso y la salida del agua, aprovecha en su
totalidad el espacio para asi aumentar la produccidn por area de trabajo que suple las

necesidades nutricionales y valores energéticos de las especies (Ortiz, 2015).

Otro tipo es la acuacultura extensiva, a esta se la practica como una actividad
complementaria a otras ya que tiene bajas densidades de carga con limitaciones al momento de

la siembra y cosecha de las especies, pero en Peru existen algunas experiencias bajo esta
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practica en varios rios, lagos y represas en las cuales se han reintroducido alevines de
boquichico, paiche (especie endémica) y tilapia (especie exdtica) donde los pobladores hacen
pescas temporales para comercializacién y autoconsumo (Ortiz, 2015). Mientras tanto, la
acuicultura semiintensiva es un sistema que interviene el hombre en el aporte de alimentos de
forma complementaria, con este tipo de cultivo se incrementa la densidad de siembra
dependiendo de la especie y el sitio. Se opta por el policultivo y se avala un uso adecuado de la
cadena alimentaria presente en el agua, incrementada por la accion de los fertilizantes

(Gonzabay, 2019).

Tabla 2

Niveles de domesticacion de peces para la acuicultura

Nivel de Descripcion
domesticacion

0 Especie considerada como pesca de captura

1 Se llevan a cabo las primeras pruebas de aclimatacion al
entorno de cultivo.

2 Un fragmento del ciclo de vida es perfeccionado en
cautiverio. Aun existen problemas en la etapa reproductiva
y de engorde.

3 Se afina el ciclo de vida en todas sus etapas a un ambiente

en cautiverio pero con el uso de insumos naturales
(silvestres).

4 El ciclo de vida se afina en cautiverio sin la utilizacion de
insumos naturales, ni programa de cria selectiva.
5 Se emplea el programa de cria selectiva como tasa de

crecimiento, eficiencia de conversion alimenticia, edad de
madurez sexual, resistencia a enfermedades, calidad de la
carne.

Nota. Recuperado de Levels of domestication in fish: implications for the sustainable

future of aquaculture por (Teletchea y Fontaine, 2012).

En la especie nativa Vieja roja para su incorporacién en la produccién comercial en

necesario determinar su adaptacién en cautiverio y alimentacidén exdgena, y posteriormente
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realizar investigaciones de reproduccion, crecimiento, engorde y sanidad, para llevar un manejo
racional en base a las diferentes etapas de vida, utilizando niveles adecuados de proteina,
energia y micro elementos en la dieta, ademas, promover una mejora genética (Rodriguez et al.,

2014).

Bajo estas consideraciones se pudo rescatar algunos resultados importantes en la
alimentacion de Vieja colorada donde (Rodriguez et al., 2014) mencionan los diferentes
porcentajes de proteina que varian del 28 hasta el 36%, pero con conversiones alimenticias
desde 2,4 a 3. Bajo estas consideraciones muchos pardmetros pueden mejorarse conociendo las

caracteristicas de la microbiota de los organismos y la inclusién de complementos alimenticios

como vitaminas, enzimas digestivas, probioticos, etc (Tabla 3).

Tabla 3

Comportamiento de Vieja colorada bajo condiciones controladas y medicion de

pardmetros productivos

Porcentaje de proteina 36 % 32% 28%
Peso inicial (Pi) g. 30.610.16 30.41£0.30 30.61£0.22
Peso final (Pf) g. 111.0#0.50  95.2¢+0.36  90.6%0.53
Peso ganado (PG) g. 80.4+0.09 64.8+0.18 60+0.22
Consumo de alimento (CTA) g. 11764.8+2.7 11193.6+4.0 10654.8+2.1
Incremento de peso (IP) g. 80.4+0.50 64.8+0.36 6010.36
Incremento de Biomasa (IB) g. 4825%5.0 3888+3.6 3601+2.3
Conversion alimenticia (CA) 2.4+0.05 2.9+0.00 3+0.05
Supervivencia (SUP) % 100 100 100
Tasa de crecimiento absoluto (TCA) 0.89+0.00 0.72+0.04 0.67+0.00
g/dia
Tasa de crecimiento especifico (SGR) % 1.09+0.00 0.73+0.03 0.75+0.00
Factor de condicidn (FC) 3.6x0.14 3.7+0.11 3.7+0.07

Nota. Recuperado de Adaptacion de juveniles de Vieja colorada (Cichlasoma festae)
a la cria en condiciones experimentales controladas por Rodriguez et al. (2014).

Revista Ciencia y tecnologia-UTEQ.
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Desarrollo de dietas
Los aspectos relacionados a la biologia basica de las especies como la nutriciény
alimentacién han recibido muy poca atencién, por esta razén se desconocen los requerimientos
nutricionales en muchas especies (Espinosa et al., 2019). Esto conlleva a que alimentos
formulados para peces de consumo como las tilapias y truchas sean usados en la alimentacién
de peces ornamentales, causando un desbalance de requerimientos nutricionales entre especies

(Garzoén & Espinosa, 2019).

Los peces consumen una gran variedad de alimentos y muestran diferentes habitos
alimenticios. Segun la naturaleza del alimento ingerido, se pueden diferenciar tres categorias:
herbivoros, Carnivoros y Omnivoros. En condiciones naturales los peces eligen los alimentos
segln sus caracteristicas como: estructura, su movilidad, tamafio de particula, color, sabor, olor
y disponibilidad, también alcanzan balancear su dieta con los alimentos que mejor satisfacen sus
necesidades nutricionales y rara vez se observan sefiales de deficiencias de nutrientes (Garzéon &

Espinosa, 2019).

El alimento de acuerdo a su composicidn nutricional se compone de agua, ceniza bruta,
proteina cruda, grasa cruda, fibra cruda y otros extractos solubles libres de nitrégeno los cuales
se ingieren y digieren en el tracto digestivo y se absorben por el proceso de nutricion. De
acuerdo al valor de nutrientes de los alimentos que necesita cada especie es importante

conocer el contenido de ingredientes y su digestibilidad (INATEC, 2016).

El alimento vivo en la acuicultura actualmente se cuenta con una gran variedad de
organismos ya que poseen un alto valor nutritivo, gran disponibilidad, facil reproduccién,

distintos tamanfos, cuerpo blando, entre ellos se encuentran especies como: Artemia
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franciscana, Daphnia pulex, Eisenia foetida, Spirulina sp., Moina macrocopa, Brachionus plicatilis
y Tubifex tubifex (Tabla 4). Las caracteristicas que posee el alimento vivo son muy viables para
las especies ya que proporciona micro y macronutrientes, presentan un adecuado balance de
aminodcidos y acidos grasos esenciales beneficioso para un adecuado desarrollo cuando los
peces lo consumen, este alimento mantiene sus caracteristicas nutritivas durante periodos

largos (Garzén & Espinosa, 2019).

