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RESUMEN

El ajo (Allium sativum) ha demostrado reforzar el sistema inmune de peces y modular la
composicion de la microbiota intestinal, que, a su vez, juega un papel importante en la nutricion y
salud del hospedero. El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto del uso de alimento
adicionado con ajo en la composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal de jurel cola
amarilla (Seriola dorsalis), un pez marino con potencial acuicola. Para ello, se alimentaron
juveniles de jurel con dietas adicionadas con diferentes concentraciones de polvo de ajo (4%, 10%
y 25%) durante 30 dias. Se llevo a cabo la extraccion y cuantificacion de ADN gendmico de dos
secciones de intestino del jurel (anterior y posterior) y se amplificé la regién V4 del gen 16S de las
muestras para secuenciacion utilizando en un equipo MiSeq de Illumina. Posteriormente, se realizé
el procesamiento de secuencias, asignacion taxonomica e indices de abundancia utilizando la suite
QIIME2 y se predijeron las funciones (PICRUSt2). Para determinar las diferencias significativas
entre tratamientos, se realiz6 un analisis de varianza permutacional a una p<0.05, un analisis de
abundancia diferencial (LEfSe en plataforma Galaxy) y por Gltimo un andlisis de redes de
interaccion (MicrobiomeAnalyst). Los resultados revelaron que existen diferencias entre las
comunidades bacterianas presentes en las dos secciones de intestino y entre tratamientos,
disminuyendo la diversidad bacteriana en funcion del aumento de la concentracion de ajo. La clase
Gammaproteobacteria aument6 a medida que incremento la concentracion de ajo en las dietas y las
clases Alphaproteobacteria, Bacteroidia y Planctomycetes disminuyeron a medida que incremento
la concentracion de ajo en las dietas. Ademas, también se presentaron cambios en las funciones
predichas dependiendo de la concentracion de ajo. Las principales funciones encontradas fueron
las relacionadas con el metabolismo de carbohidratos, el ciclo de la urea y la via de las pentosas-
fosfato degradacion de la glucosa. Las familias de bacterias que provocaron estas diferencias en
las comunidades bacterianas entre secciones de intestino fueron Vibrionaceae, Pseudomonadaceae
y Burkholderiaceae, y entre tratamientos Flavobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Vibrionaceae,
Saprospiraceae y Xanthobacteriaceae. Por otro lado, las familias clave en la comunidad bacteriana
como Flavobacteriaceae y Pseudomonadaceae presentan interacciones positivas lo que puede
significar relaciones simbioticas. Los resultados sugieren que la suplementacion con ajo en la dieta,

particularmente a la concentracién mas elevada, no fue beneficiosa para el jurel, ya que indujo
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cambios negativos en la composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal.

Palabras claves: Seriola dorsalis, microbiota intestinal, ajo, perfil taxondmico, prediccion

funcional.
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ABSTRACT

Garlic (Allium sativum) has been shown to strengthen the immune system of fish and
modulate the composition of the intestinal microbiota, which, in turn, plays an important role in
the nutrition and health of the host. The objective of the present work is to evaluate the effect of
the use of feed added with garlic on the composition and functionality of the intestinal microbiota
of yellowtail (Seriola dorsalis), a marine fish with aquaculture potential. To do this, juvenile
yellowtail was fed diets added with different concentrations of garlic powder (4%, 10%, and 25%)
for 30 days. The extraction and quantification of genomic DNA was carried out from two sections
of yellowtail intestine (anterior and posterior) and the V4 region of the 16S gene was amplified
from the samples for sequencing using an Illumina MiSeq equipment. Subsequently, sequence
processing, taxonomic assignment, and abundance indices were performed using the QIIME2 suite
and functions were predicted (PICRUSt2). To determine significant differences between
treatments, a permutational analysis of variance at p<0.05, a differential abundance analysis (LEfSe
on Galaxy platform), and finally an interaction network analysis (MicrobiomeAnalyst) was
performed. The results revealed that there are differences between the bacterial communities
present in the two sections of the intestine and between treatments, decreasing bacterial diversity
as a function of increasing garlic concentration. The Gammaproteobacteria class increased as the
garlic concentration in the diets increased and the Alphaproteobacteria, Bacteroidia, and
Planctomycetes classes decreased as the garlic concentration in the diets increased. In addition,
changes in the predicted functions also occurred depending on the concentration of garlic. The
main functions found were those related to carbohydrate metabolism, the urea cycle, and the
pentose-phosphate pathway for glucose degradation. The families of bacteria that caused these
differences in bacterial communities between intestine sections were Vibrionaceae,
Pseudomonadaceae, and Burkholderiaceae, and between treatments Flavobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Vibrionaceae, Saprospiraceae, and Xanthobacteriaceae. On the other hand,
key families in the bacterial community such as Flavobacteriaceae and Pseudomonadaceae present
positive interactions which may mean symbiotic relationships. The results suggest that dietary
garlic supplementation, particularly at the highest concentration, was not beneficial for yellowtail,
as it induced negative changes in the composition and functionality of the intestinal microbiota.

14
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1. INTRODUCCION

La acuicultura es uno de los sectores de mas rapido crecimiento en México, debido al
constante aumento de la demanda de productos pesqueros y acuicolas. La piscicultura aporta mas
de la mitad del volumen de la produccion en el pais. El cultivo de jurel cola amarilla (S. dorsalis)
es una especie que en México lleva menos de una década de desarrollo (SAGARPA, 2018).El jurel
es un pez marino de distribucion mundial catalogado como una especie con potencial acuicola,
debido a sus buenas caracteristicas de adaptacion, su carne de alta calidad y valor comercial
(Avilés-Quevedo y Castello-Orvay, 2004).Sin embargo, la intensificacion de la acuicultura y la
implementacién del cultivo de peces en altas densidades, aumentan las probabilidades de la
aparicion de enfermedades infecciosas (Alexander et al., 2010). Una de las estrategias para el
control de enfermedades es el uso de inmunoestimulantes, sustancias que mejoran los mecanismos
de defensa del sistema inmune en organismos acuéticos y modulan la composicion y metabolismo
de la microbiota intestinal la cual juega un papel importante en la nutricién y salud de su hospedero
(Pérez-Sanchez et al., 2018).

Uno de los inmunoestimulantes mas usados en la acuicultura es el ajo (Alllium sativum), que
contiene compuestos bioactivos como la alicina, que le confiere propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, hipertensivas y refuerza el sistema inmune (Guo et al., 2015). El efecto de la adicion
de ajo en alimento, se ha probado en distintas especies de peces, aumentando las tasas de
supervivencia, el rendimiento en el crecimiento, la resistencia a enfermedades y la modificacion
de la composicién microbiana intestinal, la cual juega un rol esencial en el desarrollo y fisiologia
de su hospedero, asi como en la inhibicion de patégenos y activacion del sistema inmune. Sin
embargo, no se ha estudiado a detalle el efecto de este inmunoestimulante en la estructura y perfil
funcional de la microbiota intestinal de peces, en especifico en jurel. Por ello, se establecié como
objetivo evaluar el efecto del uso de alimento adicionado con diferentes concentraciones de ajo en

la composicion y funcionalidad de la microbiota intestinal de jurel cola amarilla (S. dorsalis).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Acuicultura en México

La industria de la acuicultura es uno de los sectores de més rapido crecimiento en el mundo; en
este contexto, la acuicultura por si sola contribuy6 con el 49.2% de la produccién pesquera mundial
en 2020. De este porcentaje, la mayoria se atribuye a la piscicultura (58 millones de toneladas),
seguida de los moluscos (18 millones de toneladas) y los crustaceos (11 millones de toneladas)
(FAO, 2022). México se encuentra en el lugar nimero 24 en materia acuicola a nivel mundial y de
acuerdo con la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA), en el afio (2019), la
produccidn nacional pesquera y acuicola alcanz6 un volumen total de 1,886,796 toneladas en peso
vivo. Esta produccion fue un 13% menor a la registrada en el afio 2018, cuando se obtuvieron
2,159,650 toneladas. En 2020, la produccion nacional ascendi6 a 1,950,011 toneladas, de las cuales
351,002 fueron producidas por acuicultura, correspondiente a un 18 % de la produccion nacional.
Las principales especies producidas en México por sus mayores aportaciones en volumen y valor
son el camardn, la tilapia y el ostion; siendo la piscicultura la que aporta mas de la mitad del

volumen de produccion en el pais.