Tabla 4
Andlisis proximal y los valores energéticos de organismos mds utilizados como

alimento vivo para el cultivo y reproduccion de peces ornamentales

Alimento MS% PC Lipidos EC (Kcal/Kg)
natural
Fitoplancton 14-22 17-31 4-10 2200-3800
Rotiferos 11,2 64,3 20,3-10 4900
Artemia 11 61,6 19,5 5800
Insectos 23,2 55,9 18,6 5000

Nota. MS: Materia seca, PC: Proteina cruda, EC: Energia cruda. Recuperado de Aspectos
nutricionales de peces ornamentales de agua dulce por (Garzén y Espinosa, 2019). Revista

politécnica.

La formulaciéon de los alimentos artificiales tiene como fin mezclar ingredientes en
diferentes cantidades y calidades nutricionales para permitir obtener dietas completas que
permitan suplir las necesidades nutricionales de los animales (Espinosa et al., 2019). Para la
formulacion es indispensable conocer los siguientes factores: especie con la que se va a trabajar,
fase de desarrollo de la especie, fisiologia digestiva, habitos de alimentacién y la composicidn de
las materias primas a usar; asi como también se debe tener presente las propiedades fisicas de
los alimentos como el tamafio de particula, su textura, color y la flotabilidad o hundimiento del

mismo (Garzén & Espinosa, 2019).
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En la actualidad las dietas comerciales son elaboradas con menos del 10% de humedad y
se encuentran en forma de polvo o pellets esto depende de la etapa productiva del animal,
estos alimentos tienen la ventaja de que pueden ser almacenados por un largo tiempo y pueden
ser preparados para satisfacer los requerimientos de la especie dependiendo de la etapa
productiva de interés (Garzén & Espinosa, 2019). La tabla 5 hace referencia a los requerimientos

nutricionales en diferentes etapas de desarrollo y el habito alimenticio.

Tabla 5
Requerimientos nutricionales en las diferentes etapas de desarrollo

y el habito de alimentacion en peces ornamentales

Etapa de desarrollo PC% Lipidos %
Alevines >35 8
Juveniles >25 5
Reproductores >30 5
Habito de alimentacion
Carnivoros 45 3-6
Herbivoros 15-30 1-3
Omnivoros 35-42 2-5

Nota. PC: Proteina cruda. Recuperado de Aspectos nutricionales de
peces ornamentales de agua dulce por (Garzén y Espinosa, 2019).
Revista politécnica.

Microbioma Intestinal

El término se refiere al conjunto de microorganismos comensales autdctonos (nativos)
gue coexisten dentro de un huésped sin causar ningin dafio al mismo, donde se encuentran
bacterias, virus, hongos, protozoos y hasta arqueas, estos microorganismos son capaces de
colonizar la superficie epitelial del intestino del hospedero y aléctono cuando los

microorganismos presentes en el medio circundante no logran permanecer dentro del intestino
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(Puello et al., 2018); el nimero de estos microorganismos es infinita que llegan a superar el

numero de células propias de su huésped (entre 10 y 100 veces mas) (Pérez ,2020).

El desarrollo de la microbiota intestinal en los animales acuaticos, estd determinada por
el entorno al contacto con el agua circundante. El intestino de los peces tiene la caracteristica de
ser colonizado por bacterias anaerobias facultativas y la variacién poblacional de
microorganismos dependera del tipo de dieta ingerida, la secrecién hormonal, la absorcién de
nutrientes, la accidon y aparicién de proteinas, la presencia de enzimas digestivas, la edad, la
ubicacidn geografica, los medicamentos utilizados, etc (Puello et al., 2018). En los peces de agua
dulce el tracto gastrointestinal se caracteriza por ser un nicho ecoldgico que favorece el
desarrollo de grandes comunidades microbianas, tanto poblaciones de microorganismos
benéficos como de patdgenos; las que mas abundan son las que habitan en el medio que los
rodea (Puello et al., 2018). Existen variaciones de las comunidades que estdn en el medio
ambiente y que influyen de manera determinante en los géneros y en las especies que se

puedan encontrar en la microbiota intestinal (Puello et al., 2018).

Las principales bacterias colonizadoras son anaerobias, aerobias y anaerobias
facultativas obligadas; alojan una estimacion aproximada de 107 a 1011 bacterias/g de
contenido intestinal que comprenden los Phylum Proteobacteria, Fusobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Clostridia, y Verrucomicrobia, de los cuales Proteobacteria,

Firmicutes y Bacteroidetes representan hasta 90 % de la microbiota intestinal (Pérez, 2020).

Existen estudios microbioldgicos del tracto gastrointestinal en los peces los cuales han
evidenciado una gran variedad y diversidad de poblaciones bacterianas. En los peces de agua

dulce los géneros dominantes corresponden a Aeromonas, Pseudomonas, Plesiomonas,
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Micrococcus, Acinetobacter, Clostridium y algunos géneros de la familia Enterobacteriaceae

(Puello et al., 2018).

Métodos de obtencion del microbioma

Al explorar la microbiologia intestinal de los peces se utilizan métodos basados en
cultivos que subestiman enormemente la diversidad de estas comunidades, ya que menos del
10% de las bacterias pueden ser aisladas y cultivadas bajo condiciones de laboratorio (Amann et
al., 1995). Recientemente se han aplicado métodos de cultivo molecular independientes al
estudio de las comunidades microbianas que colonizan el intestino de los peces, dichos métodos

son dirigidos a explorar la diversidad microbiana en diferentes ecosistemas (Valladares, 2016).

Los métodos de huella digital del ADN se han utilizado ampliamente para comparar la
diversidad bacteriana de las comunidades que colonizan el tracto gastrointestinal de los peces.
Estos métodos incluyen el polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion terminal (T-

RFLP) (Fjellheim et al., 2011) y la electroforesis de gel de gradiente de desnaturalizacién (DGGE).

Las técnicas se basan en la amplificacion PCR dirigida de regiones variables que son
exclusivas de especies o cepas bacterianas. En general, estas técnicas son bastante rdpidas de
realizar, relativamente baratas, y permiten un anadlisis de medio a alto rendimiento (Feria et al.,
2019). Sin embargo, los resultados obtenidos con estos métodos son mas cualitativos que
cuantitativos y, en su mayor parte, informan sobre la complejidad de las comunidades, pero no
sobre las unidades taxondmicas operativas especificas (OTU), que constituyen cada comunidad
(La DGGE permite un analisis mas detallado para identificar OTU especificas, pero este enfoque

tiene un bajo rendimiento) (Donaire et al., 2017).
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Un enfoque mas comprensivo e independiente para obtener una diversidad completa
presente en una muestra, es secuenciar el conjunto de genes de ARNr bacterianos 16S. La
taxonomia bacteriana depende en gran medida de la secuenciacién del gen del ARNr 16S, que se
ha convertido en un método preciso para la identificacién bacteriana rutinaria (normalmente se
utiliza un punto de corte conservador de 97% de similitud de secuencia o superior para atribuir
un aislado desconocido a una especie conocida) (Rodriguez et al., 2019). Los primeros esfuerzos
incluyeron la generacidn de bibliotecas de clones 16S seguidas por la secuenciacién de clones

individuales utilizando la secuenciacién de Sanger (Garcia et al., 2016).