2.2. Biologia y Cultivo del Jurel Cola Amarilla (Seriola dorsalis)

El jurel cola amarilla (S. dorsalis) mejor conocido como jurel cola amarilla, pertenece a la familia
Carangidae (Bycov, 1985), con amplia distribucion a nivel mundial. El jurel es un pez peléagico
marino que vive en mar abierto; se encuentra en aguas templadas y subtropicales desde Canada
hasta Chile (Abbink et al., 2012). El jurel presenta una forma alargada comprimida lateralmente,
posee dos aletas dorsales, una aleta anal precedida por dos espinas distintas, pedunculo caudal
delgado y una aleta caudal profundamente furcada. El color de su dorso es azul oscuro y vientre
plateado a blanco con una linea bronce bien definida que demarca ambos colores (Avilés-Quevedo
y Castello-Orvay, 2004) (Figura. 1).
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Figura. 1. Jurel cola amarilla (S. dorsalis)

En su medio natural el jurel se alimenta principalmente de peces, ocasionalmente de cefalépodos
y crustaceos. Habita aguas costeras y oceanicas, estuarios y arrecifes, hasta una profundidad de 825
m. Es un organismo asincrénico que se reproduce todo el afio segln las condiciones ambientales.
La reproduccion comienza al primer afio de vida al alcanzar 1.5 kg. Las hembras son ligeramente
mas grandes que los machos. Los huevos, larvas y alevines son pelagicos. A tallas mayores de 20
cm y 250 g, durante su etapa demersal, los alevines habitan en estuarios, arrecifes rocosos o
coralinos hasta alcanzar la madurez sexual, posteriormente regresan a la columna de agua para
migrar y aparearse (SAGARPA, 2018).

El cultivo de jurel en México lleva menos de una década en desarrollo y hasta la fecha se encuentran
vigentes concesiones de acuacultura comercial para Baja Californiay Baja California Sur, asi como
un permiso para la acuacultura de fomento en Sonora (SAGARPA, 2012). Con relacién a su
produccidn, no se cuenta con estadisticas oficiales, pero en 2010 se registraron cuatro UPAS (union
de pequefios agricultores) comerciales y un laboratorio para la produccion de crias en Baja
California Sur; mientras que, en el mismo afio, Baja California reportd una UPA con produccién
menor a una tonelada. Sin embargo, el jurel cola amarilla tiene gran potencial acuicola, ya que es
un organismo de rapido crecimiento, se adapta al confinamiento y al alimento formulado; ademas,
su carne es de gran calidad y alto valor comercial.

La-especie de jurel cola amarilla se encuentra naturalmente en las aguas mexicanas, lo que permite
la captura de juveniles silvestres para el inicio del cultivo (Avilés-Quevedo y Castello-Orvay,
2004). Por lo anterior, el cultivo de jurel S. dorsalis, representa una buena opcion para su
explotacion acuicola, gracias a sus caracteristicas fisicas y de adaptacion para productores que

cuentan con las condiciones ambientales que permiten su desarrollo.
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La intensificacion de la acuicultura para satisfacer la exigencia del mercado ha detonado el cultivo
de peces en altas densidades, lo que aumenta las probabilidades de exponer a los organismos a un
estrés elevado. Esto provoca la supresion del sistema inmune y, por tanto, favorece la aparicion de
enfermedades infecciosas en los organismos, elevando las tasas de mortalidad, lo que resulta en
pérdidas econdmicas (Alexander et al., 2010). El uso de antibidticos se ha implementado como
medida para el control de enfermedades; sin embargo, su uso indiscriminado estimula la aparicién
de bacterias resistentes, causando dafios a la salud y el medio ambiente (Harikrishnan et al., 2012,
Magrone et al., 2016).

Por lo anterior, se han establecido estrategias mas amigables para el ambiente y que, ademas,
consideran el impacto para los microorganismos del medio que realizan maltiples funciones como
la degradacion de compuestos y reciclaje de nutrientes. EI uso de probidticos, prebioticos y
simbioticos, ofrece ambas soluciones: 1) crear proteccion para los organismos al inducir un
ambiente hostil para los patdgenos, al producir compuestos antimicrobianos y 2) competir por
nutrientes y espacio. Adicionalmente, se cuenta con evidencia de que estos elementos también
estimulan la proliferacion de bacterias benéficas en la microbiota intestinal (Pérez-Sanchez et al.,
2018). La microbiota participa en varias funciones del hospedero (Galindo-Villegas et al., 2012).
Por ejemplo, la microbiota intestinal juega un papel importante en la nutricién, proteccién contra
bacterias patdgenas y desarrollo del sistema inmune del hospedero (Bikel et al., 2015, Ramirez y
Romero, 2017). Actualmente el estudio de la microbiota intestinal ha ido en aumento en especies
con importancia acuicola como el camarén blanco, la trucha y la tilapia. Esto con el fin de conocer
su composicion, funcionalidad e interacciones con el hospedero, permitiendo conocer mas sobre el
rol de la microbiota en la biologia del hospedero, e incluso representando un biomarcador del

estado de salud y desarrollo (Tran et al., 2018).

2.3. Uso de Inmunoestimulantes en el Cultivo de Peces

En el cultivo de peces entre el 40 y 60% de la produccion se pierde como resultado de enfermedades
infecciosas (Stentiford et al., 2012, Raman, 2017). Durante largo tiempo, agentes

quimioterapéuticos, incluidos los antibioticos, se han aplicado como remedios eficaces para los
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brotes de enfermedades en los animales acuéticos; sin embargo, debido a su uso excesivo, los
patdgenos acuaticos se han vuelto resistentes a dichos tratamientos. Esta resistencia emergente no
solo compromete la salud de los animales acuéticos, sino que también plantea una amenaza directa
para la salud humana, ya que existe el potencial de que estos patdgenos resistentes se propaguen a
través de la cadena alimentaria y lleguen a los consumidores finales. Es imperativo abordar este
problema de resistencia de antibiéticos en el entorno acuatico mediante estrategias de gestion méas
sostenibles, a fin de salvaguardar la salud de los ecosistemas y las poblaciones humanas.
Afortunadamente, la acuicultura moderna requiere sistemas sostenibles y los antibidticos estan
siendo reemplazados por alternativas ecologicas, incluidos probitticos e inmunoestimulantes
(Akhter et al., 2015, Hai, 2015, Zorriehzahra et al., 2016, Banerjee y Ray, 2017, Pérez-Sénchez et
al., 2018, Zaineldin et al., 2018, Soliman et al., 2019, Anran Wang et al., 2019).

Los inmunoestimulantes son agentes que activan el sistema inmunol6gico de manera especifica y
no especifica. Los inmunoestimuladores especificos desencadenan respuestas inmunitarias
especificas al interactuar con linfocitos B y células T, mientras que los inmunoestimuladores no
especificos potencian la respuesta inmunitaria sin requerir una especificidad antigénica definida,
mediante la estimulacion de componentes del sistema inmunitario (Ganguly et al., 2010). Estos,
comenzaron a ser utilizados en acuicultura como potenciadores de la respuesta inmune inespecifica
de los peces, aumentando la resistencia a enfermedades (Vasquez-Piifieros et al., 2012). Aunque
los prebidticos son inmunoestimulantes, se han excluido de la definicion tipica de
inmunoestimulante, que se refiere a otro tipo de compuestos como elementos estructurales de
bacterias (lipopolisacaridos, glicoproteinas, lipopéptidos), productos de B-1-3 / 1-6 glucanos, y
algunos otros carbohidratos con estructuras complejas, vitaminas, carotenos, minerales, probio6ticos
(microorganismos) y extractos de plantas (Ganguly et al., 2013).

Entre los inmunoestimulantes mas utilizados en peces, se encuentran los prebidticos (B-glucanos,
B-glucooligosaccharides (BGO), fructooligosaccharide (FOS) e inulina, entre otros) y los
probidticos (Lactobacillus sp., Enterococcus sp., Lactococcus sp.) (Vasquez-Piifieros et al., 2012).
Los primeros estudios con inmunoestimulantes fueron en peces teledsteos, en donde las sustancias
se suministraban por inyeccion o mediante el bafio de animales, lo cual implica manipulacion del
animal con el consiguiente estrés. Una técnica mas reciente para la aplicacion de
inmunoestimulantes es a través del alimento, lo que ofrece la ventaja de no manipular a los

organismos (Rodriguez et al., 2003).
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Los estudios sobre el efecto de B-glucanos y probioticos en distintas especies de peces, han
encontrado que, dependiendo de la cantidad afiadida a la dieta los B-glucanos contribuyen a la
nutricion del organismo. Ademas, estimulan el sistema inmune de peces inmunocomprometidos,
aumentando su resistencia a enfermedades e incrementando la tasa de supervivencia (EI-Boshy et
al., 2010, Lin et al., 2011). En cuanto a la aplicacion de probidticos en la acuicultura, se ha
demostrado su efecto en la modulacion del microbiota del hospedero, beneficiando la competencia
contra patdgenos, mejorando la sobrevivencia, la actividad enzimatica y la respuesta inmune frente
al estrés (Sorroza, 2012, Gupta y Dhawan, 2013, Newaj-Fyzul et al., 2014).

Por otro lado, el uso de plantas y sus extractos como inmunoestimulantes se popularizé en la
acuicultura gracias a su bajo costo, facil incorporacion al alimento y poco impacto ambiental (Aly
y Mohamed, 2010). Estos contienen diversos compuestos bioactivos con propiedades bioldgicas y
utiles para la acuicultura, como antiestrés, inmunoestimulantes, antiparasitarios (bacterianos,
fangicos, virales y ectoparéasitos), promotores del crecimiento, entre otros (Reverter et al., 2017).
Algunos ejemplos de plantas utilizadas en acuicultura incluyen canela (Cinnamomum verum),
sandalo (Santalum 21isci), pasto bermuda (Cynodon dactylon), orégano (Origanum heracleoticum)
y ajo (Allium sativum). En acuicultura, el ajo se utiliza como complemento alimenticio en dietas
para peces induciendo un mejor rendimiento de crecimiento, estimulando el apetito, mejorando el
sistema inmunolégico y regulando inclusive los patégenos al inhibir eficazmente bacterias como
Pseudomonas fluorescens, Myxococcus 21liscicola, Vibrio anguillarum, Edwardsiella tarda.,
Aeromonas punctata f. intestinalis y Yersinia ruckeri (Guo et al., 2015, Lee y Gao, 2012).

El bajo valor comercial y la accesibilidad de algunas plantas facilitan su uso como extractos crudos
o el compuesto bioactivo a gran escala en la acuicultura, ya sea por aplicacion directa o por
incorporacion en alimentos comerciales (Awad y Awaad, 2017). Sin embargo, la actividad
bioldgica de las plantas puede variar considerablemente segun la parte considerada y el tipo de
extracto; por lo tanto, se requiere informacidn sobre los compuestos bioactivos de las plantas y su
dosis adecuada para prevenir efectos toxicos en los organismos (Kavitha et al., 2012, Reverter et
al., 2017). Las partes de las plantas que se utilizan cominmente para su aplicacion en la acuicultura
incluyen las hojas, la planta pulverizada, la raiz, las semillas, las cortezas, los frutos y las flores
(Reverter et al., 2017).

Aunque muchas plantas se utilizan para fines especificos, hay otras cuyo uso esta destinado a una

amplia variedad de fines; tal es el caso del ajo (A. sativum), cuya aplicacion ha sido casi universal
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en animales de granja para multiples propdsitos (Vallejo Villalobos et al., 2008, Abdel-Tawwab et
al., 2020, Adineh et al., 2020).

El ajo es una especia de uso comun cuyos beneficios para la salud se han documentado
ampliamente. Contiene varios compuestos bioactivos, que incluyen alicina y otros compuestos
orgénicos azufrados, fenoles, polisacaridos y saponinas (Szychowski et al., 2018). Este arsenal
confiere al ajo atributos como actividad antimicrobiana, antioxidante, antihipertensivos, ademas de
antiinflamatoria, anticancerigena, también se le reconoce como un protector cardiovascular
antidiabético y antiobesogénico. (Guo etal., 2012, Yun et al., 2014, Szychowski et al., 2018, Shang
etal., 2019).

2.4. El Ajo (Allium sativum) y sus Actividades Bioldgicas en el Cultivo de Peces

El ajo (A. sativum) es una planta perenne perteneciente a la familia Liliaceae y se ha utilizado
durante siglos como aromatizante, medicina tradicional y como alimento funcional para mejorar la
salud del ser humano. Los seres humanos han utilizado el ajo (Orden Asparagales, Familia
Amaryllidaceae) durante mas de 7000 afios con fines culinarios y medicinales. Es un producto
vegetal popular con beneficios para el tratamiento de la insuficiencia venosa, la hipertension, la
accion antibacteriana y muchos otros (Gambogou et al., 2018b, Gbekley et al., 2018). La planta de
ajo tiene un sistema radicular con una raiz bulbosa formada por seis a doce bulbos, reunidos en su
base a través de una fina pelicula para formar la "cabeza de ajo". Cada bulbo esta rodeado por una
fina lamina protectora membranosa blanca o rojiza. Del bulbo emergen ramas fibrosas que se
introducen en el suelo para alimentar y anclar la planta. Los tallos de la planta crecen mas de 55
centimetros de largo, terminando con las flores (Greco, 2011).

La composicion aproximada del ajo registra un promedio de 65% de agua (en comparacion con
mas del 85% de las verduras frescas), 27.5% de carbohidratos, 2% de proteinas y 4.7% de fibra
(Gambogou et al., 2018a). La composicion bioquimica del ajo se muestra en el cuadro 1.

Los compuestos organosulfurados representan el 2-3% de la composicion del ajo, y la mayoria de
sus propiedades farmacoldgicas se atribuyen a estos compuestos (Darbyshire y Henryf, 1981,
Gambogou et al., 2018a). Estos pueden inhibir el dafio causado por reacciones oxidativas generadas

22



por la vejez o enfermedades, reducir los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL) en sangre,
tener efectos antiinflamatorios, antiaterogénicos y antitromboticos por su capacidad para inhibir la
sintesis de prostanoides (Borek, 2001). Los compuestos organicos de azufre mas comunes incluyen
S-alilcisteina (SAC), S-alil-mercaptocisteina (SAMC), aliina y alicina, que son abundantes en

extractos de ajo envejecido y maceracion de ajo (Drago Serrano et al., 2006).

Cuadro 1. Composicion bioguimica del ajo (A. sativum) reportada por Anton (2016) y Gambogou
et al. (2018a).

Monosacaridos (fructosa, glucosa)

Disacaridos (sacarosa, lactosa)

Trisacaridos (rafinosa)

Tetrasacaridos (tetrafructosa, escorodosa)
Carbohidratos Depolisacaridos (almiddn, dextrina, inulina, fructosano)

D-galactano

L-arabinosa

Pectinas fructano

D-fructano

Acidos grasos (acido linoleico, acido linolénico, acido oleico, acido
palmitico)

Lipidos Triglicéridos
Fosfolipidos (fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina)
Prostaglandinas (prostaglandina A, prostaglandina E, prostaglandina F)

Proteinas y aminodcidos (lisina, treonina, valina, metionina, isoleucina,
Proteinas triptéfano, fenilalanina, leucina, histidina, arginina, acido aspartico, serina,
glutamina, prolina, glicina, alanina y cisteina).

Vitamina A
Vitamina B1
Vitamina B2
Vitamina B6
Vitamina C
Vitamina E

Vitaminas

Alicina y derivados de alicina (varios trisulfuros, ajoeno, dialil-disulfuro)
Aliina (S-alilcisteina-sulfoxido)

Glutamil-S-alilcisteina

Metino (S-metilcisteina-sulfoxido)

Isoalina (S-trans-1- propenilcisteina-sulfoxido)

Compuestos
sulfurados

Fosfato
Potasio
Magnesio
Cobre
Hierro
Manganeso

Minerales

23



Zinc

Selenio (dimetilselenida, metil-éster-acido metanosulfenoselenoico,
dimetildiselenida, bi- (metilnetion) -selenida, &cido alilmetilsulfuro, acido
metil-éster-2-propensulfenoselenoico, acido propilester-1-propénico)

Clorofila
Carotenoides

Pigmentos Antocianinas (estos son pigmentos solubles en agua que dan un color rojo,
violeta o azul)
Acido fenolico
Acido organico
Otros Sapondsidos
compuestos Flavonoides

Fitohemaglutininas
Giberelinas A3y A7

La aliina es el compuesto organosulfurado que se encuentra en mayor proporcion y es una sustancia
inodora contenida en el bulbo de ajo fresco (Torija et al., 2013).Cuando se corta 0 machaca el bulbo
o diente de ajo, la aliina entra en contacto con la enzima aliinasa (suaviza las cisteinas del sulfoxido
citosélico) y se obtiene la alicina (Figura 2), dando al ajo su olor caracteristico y algunos de sus
efectos farmacoldgicos y propiedades terapéuticas (Gokalp, 2018).