Importancia del microbioma

La metagendmica es un estudio evolutivo a nivel molecular que ha surgido como una
herramienta en el entendimiento de complejas comunidades microbianas y viricas (Sala, 2017),
este estudio abre paso a campos nuevos para obtener secuencias del genoma de diferentes
microorganismos, extrayendo y analizando el ADN de forma global con el beneficio de tener un
alto rendimiento y bajo costo ya que, se tiene la posibilidad de secuenciar en forma directa los

genomas de microbios sin la necesidad de cultivarlos (Garcia, 2016).

El estudio del microbioma identifica la abundancia y riqueza de microorganismos
presentes en animales, para comprender la funcidon que cumplen las poblaciones bacterianas y
el papel que desempenan en el medio donde se encuentran (Soriano, 2018). Los conocimientos
sobre el mundo microbiano de especies podrian contribuir en la incorporacién de programas de
sanidad para la deteccion de agentes patdgenos que provocan enfermedades o tasas de
mortalidad en el habitat, generar estudios acerca de cepas benéficas logra obtener ventajas en

la produccion de especies por medio del conocimiento de su funcién metabdlica (Sala, 2017).
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En el microbioma intestinal se encuentran comunidades que se pueden modificar
mediante estudios para mejorar la salud del huésped, un requisito previo para este enfoque es
la caracterizacidn del microbioma intestinal de las especies de interés. Factores como la
genética del huésped, el medio ambiente y la nutricién contribuyen a la composicién del

microbioma intestinal en vertebrados (Sala, 2017).

En acuicultura el estudio de las comunidades microbianas todavia esta en fase inicial de
desarrollo esta practica en la ultima década toma gran popularidad como herramienta cientifica
muy prometedora, pero en acuicultura se encuentra subutilizada. Realizar estudios sobre
diversidad microbiana es algo comprometedor en cualquier actividad agropecuaria ya que, su
conocimiento permite el uso y manipulacion de estas comunidades para mejorar condiciones de

cultivo. (Vargas & Martinez, 2015).
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Capitulo I

Materiales y Métodos

Ubicacion y caracteristicas del area de estudio

El presente trabajo se llevd a cabo con especimenes originarios del embalse del
Proyecto multipropdsito Baba, ubicada en el cantdn Buena Fe, provincia de Los Rios,
geograficamente ubicado aguas abajo de la confluencia de los rios Baba y Toachi (Anuario
hidrolégico, 2007), entre los paralelos 002 14’ S, 022 27’ Sy cubre un area de 34.000 Km? (Tapia,
2012), la provincia se encuentra en la zona climatica tropical monzdnica, presenta una
precipitaciéon de 1867mm y una temperatura media de 25 grados centigrados (Sasso, 2009)

(Figura 4).

Los ensayos de laboratorio fueron llevados a cabo en Laboratorio de Agrobiotecnologia
de la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA |, Hacienda El Prado, ubicado en la Provincia de

Pichincha, Cantdn Ruminahui, Parroquia San Fernando.
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Figura 4

Ubicacion geogrdfica del Proyecto multipropdsito Baba

Represa Baba
& CELECEP Central
Hidroeléctrica

K
pd

Nota. Recuperado de Google Maps, 2020.

Obtencion de Especimenes

El presente estudio fue parte del macro proyecto “Perfiles esteroidales de A. rivulatus y
C. festae con fines de reproduccién en el embalse del Rio Baba” financiado por la convocatoria
INEDITA - SENESCYT. Este proyecto contd con la autorizacion MAE N° 0017 -18 IC- FAUNA para la
recoleccidn y estudio de 160 peces de las dos especies. Se colectaron individuos de la especie
Vieja azul con una longitud entre 18 y 24 cm y un peso entre 219y 230 g, al igual que en la
especie de Vieja roja con una longitud entre 20 y 25 cm y un peso entre 180y 220 g. Los peces
fueron colectados en el embalse del Proyecto multipropdsito Baba con la ayuda de atarrayas.
Ademas, fueron clasificados segun las caracteristicas morfoldgicas externas y posteriormente

fueron sacrificados para la coleccidén de muestras para los siguientes procedimientos.
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Figura 5

Identificacion y seleccion de las especies Vieja roja y azul para su respectivo

analisis

Nota. Abreviatura HR: Hembra roja, RM: Roja macho, AH: Azul hembra y AM: Azul macho.

Identificacion taxondémica molecular de especies

Obtencion de la Muestra

Se seleccionaron al azar dos individuos de cada una de las especies clasificadas, y se les
extrajo una pequefia porcion de la aleta dorsal con la ayuda de pinzas y tijeras previamente
esterilizadas, se colocé las muestras obtenidas en tubos con etanol absoluto y se rotulo
respectivamente. Las muestras fueron transportadas en frio hasta el Laboratorio de

Agrobiotecnologia, IASA-I.

Extraccion de ADN

En el laboratorio se tomd 20 mg de cada muestra de aleta, se las transfirié a un mortero

y se las llevé a enfriar a -80°C en un crio congelador por 10 min. Posteriormente se saco las
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muestras del congelamiento e inmediatamente se molieron hasta formar un polvo fino. Después
la extraccion de ADN se llevo a cabo con el kit AxyPrep Multisource Genomic Miniprep DNA
(Axygen®, USA) al afiadir al pulverizado 350 ul PBS 1X y calentar el mortero a 56°C. Se recogié
350 ul del homogenizado y se transfirié a un microtubo de 2 ml. Luego se colocé 20 ul de
proteinasa Ky 150 pul de tampdn C-L (Lisis), se mezcld agitando en un vortex por 1 minuto, se
incubo a 56 °C durante 1 hora. Los demas procesos se llevaron a cabo de acuerdo con el
protocolo de Muestras Animales del kit de extraccion, hasta obtener el ADN purificado. La

calidad y cantidad del ADN fue evaluado por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1%.

Figura 6

Procedimiento para la obtencion de muestras y extraccion de ADN de aletas de las especies

Vieja roja y Vieja azul
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Nota. Para las muestras en gel de agarosa: VA. Aletas Vieja azul, VR. Aletas Vieja roja.

Secuenciacion de gen Cytb

El ADN obtenido de buena calidad fue enviado al laboratorio perteneciente a Macrogen
Inc., bajo la gestidn de la empresa Analitica NOGAN S.A. (TestGEN). En él se amplificé mediante
el gen mitocondrial que codifica para el citocromo b (Cyt b), con el uso de Primers Universales
para este gen en peces: FishcytB-F (5 ACCACCGTTGTTATTCAACTACAAGAAC 3°) y TruccytB-R (5
CCGACTTCCGGATTACAAGACCGCG 3’) (Sevilla et al., 2007). El producto PCR de
aproximadamente 1000bp se secuencié por el método Sanger en el equipo Abi3730x! (Thermo
Fisher scientific, USA), usando los mismos Primers para el gen CytB. Una vez obtenidas las
secuencias fueron analizadas bioinformaticamente por el Flujo de Trabajo provisto por TestGEN
en donde se realizé una limpieza de las secuencias forward y reverse, se ensamblaron las
secuencias complementarias para obtener una secuencia consenso de cada muestra mediante
los softwares: Bioedit version 7.2.5 Tom Hall y Chromas version 2.6.6. Las inconsistencias del
ensamble fueron curadas manualmente, y la secuencia final de cada muestra fue comparada
con la base de datos mundial GenBank de NCBI mediante el algoritmo BLAST versidn 2.2.25
(Zhang et al., 2004). Para determinar taxondmicamente la identidad de las muestras se
selecciond el alineamiento con la mas alta similitud y el valor de puntuacion (SCORE) mayor en

cada muestra.
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Analisis del microbioma

Obtencion de la Muestra

Se seleccionaros tres individuos de cada especie, los individuos fueron escogidos al azar
de los peces que previamente se extrajeron del ambiente natural. A estos individuos se les
extrajo el intestino anterior, al realizar un corte rectangular en un lado del animal; empezando
desde el orifico anal, hasta la cercania del opérculo; y el corte fue de forma perpendicular desde
el orificio anal hacia arriba, y en la cercania del opérculo hacia arriba. Se extrajo con la ayuda de
una pinza todo el intestino, y se corté un pequefio pedazo de la parte anterior del mismo, la
muestra se colocé en un tubo con etanol absoluto y se mantuvo en refrigeracién hasta el

transporte al laboratorio en donde fueron mantenidas a -20°C.

Extraccion de ADN

Para la extraccion se empled el kit comercial DNeasy® PowerSoil® Pro (Qiagen, USA), se
colocé el intestino en los tubos de homogenizacion y los mismos fueron puestos en el equipo de
disrupcion Bead Ruptor elite (OMNI international, USA). Posteriormente se realizd la extraccidn
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El ADN fue cuantificado por fluorometria
con el Kit Qubit™ dsDNA HS Assay en el fluorometro portatil Qubit™ (Invitrogen, USA), también

se evaluo su calidad mediante electroforesis horizontal.
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Figura 7

Procedimiento para la obtencion de muestras y extraccion de ADN de intestinos de las

especies Vieja roja y Vieja azul

W

Nota. Para las muestras en gel de agarosa: GVA. Intestinos de Vieja Azul, GVR. Intestinos
de Vieja roja.
Secuenciacion

Esta etapa se gestiond por TestGen (Analitica NOGAN S.A., Quito, Ecuador) para los
envios y secuenciacion a MACROGEN INC. (Seul, Korea). Se realizd una secuenciacion masiva de
la porcién hipervariable V3-V5 del gen 16s rRNA, para lo cual se utilizé la libreria de 16S rRNA
con el kit Herculase Il Fusion DNA Polymerase Nextera XT Index V2 y se secuencié con
plataforma MiSeq (Illumina, USA). Generando datos de secuencias pareadas (Ida y Reversa) con
una longitud promedio de 300bp. En la siguiente figura 8 se muestra el flujo de trabajo de la

secuenciacion.
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Figura 8

Flujo de trabajo de la secuenciacion NGS por plataformas lllumina

Sequencing ’

Andlisis Bioinformadtico de Secuencias

Las secuencias fueron analizadas en el Software QIIME 2, en el cual se realizé una
depuracion de secuencias con mala calidad, se eliminaron quimeras y secuencias no
concordantes. Posteriormente se clasificaron los OTUs filogenéticamente y se realizé un analisis
de Alfa Diversidad, en donde se generd Curvas de Rarefaccion y Tablas de la cantidad de OTUs e
indice de diversidad de Shannon. Finalmente se compard las secuencias de OTUs con la base de
datos GreenGenes para presentar los perfiles taxondmicos del microbioma en los niveles Filum,
Clases, Orden, Familia, Género y Especie. Los datos y tablas generadas por el flujo de trabajo

(Figura 9) fueron ingresadas en Microsoft Excel para generar gréficos comprensibles.



Figura 9

Flujo de trabajo estandarizado por la guia de uso del programa QIIME 2

Raw | . 'Demﬂlexedl Denoise /

| Sequences
Diferential | po--=T-—--q
Abundance Taxonomy
S — Classification Sgramank
Fitng Baplots/ |, 7 5
Asgned
Taxonomy
Dy | Sequences ‘
Analyses . L
L Phylogeny <~ Phylogeny

Analisis Estadistico

Se realizd una comparacion de los microbiomas entre las dos especies de Viejas para poder
asociar sus comportamientos alimenticios con dicha composicién. Se compararon los
pardmetros de riqueza (nUmero total de OTUs), diversidad (indice de Shannon), abundancia
relativa y las composiciones de los grupos mas abundantes dentro de los niveles taxondmicos

estudiados. Para ello se usé una comparacion de medias LSD Fisher al 5%.

49
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Capitulo IV

Resultados y Discusion

Identificacion taxondmica de las especies

En el muestreo de la Cuenca alta del rio Guayas se capturaron 160 peces segun la
autorizacion MAE N° 0017 -18 IC- FAUNA, de los cuales se seleccionaron cinco peces para A.
rivulatus y 5 para C. festae. Estas muestras presentaron caracteristicas fenotipicas Unicas para
cada especie y la secuenciacion confirmo la identidad de las especies como Andinoacara

rivulatus para Vieja Azul y Cichlasoma festae para Vieja Roja o colorada.

Identificacion Morfolégica

En los especimenes capturados de Vieja azul se observd en la base de la cabeza una
coloracién azul intensa en forma de rayas y cabeza relativamente corta, una protuberancia en la
parte superior caracteristica muy comun en machos adultos, cuerpo robusto moderadamente
profundo, no presentaban aleta adiposa. Algunos peces presentaron una aleta caudal
redondeada y otros en punta, tenian grandes labios, y una mancha negra en la mitad de su

cuerpo, que terminaba al final de la aleta pectoral, la aleta dorsal era larga continua (Figura 10).

Estas caracteristicas morfoldgicas concuerdan con la informacidn registrada en la
bibliografia para la especie esperada, Andinoacara rivulatus (Nugra et al., 2018). Las distintas
variedades de esta especie se diferencian por el color del ribete de las aletas y en Ecuador
predomina el ribete plateado adoptando el nombre de “silbersuam”, caracteristica encontrada
en los peces capturados (Giinther, 1860 ). Cabe aclarar que la presencia de peces con aleta
caudal con diferente forma se debe al dimorfismo sexual, encontrandose machos con aleta en

punta y hembras con aletas redondeadas (Prado et al., 2015).
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Figura 10

Espécimen de Vieja azul

Nota. A. Aleta dorsal larga y continua, B. Ribete de las aletas plateado, C. Grandes labios,
D. Coloracién azul intensa en forma de rayas en la base de la cabeza, E. Aleta dorsal, F.