Laalicina es un compuesto organosulfuro soluble en grasa, citotoxico, volatil y altamente inestable
(Amagase et al., 2001). Es el compuesto méas activo del ajo y estd asociado con actividades
antisépticas, antivirales, antiflngicas, antiparasitarias y antibacterianas (Guo et al., 2015, Lee et
al., 2014). Por ejemplo, el ajo ha demostrado ser un agente antiectoparasito; su uso como aceite es
eficaz contra protozoos como Plasmodium spp, Trypanosoma spp, Leishmania spp y Giardia spp
(Anthony et al., 2005). Los extractos acuosos de ajo también son Utiles contra himenolepiasis y
giardiasis (Soffar y Mokhtar, 1991). La evidencia ha demostrado que el ajo es eficaz contra los
nematodos; por ejemplo, los extractos acuosos pueden controlar Trichuris muris y Angiostrongylus
cantonensis (Klimpel et al., 2011). Como tiosulfinato, la alicina es una especie de azufre reactivo
que provoca una reaccion redox con los grupos tiol del glutation y las proteinas, mecanismo que

es esencial para su actividad bioldgica.
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Figura 2. Biosintesis de alicina. Se parte de glutation que se hidroliza a y-glutamil-S-alilcisteina y
posteriormente se oxida a aliina (precursor inactivo de la alicina) por la enzima Y-glutamil
transpeptidasa. Finalmente, la aliina es hidrolizada por la accion de la enzima aliinasa para producir
alicina. Imagen modificada de Borlinghaus et al., (2014).

Los compuestos bioactivos del ajo brindan diversas propiedades biol6gicas que permiten aumentar
la resistencia de los peces a las enfermedades en la acuicultura. En la piscicultura, el ajo presenta
actividades antibacterianas, antiparasitarias, antioxidantes, inmunoestimuladoras y promotoras del
crecimiento (Bender-Bojalil y Barcenas-Pozos, 2013, Lee y Gao, 2012); sin embargo, su uso €s

principalmente a nivel experimental.

2.4.1. Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana es el resultado de la modificacion de la biosintesis de lipidos y la

sintesis de ARN en bacterias, inhibiendo tanto las bacterias gram-positivas como las gram-

25



negativas (Bender-Bojalil y Barcenas-Pozos, 2013). La actividad antibacteriana del ajo conferida
por la alicina ha demostrado la capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias gram-positivas
como Staphylococcus aureus (Li et al., 2011) y bacterias gram-negativas como Escherichia coli y
Aeromonas salmonicida (Nya et al., 2010, Oosthuizen et al., 2018). La alicina es un compuesto
que contiene azufre y una molécula de enfriamiento de deteccidn de quérum reconocida que inhibe
procesos como la formacion de biopeliculas y la virulencia (Bayan et al., 2014, Jakobsen et al.,
2012). Musa y colaboradores (2008), estudiaron la concentracion minima inhibitoria (MIC) de
extractos acuosos de ajo (500, 250, 125, 62.5 mg mL™) para inhibir el crecimiento de
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae (gram-positivos), Citrobacter freundii,
Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus (gram-negativos) y Edwardsiella
tarda. Los resultados revelaron que todos los extractos de ajo fueron efectivos contra las bacterias
patdgenas probadas.

La actividad contra las bacterias patdgenas se manifiesta por las mayores tasas de supervivencia de
diversos peces infectados cuando se utilizan extractos de ajo como ingredientes dietéticos. Por
ejemplo, Nya y Austin (2009), probaron dietas agregadas con diferentes concentraciones de ajo
para la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) infectada con Aeromonas hydrophila, el experimento
durd 14 dias y reveld una reduccion en la mortalidad de al menos 4% en comparacion con los
controles (88%). Thanikachalam y colaboradores (2010) evaluaron el uso de cascara de ajo (A.
sativum) en bagre africano infectado (Clarias gariepinus) con A. hydrophila; se incorpor6 cascara
de ajo en polvo a las dietas (0%, 0.5%, 1.0% y 1.5%) y se aliment0 a los alevines de bagre durante
20 dias; los resultados revelaron mayores tasas de supervivencia en los peces alimentados con
cualquiera de las concentraciones de ajo en comparacion con el grupo de control. Ademas, Talpur
e Ikhwanuddin (2012), evaluaron la resistencia de la lubina asiatica (Lates calcarifer) a la infeccién
por V. harveyi cuando se alimenta con dietas que contienen ajo (A. sativum); en este caso las dietas
suplementadas con ajo favorecieron la supervivencia de todos los grupos de consumidores,
particularmente en aquellos que consumieron 10 g kg de alimento, que registraron una
supervivencia del 83.4%, mientras que en el control fue del 33.3%.

Guo y colaboradores (2015), evaluaron la actividad antibacteriana del ajo contra los patdégenos
Photobacterium damselae subsp. piscicida y Streptococcus iniae en cobia (Rachycentron
canadum). Los peces fueron infectados experimentalmente con P. damselae subsp. piscicida o S.

iniae y alimentados con dietas adicionadas con ajo en polvo (0.5y 1.50 0.4y 1.2 g kg™ de peso
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corporal, respectivamente) durante 28 dias. Los resultados demostraron que la adicion de ajo
disminuy6 la mortalidad de los peces infectados y proporcion6 una resistencia significativa contra
el patogeno.

Breyer y colaboradores (2015), probaron dietas que contenian 0, 0.5, 1.0 y 2.0% de extracto de ajo
durante 28 dias en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) infectadas con Aeromonas salmonicida.
Se registraron aumentos significativos en la supervivencia en truchas que consumieron 0.5y 1.0%
de extracto de ajo. Ademas, Eirna-liza y colaboradores (2016), investigaron los efectos de la
inclusion de cascaras de ajo y clavo de olor (A. sativum) sobre la resistencia de los alevines de
bagre africano (C. gariepinus) frente a la infeccion por Aeromonas hydrophila. Los peces fueron
alimentados durante 12 semanas con siete dietas experimentales que contenian niveles graduales
de ajo (cascara y dientes) a 0, 10, 20 y 30 g.kg, registrandose la supervivencia mas baja (13%) en
los peces que no consumian el ajo en comparacion con todos los tratamientos (> 35%), mientras
que la mayor supervivencia (64%) se observo en peces alimentados con dietas adicionadas con
dientes de ajo a 20 g.kg™. Finalmente, Foysal y colaboradores (2019), evaluaron el control de la
infeccion por Streptococcus iniae en tilapia (Oreochromis niloticus) utilizando suplementos de ajo
(A. sativum), documentando que el consumo de 1.0 g de ajo en polvo por 100 g de alimento durante

dos semanas mejord las tasas de supervivencia de los peces.

2.4.2. Actividad Antioxidante

Los fenoles y las saponinas del ajo son compuestos que proporcionan actividad antioxidante.
Dichos compuestos pueden inhibir la formacion de radicales libres y reforzar el mecanismo de
captacion de radicales enddgenos, aumentar las enzimas antioxidantes celulares como el
superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y hemooxigenasa-1 (HO-1). Ademas, la
subunidad modificadora glutamato-cisteina ligasa (GCLM) protege a las lipoproteinas de baja
densidad de la oxidacién causada por radicales libres (Gonzalez Maza et al., 2014, Liu et al., 2018).
Asimismo, el uso de ajo como complemento alimenticio también puede mejorar el sistema
antioxidante del pescado. Por ejemplo, Metwally (2009), probo el efecto del ajo sobre los diversos
antioxidantes presentes en la tilapia del Nilo (O. niloticus); durante tres meses cuatro grupos de
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peces fueron alimentados con dietas que contenian diferentes fuentes de ajo: ajo natural (una dieta
de 40 g kgl), capsulas de aceite de ajo (Strongus®, capsulas de aceite de ajo puro; dieta de 250 mg
kg™), tabletas de ajo en polvo (32 g kg™dieta), y un grupo control sin ajo. Los resultados revelaron
actividades mejoradas del glutation peroxidasa (Gper), superoxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT) en el pescado que consume cualquiera de los productos a base de ajo.