Mancha negra en la mitad de su cuerpo.

Los especimenes capturados de Vieja Roja presentaron una cabeza grande en relacion
con su cuerpo, las escamas de la region anterior de la cabeza tenian un tamafio grande, en su
boca se observd pequefios dientes caninos. Se registrd la presencia de 9 bandas negras
sobresalientes en su cuerpo alternadas con bandas palidas o rojizas y fuertes espinas tanto en la
aleta dorsal como en la anal. Escamas en la linea lateral de 26 a 27, una mandibula inferior
ligeramente mas proyectada, pedunculo caudal mas alto que largo, dreas blandas de las aletas
dorsal, caudal y anal de la misma coloracién de las partes palidas o rojizas (Figura 11). Todas
estas caracteristicas de las especies capturadas de Vieja roja coincidian con la literatura de

Cichlasoma festae (Prado et al., 2015).
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Figura 11

Espécimen de Vieja roja

Nota. A. Mandibula inferior, B. 9 bandas negras, C. Pedunculo caudal, D. Aleta anal.

La especie encontrada en el estudio, por sus caracteristicas morfolégicas externas suele
confundirse con Cichlasoma ornatum, sin embargo, difieren en el conteo de escamas en la linea
lateral, C. festae posee 26-27 escamas en la serie mediana y C. ornatum de 30-32 escamas
(Boulenger, 1899; Laaz et al., 2009; Glodek, 1978). Cabe mencionar que la ubicacién taxonémica
de C. ornatum es todavia incierta, pertenece a la tribu Heroini, pero se mantiene como una
especie Incertae Sedis (incapacidad para ubicar exactamente un taxén) de Cichlasoma en espera

de una revision de los ciclidos de este grupo (Kullander, 2003).
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Figura 12

Especie Cichlasoma ornatum

Fuente (Argiello, 2017).

Identificacion Molecular

Se encontré que para las muestras provenientes Vieja azul (VAO1 y VA02) la mas alta
similitud de secuencias fue con la especie Andinoacara rivulatus, concordando con el resultado
de la comparacion morfoldgica y lo esperado para este estudio. Ambas muestras se alinearon
con mayor similitud a la secuencia Andinoacara rivulatus mitochondrial DNA complete genoma,
con un porcentaje de identidad del 99.64 % para VAO1 y 99.63% para VA02 (Tabla 6) y (ANEXOS

1y 3).

En el andlisis de secuencias se encontrd que el nimero de alineaciones con alta similitud
(Hits) correspondientes con el género Andinoacara fue de 99 Hits, de los cuales 34 fueron
correspondientes con A. rivulatus que ademds presentan los valores de puntacién (Score) mas
altos, A. coeruleopunctatus con 18 hits y los hits restantes estaban distribuidas en varias
especies del género. Inesperadamente se encontrd un Hit con la especie Bujurquina zamorensis

con una puntuacion de (1956 y 1919), y un porcentaje de identidad de (99,44% y 99,43%)



54
(ANEXOS 2 y 4). Lo que indica la cercania filogenética B. zamorensis con el género Andinoacara,
al pertenecer al mismo Clado, ademds que ambos comparten ciertas similitudes morfoldgicas y

comportamentales (Kullander, 2003; Musilova et al., 2009).

Para las muestras provenientes de Vieja roja (VRO1 y VR02) la mds alta similitud de
secuencias fue con la especie Cichlasoma festae conocida como Mesoheros festae, concordando
también con el resultado de la comparacion morfoldgica y lo esperado para este estudio. Se
encontrd que para la muestra VRO1 la secuencia mas similar con un porcentaje de identidad de
100% fue Cichlasoma festae stri-15028 y para la muestra VR02 de 99.91% Cichlasoma festae

isolate E061 (Tabla 6) y (ANEXOS 5y 7).

Se encontré ademads que las muestras de Vieja roja se alinearon con especies de la
subfamilia de Cichlasomatinae. Dentro de esta el género Mesoheros o Cichlasoma tuvo el mayor
numero de Hits con 60, de los cuales 24 corresponde Mesoheros festae, que a su vez tienen la
puntacidn y similitud mas altas, seguido de Mesoheros ornatus y Mesoheros atromaculatus

(ANEXO 6y 8). Esto indica que esta subfamilia tiene una relacion altamente cercana.

Hay que aclarar que Mesoheros festae (Boulenger, 1899) es homénimo de 'Cichlasoma’
festae. (Regan, 1905) en un intento temprano de clasificar estos peces, dividié ese género en
una serie de grupos informales o secciones a las que aplicé nombres de grupos genéricos. Los
nombres que propuso Regan (con algunas modificaciones posteriores) han sido ampliamente
empleados, a veces denotando géneros discretos y otras veces disefiando subgéneros o grupos

informales dentro de Cichlasoma.



Tabla 6

Identificacion taxondmica de las especies vieja azul y vieja roja

Caddigo Identidad Acceso NCBI Cobertura % ldentidad

Andinoacara rivulatus mitochondrial
VAO1 DNA, complete genome LC009435.1 98% 99.64%

Andinoacara rivulatus mitochondrial

VAO02 DNA, complete genome LC009435.1 100% 99.63%
VRO1 Cichlasoma festae stri-15028 AY843351.1 98% 100%
VR02 Cichlasoma festae isolate E061 HQ197723.1 99% 99.91%

Nota. Codigo VAO1. Muestra #1 de aleta dorsal de vieja azul, VA0O2. Muestra #2 aleta dorsal
de vieja azul, VRO1. Muestra #1 de aleta dorsal de Vieja roja y VR02. Muestra #2 de aleta
dorsal de Vieja roja.
Caracterizacion de la Microbiota Intestinal
Diversidad Alfa del Microbioma

La diversidad alfa hace referencia a la cantidad (riqueza) de especies que estan
presentes en un determinado ecosistema que se encuentra en condiciones homogéneas
(Rodriguez, 2006). Mediante el software QUIIME |l se generd datos para la elaboracién de
curvas de rarefaccién, técnica de evaluacién de la diversidad en la que se muestrea sin
reemplazo un determinado nimero de secuencias de cada muestra bioldgica y se cuantifica
dentro de estas los indices de alfa diversidad. Estos muestreos de secuencias se repiten
aumentando cada vez el nimero de secuencias, y volviendo a calcular los indices. De esta

manera se pueden generar curvas, para analizar y comparar como aparece la riqueza en el
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microbioma dentro de una muestra bioldgica. Para el presente estudio se analizaron dos indices

de diversidad: Nimero Total de OTUs e indice de Shannon (Figura 13).