Mohebbi y colaboradores (2012), analizaron el efecto antioxidante del ajo dietético en la trucha
arcoiris (O. mykkis). Los alevines de trucha se alimentaron con dietas que contenian 10, 20, 30, 40
y 50 g de ajo en polvo por kg de alimento formulado. Se midieron los peroxidos de lipidos en suero
y las actividades de las enzimas antioxidantes, revelando que el consumo de ajo resulté en una
disminucion significativa de la peroxidacion de lipidos, asi como reducciones sustanciales en la
actividad de la catalasa. Por el contrario, los niveles séricos de alanina aminotransferasa, aspartato
aminotransferasa y superdxido dismutasa aumentaron en todos los grupos tratados con ajo en
comparacion con el control. Ademas, Altinterim y Aksu (2020), evaluaron las actividades
antioxidantes de la catalasa (CAT), el glutation reductasa (GR), el glutatién peroxidasa (GPx) y el
malondialdehido (MDA) en el suero de la trucha arcoiris (O. mykiss). Los peces fueron alimentados
con dietas que contenian ajo (A. sativum), ajo Tunceli (Allium tuncelianum) y aceite de cebolla
(Allium cepa) a una concentracion de 10 g kg™ durante 21 dias; al final del bioensayo, la actividad
GPx del grupo de aceite de ajo macerado y las actividades CAT, GR y MDA del grupo de cebolla

registraron incrementos significativos.

2.4.3. Actividad Antiviral

En comparacién con los estudios sobre la actividad antibacteriana del ajo, los enfoques
relacionados con la actividad antiviral son escasos. Sin embargo, existe evidencia de esta actividad
en vertebrados; por tanto, se esperaria un efecto similar contra algunos virus que afectan a los
vertebrados acuaticos. Karimi-Pashaki y colaboradores (2020), evaluaron la influencia del extracto
de ajo (A. sativum) en la tasa de supervivencia de la carpa comun (Cyprinus carpio) después de la
exposicion a la viremia primaveral del virus de la carpa (SVC). Los peces fueron alimentados con

1y 5 g de extracto de ajo kg de la dieta basal durante ocho semanas. Los resultados mostraron
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que la tasa de supervivencia de las carpas alimentadas con ambas concentraciones de extracto de
ajo tuvo un aumento significativo en comparacion con el grupo control (p <0.05), especialmente la
dieta que contenia 5 g de extracto de ajo. Sin embargo, se requiere investigacion sobre la capacidad

antiviral de los extractos de ajo y los mecanismos involucrados.

2.4.4. Actividad Antiparasitaria

La presencia de parasitos en la acuicultura de peces es un problema recurrente que afecta la
produccién. Abd El-Galil y Aboelhadid (2012), expusieron a la tilapia (O. niloticus) infestada con
Trichodina y Gyrodactylus a bafios de inmersion en aceite de ajo. En este estudio utilizaron cinco
grupos de tilapias que fueron expuestas a bafios con aceite de ajo (1, 1.5, 2, 2.5y 3 ppt) y un grupo
de control (0% de aceite de ajo) durante 24 horas. Los resultados revelaron que la tilapia registro
tasas de recuperacion >55% cuando se expuso al tratamiento con aceite de ajo.

Militz y colaboradores (2014), infectaron el pez barramundi (L. calcarifer) con Neobenedenia sp.
y expusieron a los organismos a un bafio terapéutico de extracto de ajo usando cuatro
concentraciones (1, 2, 10 y 20 mL L) y un control (agua dulce con formalina). Los extractos de
ajo impidieron significativamente la eclosién de los huevos (solo el 5% eclosionaron) y la
longevidad de las larvas (<2 h), contrastando con el alto porcentaje de eclosién en el control (95%).
Las bajas concentraciones de extracto de ajo (1y 2 mL L™1) disminuyeron el éxito de infeccion de
Neobenedenia sp. hasta el 25 y el 11%, respectivamente. En otro enfoque con el pez guppy
(Poecilia reticulata), Fridman y colaboradores (2014), expusieron peces infectados con
Gyrodactylus turnbulli a bafios terapéuticos con extractos de ajo (7.5 a 30 ml L), y alimentaron a
otros peces infectados (G. turnbulli y Dactylogyrus) con dietas formuladas que contenian ajo en
polvo (10 y 20 %) durante 14 dias. Los resultados de este enfoque revelaron que la exposicion de
los peces a los bafios de ajo provocd la expulsion de los parasitos, y se observo una correlacion
positiva entre la concentracion de ajo y el tiempo requerido para que los parasitos se desprendieran
y murieran. En particular, la concentracion mas alta (30 ml L™1) resulté en un tiempo promedio de
desprendimiento de 4.1 minutos y un tiempo promedio de muerte de 8.6 minutos. Para los grupos

de peces alimentados con dietas que contienen ajo, se observo una menor prevalencia e intensidad
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de parésitos en comparacion con el control. Saha y Bandyopadhyay (2017), expusieron el pez
dorado (Carassius auratus) infectado con Trichodiniasis con tres géneros de paréasitos tricodinidos:
Trichodina, Tripartiella y Trichodinella a bafios terapéuticos con diferentes concentraciones de
extracto de ajo (5, 10, 15, 20, 25 y 30 mg L~1), demostrando que 15 mg L~* de extracto de ajo fue
mas eficaz para la reduccion de los parasitos tricodinidos destacando la actividad antiprotozoaria
del ajo.

Armuelles-Bernal y colaboradores (2022) llevaron a cabo una evaluacion del efecto antihelmintico
de bafos de inmersion que contenian extracto de ajo (EA) y dialil sulfuro (DAS) en diferentes
etapas de vida de Zeuxapta seriolae, tanto a nivel in vitro como in vivo. En el analisis in vitro, se
not6 una reduccion en el éxito de eclosion de los huevos cuando se exponian agudamente a 16 mL
de extracto de ajo por litro (EA/L) y 0.01 mg de dialil sulfuro por mililitro (DAS/mL), asi como
cuando se exponian de manera continua a 4 mL de EA/L y 0.01 mg de DAS/mL. Ademas, se
registré una disminucion significativa en la esperanza de vida de los oncomiracidios cuando se
exponian a 1 mL de EA/L y 0.01 mg de DAS/mL. Por ultimo, los adultos mostraron un
desprendimiento de los filamentos branquiales después de 2.5 horas y un tiempo de supervivencia
reducido cuando se exponian a 4 mL de EA/L. En los ensayos in vivo, se observé una disminucion
significativa en la intensidad media de los parésitos con 4 mL de EA/L y 0.01 mg de DAS/mL. Sin
embargo, concentraciones mas altas tanto de extracto de ajo como de dialil sulfuro tuvieron efectos

adversos en los peces, lo que impidio la finalizacién exitosa del tratamiento.

2.4.5. Actividad Inmunoestimulante

El efecto inmunizante del ajo se ha utilizado en la trucha arcoiris, la tilapia hibrida y la lubina
asiatica. Los estudios han documentado aumentos en las respuestas celulares, como la actividad
fagocitica, y la respuesta humoral, incluyendo el aumento de proteinas totales, lisozimas, anti-
proteasas y actividad bactericida. Estos efectos beneficiosos se han observado cuando se utiliza ajo
crudo y también cuando se afiaden extractos de ajo como aditivos en los alimentos formulados
(Ndong y Fall, 2011, Nya y Austin, 2009, Talpur y Ikhwanuddin, 2012). En el pez guppy (P.

reticulata), la administracion de extracto de ajo en los alimentos aumento los parametros
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inmunologicos en el moco cutaneo, que es la primera barrera frente a los patdgenos (Ahmadniaye
Motlagh et al., 2020).

2.4.6. Promotor de Crecimiento

La inclusién de ajo en la alimentacion de los peces también puede influir en el crecimiento debido
a compuestos organosulfurados como la alicina, que es un potente estimulante del "olor" o
quimiorrecepcion de la mayoria de los animales acuéticos, lo que aumenta la ingesta de alimentos
en peces (Lee y Gao, 2012).