Figura 13

Grdfico de rarefaccion para el numero de OTUS (riqueza) en las dos especies de

estudio, a una profundidad de lectura mdxima de aproximadamente 9000 secuencias
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La riqueza absoluta del microbioma fue medida por la cantidad de Unidades

taxondmicas operativas (OTUs) diferentes presentes en cada muestra, y como un promedio para
cada especie de pez. En la curva de rarefaccidn para este pardmetro se encontré que A. rivulatus
y C. festae tuvieron un comportamiento muy similar de las curvas, alcanzé un valor cercano
maximo nimero de OTUs a las 5000 secuencias, lo que indica que se ha podido cubrir la mayor
parte de la diversidad que pueda presentarse en las muestras bioldgicas. Al final del muestreo
con 9000 secuencias se obtuvo una biodiversidad amplia de bacterias con 87 OTUs en promedio
para ambas especies (Figura 13A). Las curvas de cada muestra no mostraron una correlacion
asociada a la especie, razén por la cual al promediar los valores de cada especie fueron muy

similares.

El nimero de OTUs es una medida absoluta y no toma en cuenta la abundancia de cada
uno dentro de la poblacién de estudio (Velasco, 2016), por ello es, conveniente analizar el indice
de Shannon para las mismas cantidades de secuencias de muestreo. La curva obtenida para este
indice confirmé la tendencia mostrada por el nimero de OTUs en donde se alcanzé a la maxima
biodiversidad en un numero bajo de secuencias (1000 secuencias), y se encontrd una mayor
separacion entre los valores maximos que en el indice anterior, y siendo de mayor valor para C.
festae a las 9000 secuencias muestreadas se alcanzé un valor maximo del indice de Shannon de
4.18 para A. rivulatus y 4.39 para C. festae. Sin embargo, a pesar de que para la tltima especie
es un valor mayor, la diferencia no llegé a ser significativa (Tabla 7), lo que muestra que ambas

especies comparten una riqueza de especies muy similar.
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Tabla 7
indices de diversidad para las comunidades de bacterias presentes en el

intestino de A. rivulatus y C. festae

Especie Repeticion OTUs Shannon
GVAO01 49 3.943
A. rivulatus GVAO02 126 4.345
GVAO03 88 4.253

87,67 +22,23° 4,18 +0,12°

GVRO1 92 5.023
C. festae GVRO02 64 3.346
GVRO3 105 4,786

87,00 +12,23° 4,39 +0,52°

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(p >0,05)

Abundancia Taxonomica

Nivel Filo. En primer lugar, hay que mencionar que practicamente la totalidad de las
secuencias estudiadas pertenecen al Reino Bacteria, y no se encontrd especies del Reino Archea
en la muestra intestinal de los peces estudiados, razén por la cual se mencionan los resultados
desde el nivel taxondmico Filo.

Los resultados muestran que los Filos predominantes en todas las muestras obtenidas
son Proteobacteria, Bacteroidetes y Firmicutes. Sin embargo, su composicién no fue
significativamente diferente entre las dos especies de peces estudiadas, al igual que todos los
filos encontrados (p > 0.05). A pesar de esto, se notd una mayor presencia de Bacteroidetes en
C. festae y por el contrario un aumento de Fusobacteria en A. rivulatus (Figura 14). Otros filum
no mostraron tener una presencia notable dentro del microbioma de ambas especies ya que en

conjunto representaron menos del 1%.
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Estudios indican que los filos Proteobacteria, Fusobacteria y Firmicutes dominan el

microbioma intestinal de la mayoria de las especies de peces estudiadas hasta la fecha, incluidas
las marinas y las de agua dulce, representando hasta el 90% de las comunidades (Hennersdorf et
al., 2016; Llewellyn et al., 2016). Las Proteobacterias son muy caracteristicas en peces silvestres,
produciendo enzimas extracelulares involucradas en la fermentacion de carbohidratos y
proteinas (Pérez et al., 2020). Mientras que los Firmicutes degradan la celulosa y fermentan
varias fuentes de carbono (Kessel et al., 2011; Butt & Volkoff, 2019). Por otra parte, los
Bacteroidetes son conocidos por presentar un metabolismo fermentativo y la degradacion de
oligosacdridos derivados de material vegetal y su aumento en C. festae puede estar asociado al

consumo de plantas acuaticas (Pérez et al., 2020; Kessel et al., 2011; Prado et al., 2015).

Figura 14

Grdfico de barras de la composicion del contenido y porcion intestinal de las especies Vieja

roja y vieja azul a nivel taxondmico Filo
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Nota. VA: Vieja azul VR: Vieja roja.

Las Fusobacterias son bacilos anaerdbicos gramnegativos que producen butirato, un
acido graso de cadena corta que a menudo es el producto final de la fermentacién de
carbohidratos. Lo que explicaria su mayor presencia en A. rivulatus, al tener habitos omnivoros
con tendencia herbivora en su ambiente natural, haciendo necesaria la presencia de este filum
para metabolizar un aumento de ingesta de productos vegetales (Bennett & Eley, 1993; Ajila,

2019).

Nivel Clase. Dentro de las Proteobacterias encontradas en las especies de estudio,
ambas presentan un dominio de la clase Gammaproteobacteria similar, mientras que el restante
ocupd principalmente la clase Betaproteobacteria. Los Bacteroidetes en cambio estuvieron
dominados por la presencia de la clase Bacteroidia y en menor medida la clase Flavobacteriia.
Por otro lado, el filum Firmicutes estuvo dominado casi completamente por la clase Clostridia
muy comun en el intestino de peces y otros vertebrados (Pérez et al., 2020). En las clases
representativas excepto Fusobacteriia (clase completamente dominante del filum Fusobacteria)
y Bacteroidia, su presencia fue muy similar en ambas especies y estadisticamente las diferencias

observables en las clases mencionadas no fue significativa.
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Figura 15

Grdfico de barras de la composicion del contenido y porcion intestinal de las especies

Vieja roja y vieja azul a nivel taxonémico Clase
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Nota. VA: Vieja azul VR: Vieja roja.

Nivel Orden. En este nivel se observo que la clase Gammaproteobacteria esta dominada
por la presencia de dos érdenes principales Enterobacteriales y Aeromonadales; mientras que
las Betaproteobacteria estuvieron representadas casi totalmente por el orden Neisseriales. En la
clase Bacteroidia se encontré exclusivamente bacterias del orden Bacteroidales; y de igual
manera los drdenes Flavobacteriales, Clostridiales y Fusobacteriales dominaron completamente
las clases Flavobacteriia, Clostridia y Fusobacteriia, respectivamente.

Se observd un aumento notorio de Neisseriales y Fusobacteriales en A. rivulatus en
comparacion con C. festae. Mientras que sucedid lo contrario en los Bacteroidales y

Flavobacteriales en donde su cantidad fue evidentemente mayor en C. festae. Sin embargo,
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estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. El orden Neisseriales se han asociado
con el metabolismo de proteinas y aminoacidos (alanina, aspartato, glutamato, arginina, prolina,
glicina, serina y treonina) (Wei et al., 2018). Por otra parte, el orden Bacteroidales son bacterias
anaerobias, productoras significativas de vitamina B12 en el intestino de los peces,
descomponen polisacaridos y metabolizar sus azlcares, degradan moléculas complejas en el

intestino del huésped (Kessel et al., 2011).
Figura 16

Grdfico de barras de la composicion del contenido y porcion intestinal de las especies
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Nivel Familia. En este nivel taxondmico se pudo encontrar que tanto los 6rdenes
Enterobacteriales, Aeromonadales, Neisseriales y Fusobacteriales estaban completamente
representados por las familias Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae, Neisseriaceae y
Fusobacteriaceae, respectivamente. El orden Flavobacteriales estuvo dominado casi en su
totalidad por la familia Flavobacteriaceae. Mientras que los Clostridiales se vieron
representados por las familias Clostridiaceae, Peptostreptococcaceae y Lachnospiraceae, siendo
las dos primeras las mas abundantes. Sin embargo, gran parte de los Bacteroidales no pudieron
ser clasificados a este nivel taxondmico por la distancia entre sus secuencias y las familias de
este orden, mientras el restante fue asignado como familia Prevotellaceae.

Respecto a la composicidn, se encontré que A. rivulatus presentd un aumento de las
familias Fusobacteriaceae, Clostridiaceae, Peptostreptococcaceae y Aeromonadaceae en
comparacion con C. festae. Mientras el efecto contrario fue evidente en las familias
Lachnospiraceae, Flavobacteriaceae y las especies del orden Bacteroidales No clasificadas. Sin
embargo, solamente la diferencia de Lachnospiraceae fue estadisticamente significativa

(p<0.05).
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Figura 17

Grdfico de barras de la composicion del contenido y porcion intestinal de las especies

Vieja roja y vieja azul a nivel taxonémico Familia
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(Li et al., 2018) menciona que las bacterias de la familia Fusobacteriaceae acttan en el
metabolismo de los carbohidratos; para la familia Lachnospiraceae los autores (Eren et al., 2015)
sefialan que estas bacterias ayudan a degradar polisacdridos complejos a acidos grasos de
cadena corta que incluyen acetato, butirato y propionato que el huésped puede usar como

energia.
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Nivel Género. En primer lugar, en este nivel taxondmico se puede notar un incremento
importante de la cantidad de OTUs no asignados tanto a niveles taxondmicos anteriores como al
presente nivel, debido al aumento de la distancia filogenética de las secuencias de estas
bacterias con las presentes en |la base de datos utilizada para este estudio. Este efecto, puede
deberse a la presencia de especies completamente nuevas en el microbioma, asi como
haplotipos aun no descubiertos de bacterias conocidas.

Las familias Enterobacteriaceae, Aeromanadaceae, Prevotellaceae, Flavobacteriaceae,
Clostridiaceae y Fusobacteriaceae fueron representadas exclusivamente o casi en su totalidad
por los géneros Plesiomona, Aeromona, Prevotella, Flavobacterium, Clostridium y
Cetobacterium, respectivamente. Mientras que las especies de familia Peptostreptococcaceae
no pudieron ser asignadas a un género conocido. También hay que notar que familias que
fueron relevantes como Lachnospiraceae y Neisseriaceae tuvieron mayor diversidad al dividirse
en varias familias que en abundancia no son relevantes y fueron agrupadas dentro de “otras

familias”.

Debido a la dominancia de un solo género en la mayor parte de las familias abundantes,
la composicidn de la microbiota no varié a este nivel en comparacién con el anterior. Las
diferencias en la abundancia de cada género entre las especies de estudio son practicamente
igual a la diferencia que se encontro al nivel familiar, y de igual manera dichas diferencias no

fueron significativas.
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Grdfico de barras de la composicion del contenido y porcion intestinal de las especies Vieja

roja y vieja azul a nivel taxonémico Género
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principalmente en especies de clima cdlido, son celuloliticas con la capacidad de digerir materia

vegetal y también son productoras de quitinasa, caracteristica presente también en las bacterias

del género Flavobacterium. Mientras el género Clostridium son bacterias versatiles al tener la
capacidad de utilizar varios polisacaridos, como la celulosa, xilano, y hemicelulosa, que

constituyen la parte significativa de las fibras vegetales (Wei et al., 2018; Pérez et al., 2020;

Kessel et al., 2011). Estos géneros bacterianos al estar presentes en mayor medida en A.

rivulatus le conferirian su capacidad de sobrevivir en dietas altas en fibras vegetales, en

comparacién con C. festae que es un animal con tendencias carnivoras (Prado et al., 2015).
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Hay que recalcar que la presencia del género cetobacterium ha sido importante en
peces de agua dulce como el pez amazdnico Arapaima gigas en la que su microbiota intestinal
estd dominada por este género, y al que Oreochromis niloticus (tilapia) y Cyprinus carpio (carpa),
se ha relacionado a esta especie con la produccidn de vitamina B12, lo que indicaria una
necesidad de este nutriente en la dieta de especies con Cetobacterium en su microbiota

(Ramirez et al., 2018).

Nivel Especie. En este ultimo nivel taxondmico, fue mas evidente el aumento de OTUs
no asignados como especies, y no es de extrafarse, ya que la amplia variedad microbiana
alrededor del mundo apenas ha sido estudiada, por lo cual muchas especies ain no son
asignadas taxonémicamente, ademas que no se puede excluir la posibilidad de que estén
presentes especies alin no conocidas.

Otro problema para poder clasificar correctamente un OTUs en una especie es la
longitud de secuencia y la variabilidad filogenética de la misma. Los métodos de secuenciacion
masiva para el estudio de comunidades suelen presentar secuencias cortas rondando los 300bp,
por lo que se elige regiones hipervariables dentro de genes de estudio para clasificacidon
filogenética, en este caso se usé la region V3 a V5 del gen 16s rRNA. Sin embargo, no tiene la
misma resolucion que el gen total, por esta razén, especies muy semejantes no pueden ser
reconocidas debido a una redundancia en los resultados. Este efecto es evidente al no poder
clasificar los OTUs presentes en los géneros Aeromona y Clostridium, asi como de otros niveles

taxondmicos (Bacteroidales y Peptostreptococcaceae).

Para los géneros Plesiomona, Prevotella y Cetobacterium las especies totalmente

representativas fueron P. shigelloides, Prevotella copriy C. somaerae, respectivamente.



Mientras que parte del género Clostridium que si pudo ser asignado fue representado con
mayor abundancia por la especie C. paraputrificum, y para Flavobacterium la espece F.

columnare.

Figura 19

Grdfico de barras de la composicion del contenido y porcion intestinal de las especies

Vieja roja y vieja azul a nivel taxondmico Especie
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Nota. VA: Vieja azul VR: Vieja roja.