El efecto sobre el crecimiento de la incorporacion de ajo en los alimentos se ha probado en
diferentes especies acuaticas. Aly y Atti (2008), alimentaron tilapia (O. niloticus) con una dieta
suplementada con ajo (dieta de 10 y 20 g kg™) durante dos meses e informaron aumentos en la tasa
de supervivencia, en el rendimiento del crecimiento y una mejora en el estado de salud.
Thanikachalam y colaboradores (2010), alimentaron a alevines de bagre (C. gariepinus) con dietas
que contenian diferentes concentraciones de polvo de céscara de ajo (0%, 0.5%, 1.0% y 1.5%)
durante 20 dias, reportando mayores tasas de supervivencia en todos los grupos que consumian
cascara de ajo. Manoppo y colaboradores (2016), utilizaron dietas con granulos que contenian ajo
como ingrediente para la alimentacion de la carpa comun (C. carpio) durante un mes,
documentando un efecto significativo en el crecimiento en comparacion con el control sin ajo.
Finalmente, Etyemez-Buyukdeveci y colaboradores (2018), estudiaron el impacto del uso de dietas
con extracto de ajo para alimentar a la trucha arcoiris (O. mykkis), encontrando que el aumento de
peso Yy la tasa de crecimiento especifico de los peces mejoraron significativamente cuando los peces
consumieron las dietas que contenian ajo. Se requiere generar mas investigacion que permita
comprender los mecanismos que explican como el uso de ajo mejora el rendimiento del crecimiento
en los peces. Una posible hipotesis planteada es que el efecto protector del ajo contra enfermedades
podria favorecer la bioenergética de los peces. Esto significa que, al protegerse de las
enfermedades, los peces gastarian menos energia en combatir patdgenos y podrian destinar mas

energia al crecimiento somatico.
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2.4.7. Modulacién de la Microbiota Intestinal

El ajo, con sus diversas propiedades, ha despertado un gran interés en la acuicultura debido a su
potencial para influir en la salud y el bienestar de los peces. Entre sus propiedades se encuentran
efectos antibacterianos, antifingicos y antioxidantes, los cuales pueden contribuir a la prevencion
y el tratamiento de enfermedades en los peces. Sin embargo, es importante destacar que el consumo
de ajo también puede tener efectos en la microbiota intestinal de los peces. La microbiota intestinal
desempefia un papel crucial en la digestion, la inmunidad y el equilibrio de la salud intestinal de
los peces. El ajo se ha asociado con modificaciones beneficiosas en la composicion de la microbiota
intestinal; sin embargo, la informacion sobre este tema aun en limitada.

Etyemez-Buyukdeveci y colaboradores (2018), trabajaron con trucha arcoiris (O. mykiss)
alimentada con diferentes concentraciones de ajo: 0% (control), 1% (Grupo 1), 1.5% (Grupo 2) y
2% (Grupo 3) por 120 dias. Los resultados mostraron que la abundancia y riqueza de especies en
los tratamientos fueron diferentes en el grupo control y el grupo 3; mientras que los indices fueron
disminuyendo a medida que la concentracion de ajo aumentaba. Los autores concluyeron que la
suplementacion dietética de ajo modificé la composicion de la comunidad bacteriana, modificando
la diversidad y riqueza de microorganismos, dando como resultado comunidades distintas dentro
del ecosistema intestinal de los peces.

Torrecillas y colaboradores (2019), probaron el efecto de dietas fitogénicas (extracto de ajo y
labiatae) y oligosacéridos en la microbiota intestinal de lobina europea (Dicentrarchus labrax) pre
y post infeccion por Vibrio anguillarum, combinada con estrés por hacinamiento. Se demostré que
después de la inoculacion intestinal bacteriana, el intestino posterior de los peces alimentados con
el aceite de ajo y labiatae, respondié de una manera mas controlada y tardia en términos de tamafio
de células caliciformes y cobertura de mucus, en comparacion con otros tratamientos.

Foysal y colaboradores (2019), realizaron un estudio para caracterizar el agente de la
estreptococosis en tilapia (O. niloticus) y el control de la infeccidn por estreptococos por medio de
suplementos de ajo. El resultado mostré que el extracto de ajo fue més efectivo contra la infeccién
por Streptococcus, ademas de mejorar significativamente las tasas de supervivencia de los peces
contra las infecciones por S. iniae, modul6 la comunidad microbiana y el perfil de expresion de

genes de citocinas, en el intestino de la tilapia. Los tratamientos con ajo mejoraron
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significativamente la tasa de supervivencia y la abundancia para los filos Proteobacterias y
Tenericutes, filos asociados con la flora intestinal saludable y aumento en el indice de diversidad
bacteriana. Por lo anterior, se concluy6 que la suplementacion dietética con ajo, podria ser eficaz
en la prevencion de la infeccion por S. iniae en peces.

Se han realizado algunos estudios sobre el efecto de los inmunoestimulantes como potenciadores
de crecimiento, desarrollo del organismo estimulante del sistema inmune y su beneficio a la
microbiota benéfica intestinal en peces de cultivo. Sin embargo, ain no se ha estudiado a detalle el
efecto de estimulantes como la planta de ajo en la estructura y perfil funcional de la microbiota
intestinal de peces, en especifico en el jurel de cola amarilla (S. dorsalis), el cual se ha convertido

en una especie con potencial acuicola.

2.5. . Estudio de la Microbiota Intestinal de Jurel Cola Amarilla (Seriola dorsalis)

La microbiota intestinal de peces ha sido ampliamente estudiada, debido a su importante papel en
la nutricién y salud de su hospedero (Ganguly y Prasad, 2012, Pérez et al., 2010, Ray et al., 2012,
Tran et al.,, 2017). Especificamente en el intestino, se encuentra una gran diversidad de
microorganismos tanto benignos como patdgenos (Nayak, 2010, Pérez et al., 2010), que
desempefian funciones en procesos bioldgicos importantes para su hospedero. Por ejemplo, la
sintesis de vitaminas, enzimas, produccidn de sustancias antimicrobianas, estimulacion del sistema
inmunitario (Nayak, 2010, Ray et al., 2012, Tran et al., 2017), intervienen en procesos de digestion
y absorcion de nutrientes, e incluso fomentando el crecimiento y diferenciacion celular (Sorroza,
2012, Mosquera Renteria et al., 2015). Se considera que la microbiota es especifica en peces y se
vuelve estable en la etapa adulta; para peces de agua dulce, los grupos mas representativos en el
tracto digestivo son los géneros Aeromonas, Pleisomonas, Enterobacteriaceae y Pseudomonas,
mientras que en los peces marinos los géneros Vibrio y Pseudomonas son los mas representativos
(Cahill, 1990, Aguilera et al., 2013).

En cuanto al jurel, se han realizado estudios sobre la composicion de su microbiota intestinal en
diferentes etapas de desarrollo y ambientes. Un estudio realizado por Aguilera y colaboradores
(2013), evalu6 la composicion microbiana intestinal en dos etapas de desarrollo del jurel (juvenil
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(33 dias) y pre-adulto (95 dias). En la etapa juvenil los filos predominantes fueron Proteobacteria,
Actinobacteria y Bacilli, mientras que los géneros méas abundantes fueron Pseudomonas, Vibrio y
Staphylococcus. En la etapa de pre-adulto el filo mas abundante fue Actinobacteria, seguido de
Proteobacteria y Bacilli y los géneros Francisella, Microbacterium, Bacillus y Vibrio. En otro
estudio realizado por Rubio y colaboradores (2016), se determind que los filos mas representativos
en la microbiota intestinal de jurel adulto en medio silvestre fueron Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes y Bacteroidetes asi como los géneros Leucobacter, Alcaligenes, Marinobacter y
Psychrobacter.

Estos estudios confirmaron que la alimentacion artificial reduce significativamente la diversidad
de la microbiota intestinal en peces de cultivo (Dhanasiri et al., 2011) y que los filos predominantes
en jurel de cultivo y silvestre fueron Proteobacteria y Actinobacteria, los cuales predominan en la
microbiota intestinal de peces marinos, sugiriendo que estas bacterias estan adaptadas a las
condiciones del intestino y del medio circundante (Tapia-Paniagua et al., 2010, Xing et al., 2013).
A pesar de tener un panorama general de la composicién de la microbiota intestinal de jurel, existen
pocos estudios acerca de las funciones que esta desempefia en el desarrollo y salud del organismo.
Uno de los estudios més recientes acerca de la composicion y potencial funcional de la microbiota
intestinal de jurel cultivado y silvestre fue el realizado por Ramirez y Romero (2017). Un total de
13 géneros fueron representados diferencialmente entre los dos grupos, los cuales se han descrito
como microorganismos benéficos para su hospedero y los perfiles mas representativos de la
microbiota fueron el metabolismo de cofactores y vitaminas, aminoacidos y carbohidratos,
encontrando diferencias en la contribucién de la microbiota segun el origen de los peces.
También se ha estudiado el efecto de diversas materias para la formulacién de alimentos en la
microbiota intestinal en jurel. Dam y colaboradores (2020), estudiaron los efectos de materias
primas de alimentos alternativos en las comunidades bacterianas en la zona distal de intestino y su
relacién con la digestibilidad de nutrientes en el jurel de cola amarilla (S. dorsalis); se realizaron
dos ensayos de digestibilidad de cuatro semanas para evaluar la harina de pescado, harina de
subproductos de aves de corral, harina de sangre, harina de habas, harina de gluten de maiz,
concentrado de proteina de soja y harina de trigo. Como resultado, el filo mas abundante fue
Proteobacteria. Los peces alimentados con dietas que contenian gluten de maiz y harina de sangre
mostraron una reduccion de la riqueza de especies en intestino distal. Ademas, los filos Allivibrio,

Vibrio, Curvibacter, Ruminococcaceae y Clostridium fueron correlacionados positivamente,
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mientras que el género Ralstonia se correlacioné negativamente con la digestibilidad de los
nutrientes, demostrando asi, que la microbiota intestinal puede variar dependiendo de la
composicion de la dieta en peces y que esta puede ser una herramienta Util para evaluar la
digestibilidad de ingredientes para alimento.