En general una de las especies con mayor importancia en el intestino de los peces,
principalmente en las especies de agua dulce, es Cetobacterium somerae, esta especie de
bacteria ha sido identificada en mayor cantidad, representan hasta el 94% del total como lo

menciona (Llewellyn et al., 2016), esta especie puede inhibir el crecimiento de patégenos
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potenciales, esta bacteria es micro-aerotolerante (organismo anaerobio), no formadora de
esporas lo que dificulta al cultivar bajo condiciones de laboratorio, pero que justifica
investigaciones adicionales sobre su funcidn en el intestino del pez. Los autores ( Kessel et al.,
2011) mencionan que estas bacterias son bacilos gramnegativos anaerdbicos que puede realizar
metabolismo fermentativo de péptidos y sintetizan altas cantidades de vitamina B12. Los
autores (Rossi et al., 2020) sugieren que las especies de peces que contienen C. somerae no
necesitan una dieta suplementada con vitamina B12 y en A. rivulatus la presencia de esta
especie de bacteria es evidente, por otro lado, aquellas especies que no tienen C. somerae se
recomienda la suplementacién de esta vitamina, ya que, sin ella en los peces genera un bajo

apetito y bajo crecimiento.

Por otro lado, para la especie de bacteria Plesiomonas shigelloides, (Pérez et al., 2020)
sefialan que esta especie de bacteria puede ocurrir como flora intestinal natural de los peces,

pero en caso de condiciones de estrés, se observan sintomas desfavorables en los animales.

Nucleo de Diversidad

Se realizd una comparacidon mediante Diagramas de Venn de los OTUs clasificados a
nivel de especie, para evaluar la cantidad de OTUs que comparten como nucleo de diversidad
propia en los intestinos de cada especie animal, y que cantidad son producto de la interaccion
con el ambiente y las variaciones propias de cada individuo. También se realizé una
comparacion de las especies que comparten las dos especies y evaluar los OTUS propios de cada

especie.

Segun (Caballero et al., 2018) mencionan que el desarrollo de la microbiota

gastrointestinal en los animales acuaticos, esta influenciada por el entorno al contacto con el
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agua circundante, se considera autdctona (nativa) cuando los microorganismos tienen la
capacidad de colonizar la superficie epitelial del intestino del hospedero (pez), y aléctona
cuando los microorganismos presentes en el medio circundante no logran permanecer dentro

del intestino.

Los resultados muestran que A. rivulatus se pudo asociar taxondmicamente 90 OTUs y
en C. festae 64 OTUs, y que comparten entre las dos especies 45 OTUs dentro de los cuales se
encuentran los grupos mds abundantes encontrados en la caracterizacién taxondmica como
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias. Mientras que 45 OTUs fueron exclusivos de A.

rivulatus y 19 exclusivos de C. festae (Figura 20 C).

En relacidn a cada especie, se encontrd que para A. rivulatus cada muestra presentd
diferente numero de OTUs clasificados taxondmicamente 24, 64 y 49 respectivamente. Todas
las muestras compartieron 16 OTUs como nucleo de la diversidad de bacterias dentro del
intestino de esta especie como Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria, Proteobacteria, cabe
destacar que Fusobacteria pertenece exclusivamente a la especie A. rivulatus. Los demas OTUs
corresponden a la diversidad relacionada a cada individuo. En el caso de C. festae se encontré
36, 23 y 46 OTUs clasificados en cada muestra respectivamente, y solamente compartieron 13
OTUs como nucleo como Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias. Hay que recalcar que
muchas de los OTUs que forman los nucleos en ambas especies correspondieron a los grupos

mas abundantes de la caracterizacion taxondmica de las Bacterias.

En los peces la microbiota intestinal no existe como una entidad propia, sino que es
cambiante y esta influenciada por el ambiente natural en el que se encuentran, es por esto que

en este estudio existe una variacién de la diversidad relacionada a cada individuo, ya que, esta
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variacién de la microbiota intestinal de los peces, se debe, principalmente, a la presencia de
ambientes naturales y estas especies Vieja roja y azul estuvieron en dicho ambiente. Cabe
recalcar que los autores (Caballero et al., 2018) sefialan que la composicion de la microbiota
nativa de las mucosas y de los epitelios intestinales de los peces depende de factores genéticos,
de caracteristicas fisicoquimicas del ecosistema donde viven y también de factores externos
como la temperatura y calidad del agua, estos ultimos factores influenciaron en este estudio
debido a las caracteristicas que presenta el embalse “Baba” donde permanecieron estas

especies.
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Figura 20

Diagramas de Venn mostrando OTUs unicos y compartidos de las dos especies en estudio

A. rivulatus y C. festae con sus respectivas muestras

GVAO1

A. rivulatu

C C. festae

Nota. A) Contenido intestinal de Vieja azul, B) Contenido intestinal de Vieja roja y C) Contenido

intestinal de ambas especies.
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones
La microbiota de Andinoacara rivulatus y Cichlasoma festae se vio mayormente
dominada por la presencia de Proteobacterias, Firmicutes y Bacteroidetes. Mientras que

Fusobacteria fue abundante en Andinoacara rivulatus.

Las Proteobacterias se vieron representadas por la especie Plesiomona shigelloide y
especies del género Aeromona, los Firmicutes por especies del género Clostridium y
Peptostreptococcaceae, los Bacteroidetes por especies del Orden de los Bacteroidales, y las

Fusobacterias por Cetobacterium somaerae.

Ambas especies compartieron un total de 45 OTUs, mientras que otros 45 OTUs fueron
exclusivos de A. rivulatus y 19 exclusivos de C. festae. En cada especie se encontré un nucleo de

diversidad de 16 y 13 especies respectivamente.

Mediante la identificacidn taxondmica molecular de las especies, las muestras de aleta
dorsal de los animales recolectados de Vieja roja (VRO1 Y VR02) corresponden a Cichlasoma
festae y de las muestras (VAO1 Y VAO2) de Vieja azul corresponden a Andinoacara rivulatus, esta

identificacion se logré mediante el programa informatico de alineamiento de secuencias BLAST.

En ambas especies estudiadas, se encontrd una amplia diversidad de microorganismos,
con una riqueza absoluta de 87 OTUs, asi como un indice de Shannon de 4.18 y 4.39 para A.

rivulatus y C. festae respectivamente.



Recomendaciones
Con el fin de obtener una diversidad bacteriana mas representativa se recomienda

trabajar con un pul de intestinos mas no, por unidad.

Realizar un estudio comparativo de la microbiota intestinal entre peces nativos en
estado natural versus peces en cautiverio para asi contribuir con mas informacién sobre su

adaptacion, tipo de alimento y produccion.

Realizar mas estudios sobre la microbiota intestinal en peces de agua dulce, ya que
influye de manera directa en su salud, nutricién, digestion, reproduccién y crecimiento para

permitir comprender el comportamiento de esta en el area acuicola.
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