Por otro lado, Ramirez y colaboradores (2020), evaluaron las propiedades probioticas in vitro de
bacterias aisladas del contenido intestinal de Seriola lalandi silvestre. Encontraron que 19
aislamientos identificados como Pseudomonas, Shewanella, Psychrobacter y Acinetobacter
mostraron actividad antimicrobiana contra Vibrio y estimularon genes relacionados con la
respuesta inmune en peces como la expresion relativa significativa de citocinas, proteina amiloide
A sérica (SAA), hepcidina y lisozima. Por lo que, estos géneros podrian ser considerados como
probidticos potenciales en el cultivo de jurel cola amarilla (S. dorsalis).

La colonizacién y desarrollo de la microbiota en peces estan determinados por el contacto con el
ambiente, la composicién de la dieta, la absorcion de nutrientes, etapa de crecimiento, la presencia
de proteinas y enzimas digestivas, entre otras (Escobar-Briones et al., 2006, Sorroza, 2012). La
modulacion de la composicion y metabolismo de la microbiota intestinal a través de la
suplementacion de sustancias naturales como el ajo en la dieta, se presenta como una estrategia
para mejorar los mecanismos de defensa del sistema inmune de los organismos, aumentando la
resistencia a enfermedades. Ademas, las sustancias naturales son amigables con el ambiente, por
lo que pueden sustituir a los antibiéticos como medida de control de enfermedades sin afectar la
salud humana (Bulfon et al., 2015).

35



3. HIPOTESIS

La adicion de ajo al alimento del jurel cola amarilla (S. dorsalis) modifica la composicién
y funcionalidad de su microbiota intestinal, propiciando la proliferacion de bacterias benéficas para

el organismo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la administracion de alimento adicionado con polvo de ajo en la composicion

y funcionalidad de la microbiota intestinal de jurel cola amarilla (S. dorsalis).

4.2. Objetivos Especificos

1. Analizar la diversidad taxonémica de la microbiota intestinal del jurel alimentado con dietas

adicionadas con polvo de ajo.

2. Predecir el perfil funcional de la microbiota intestinal del jurel alimentado con dietas
adicionadas con polvo de ajo.

3. Comparar la composicion microbiana y perfil funcional de la microbiota intestinal de jurel

alimentado con dietas adicionadas con polvo de ajo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Bioensayo

El bioensayo que incluye: la elaboracion de las dietas, cultivo de organismos, disefio experimental
y coleccion de muestra se realizaron por la Dra. Candy Elizabeth Armuelles Bernal como parte de
su tesis de Doctorado, bajo la direccion de la Dra. Ménica Hernandez Rodriguez y el Dr. Benjamin
Bardn Sevilla, investigadores del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacidn Superior de Ensenada (CICESE).

En esta seccidn se describe brevemente el disefio experimental de la investigacion realizada por la
Dra. Armuelles, de la cual se proporcionaron las muestras de intestino para la realizacion del

presente estudio.

5.1.1. Dietas

En la elaboracion de las dietas se utiliz6 el alimento comercial Marine MX (Skretting) con 46% de
proteina y 11% de lipidos. El alimento se triturd en una licuadora hasta alcanzar un tamafio de
particula de 1 mm, posteriormente, se incorporaron las diferentes concentraciones de ajo en polvo
(4, 10 y 25%) mas 5% de almiddn y agua destilada, empleando una mezcladora industrial Hobart®
Legacy. La mezcla se pasé tres veces por un molino (Hobart® Legacy) con una placa con
perforaciones de 4 mm, y las pelet de alimento se colocaron en charolas de aluminio y se secaron
en una estufa Thermolyne (Oven serie 9000) por 22 h a 48°C. La dieta control se sometio al mismo
procedimiento de repeletizado pero sin polvo de ajo. Finalmente, el alimento se almaceno a una

temperatura de 4°C hasta su utilizacion (Armuelles-Bernal et al., 2022).
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5.1.2. Disefio Experimental

El cultivo de peces juveniles (5 g aprox.) que fueron donados por la empresa Ocean Baja Labs S.
A. de C. V., se hizo en el laboratorio de Peces Marinos del Departamento de Acuicultura. Los
jureles fueron mantenidos en tanques de 7 m3 acoplados a un sistema de recirculacion y se
alimentaron con la dieta Marine MX (Skretting), hasta su utilizacién. Para el bioensayo, peces con
un peso de 168+5.5 g, se trasladaron al laboratorio himedo del Departamento de Acuiculturay se
colocaron en 12 tanques de 460 L. Cada tanque contaba con sistema de aireacion y temperatura
controlada con un calentador de titanio acoplado a una caja reguladora de la temperatura y un
sensor de nivel. Se colocaron 20 peces libres de parasitos en cada uno de los tanques, distribuidos
en cuatro grupos experimentales con tres repeticiones cada uno. Antes de iniciar el experimento,
los peces se aclimataron por 15 dias, de la siguiente manera: se mantuvieron a 20 °C durante una
semana y posteriormente la temperatura se aumentd 1°C cada dos dias, hasta llegar a 25°C
(Rodriguez-Fonseca, 2014). Se realizaron recambios continuos de agua (600% del volumen diario)
y los peces fueron alimentados con una racién equivalente al 3.5% de su biomasa con el alimento
Marine MX (Skretting) dividido en dos raciones diarias (Orellana et al., 2014).

Una vez aclimatados, se tomaron las muestras iniciales para el andlisis de la microbiota intestinal
y los peces fueron alimentados con una de las cuatro dietas (0, 4, 10 y 25% de polvo de ajo) durante
30 dias, manteniendo las condiciones de cultivo. Al término, los peces se mantuvieron sin
alimentacion por 24 h y se colectaron cinco peces de cada tanque para el analisis de la microbiota

intestinal.

5.1.3. Coleccion de Muestra

Para la recoleccién de muestras de intestinos, los peces fueron sacrificados siguiendo el protocolo
propuesto por AVMA (American Veterinary Medical Association) (Leary et al., 2013).
Primeramente, cada organismo se anestesid con tricaina (100 mg/L) hasta observar la disminucion

del reflejo de huida y pérdida del equilibrio. Posteriormente, se procedio a se realizé la transeccion
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cervical y puncion medular (Armuelles-Bernal et al., 2022).

El intestino fue disectado y las secciones anterior o proximal y posterior o distal se colocaron por
separado en una hoja de aluminio previamente limpiado con una gaza impregnada de alcohol y
etiquetado. Las muestras se congelaron con nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C para su

analisis.

5.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de cada una de las muestras se llevo a cabo utilizando el kit comercial de
extraccion FastDNA Spin Kit for Soil (MP Biomedicals) y se determind la concentracién del ADN
en el fluorémetro Qubit 3.0 (Invitrogen), utilizando el kit Qubit® (Thermo Fisher Scientific™).
Posteriormente, se realiz6 un procedimiento de limpieza y concentracion para las muestras de ADN
gue mostraron posible contaminacion con proteinas empleando el protocolo del kit GeneClean 11
(MPBiomedicals). Una vez determinada la concentracion de ADN en las muestras, se procedio al

proceso de amplificacion.

5.3. Creacion y Normalizacion de Librerias para Secuenciacion

La amplificacién de la regién variable 4 de la subunidad 16S del gen del ARN ribosomal (ARNT)
se realiz6 por el método de doble indexado de Kozich y colaboradores (2013), en donde la
amplificacion y la union de los adaptadores se llevan a cabo en una sola reaccion PCR. Se usaron
iniciadores que contienen los adaptadores para la plataforma de secuenciacion, los indices,
secuencias de union (PAD-linker) y los iniciadores especificos para la region de interés. Los
iniciadores especificos para el gen 16S fueron los propuestos por Caporaso y colaboradores (2011),
515F (5' GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3') y 806R (5' GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3)).

El programa de PCR consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 ° C durante 2 min, 38 ciclos de
desnaturalizacion a 95 ° C durante 20 s, alineamiento a 55 ° C durante 15 s y extension 72 ° C
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durante 2 min, con una extension final a 72 ° C por 7 min. Posteriormente, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar si hay productos. Los productos esperados
presentaron un tamafio aproximado de 400 pb. Con la finalidad de obtener suficiente cantidad de
producto, las muestras se amplificaron por triplicado y se realiz6é un pool por cada una.

Para llevar a todas las muestras a una misma concentracion, se realiz6 una normalizacion de los
amplicones con el kit de normalizacion en placa SequalPrep™ (96) (Applied Biosistems™)
siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se cuantificd la concentracion de las
bibliotecas utilizando el fluorometro Qubit 3.0 (Invitrogen) y el kit Qubit® (Thermo Fisher
Scientific™).

Finalmente, la secuenciaciéon paired-end de las muestras se realizé en la plataforma Mi-Seq
(IMlumina) en las instalaciones del Laboratorio de Metagendmica del CICESE, utilizando el MiSeq
Reagent Kit v2 (300-cycles) MiSeq (2x250 pb). Todas las lecturas de extremos emparejados sin
procesar se han depositado en la base de datos del archivo de lectura de secuencias (SRA) en NCBI
con el ID de BioProyecto SUB12872821.

5.4. Andlisis Bioinformatico

5.4.1. Analisis de Calidad y Asignacion Taxonémica

Las lecturas de secuenciacion obtenidas fueron evaluadas mediante el pipeline del programa
QIIME 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology v 2019.4-2019.7) (Bolyen, 2019). Las
secuencias se filtraron por calidad y se eliminaron aquellas secuencias que tuvieran un valor de
calidad menor a 25. Las secuencias filtradas se ensamblaron por pares (Forward y Reverse) y las
posibles quimeras fueron eliminadas usando DADA2 (Callahan et al., 2016). Los parametros de
filtrado utilizados para recortar y truncar con DADAZ2 fueron 1/136 y 1/112, respectivamente.
Posteriormente, las secuencias se agruparon en variantes de secuencia de amplicon (ASV:
amplicon sequence variant) con un nivel de identidad del 100% usando DADAZ2 contra la base de
datos SILVA Version 132.
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Las asignaciones taxondmicas de los ASVs se llevaron a cabo mediante clasificacion-consenso-
blast (Camacho, 2009), formando agrupaciones del gen 16S ARNr agrupadas en un 100% de
similitudes dentro de la base de datos SILVA_132 (Quast et al., 2012). Los ASVs se alinearon y
filtraron con MAFFT v.7 (Katoh y Standley, 2013), y se construyo un arbol filogenético y se
enraizo con fastTree v.2.1 (Price, 2010). Las secuencias sin coincidencias en la base de datos
SILVA_132 fueron eliminadas. Como un paso adicional se eliminaron el 0.0005% de las lecturas,

correspondientes a los ASVs muy poco abundantes (Bokulich et al., 2013).

5.4.2 Andlisis de Diversidad

Utilizando la suite QIIME2 (Bolyen, 2019), se determin0 la diversidad microbiana de cada muestra
(alfa diversidad) y entre las muestras (beta diversidad), se realizaron gréficas de abundancia
relativa, curva de rarefaccion y graficas de coordenadas principales. Se emplearon los indices de
diversidad alfa: Shannon (diversidad), Chaol (riqueza bacteriana) y Simpson (abundancia
relativa). Para observar similitudes en la composicion de la comunidad microbiana en los diferentes
tratamientos, se realiz6 un andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en la métrica de
distancia filogenética ponderada UniFrac, que considera la abundancia de los ASVs (cuantitativo)
en los diferentes tratamientos (Lozupone et al., 2011). Los resultados fueron visualizados con
EMPeror (Vazquez-Baeza et al., 2013). Para determinar si existen diferencias significativas entre
los tratamientos, se realizé un andlisis de varianza permutacional (PERMANOVA) a p <0.05
utilizando QIIME2.

5.4.3 Analisis de Abundancia Diferencial (DA)

Los analisis de ocurrencia y abundancia diferencial entre los distintos tratamientos y secciones del
intestino se realizaron a nivel de familia; esto debido a que observamos que la mayoria de las

caracteristicas podian ser descritas de manera precisa a nivel de familia, ya que el 86% de las
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caracteristicas se encontraban en este nivel taxonomico. Estos analisis se realizaron en el programa
RStudio con la paqueteria phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013). En un principio, examinamos el
conjunto de 219 familias que obtuvimos de la asignacion taxonomica. Previo a la evaluacion de la
abundancia diferencial, empleamos un proceso de filtracibn no supervisada basado en la
prevalencia de las caracteristicas. Tras este paso de filtracion, retuvimos un total de 70 familias
(que representan el 96% de la abundancia total, con una abundancia absoluta de 68,660). Las
familias cuya clasificacion taxondémica no pudo ser determinada se etiquetaron con sus linajes
incompletos.

Asumimos que las caracteristicas (antes de los pasos de filtrado en el flujo de trabajo
bioinformatico, por ejemplo, eliminacion de quiméricos, filtrado de lectura de calidad,
caracteristicas de filtrado bajo, etc.) representan una combinacion de variantes bioldgicas reales
que siguen estando insuficientemente documentadas debido a la falta de representantes en la base
de datos (Hibbett y Glotzer, 2011). Un conjunto de 151 familias intersectadas en ambos tejidos; se
encontré que 26 y 42 taxones eran exclusivos en tejido, intestino anterior o intestino medio,

respectivamente. Las familias que aparecen solamente en un tejido se excluyeron de la prueba DA.

5.4.4. Prediccién Funcional

Las predicciones del potencial funcional de diferentes ASV se realizaron en PICRUSt 2 (v.2.1.4
beta) (Douglas et al., 2019). Las predicciones funcionales se obtuvieron comparando el nimero de
copias de 16S ARNr normalizado con la base de datos de la enciclopedia de genes y genomas de
Kioto (KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Se calcularon los valores ponderados
del indice de taxon secuenciado mas cercano (NSTI, Nearest Sequenced Taxon Index) de cada
ASV. Este valor mide la precision de prediccion de PICRUSt 2 ya que muestra la distancia genética
promedio entre cada ASV contra un genoma de referencia (Langille et al., 2013, de Voogd et al.,
2015, Douglas et al., 2019). Ademas, se eliminaron los ASV con valores NSTI superiores a 4
(Douglas et al., 2019). Finalmente, para visualizar la diferencia funcional entre los grupos, se
realizo un andlisis discriminante lineal (LEfSe), efecto-tamaiio (LDA) en funciones de nivel tres

de vias KEGG y un mapa de calor en funcion de la abundancia de vias KEGG identificadas
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mediante el programa MicrobiomAnalyst (Dhariwal et al., 2017).

5.4.5. Andlisis de Redes de Interaccién

Se realizo un analisis de co-expresion no binaria utilizando un enfoque ponderado topologicamente
(WTO) (Gysi et al., 2018) para evaluar la fuerza de las interacciones entre las familias bacterianas
detectadas en diferentes tejidos. Se enfocd especialmente en comparar el grupo control (dieta
comercial) y el T3 (25% PA) en ambos tejidos, ya que se observé una mayor disbiosis o diferencia
en la riqueza y diversidad de bacterias en este Gltimo grupo. EI método de la wTO mide un umbral
de enlace a enlace de valor p ajustado (padj) significativo <0,05 (Gysi et al., 2018).

Para observar detalladamente la interaccion de las familias clase de bacterias se realizé un analisis
de estimacion dispersa de correlaciones entre microbiomas (SECOM) (Lin et al., 2022) en el
programa MicrobiomeAnalyst (Dhariwal et al., 2017). Las correlaciones negativas (enlaces de
color azul) suelen representar relaciones simbioticas 0 comensales; mientras que las correlaciones
positivas (enlaces de color rojo) suelen representar interacciones depredador-presa, alelopatia o

competencia por recursos limitados.
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6. RESULTADOS

6.1. Extraccion y Amplificacion de ADN

Se realizaron extracciones de ADN de un total de 50 muestras de intestino correspondientes a los

dos segmentos de intestino y los cuatro grupos experimentales. Las muestras que presentaron

problemas durante la extraccion fueron limpiadas con el kit comercial Geneclean Il (MP

Biomedicals) y posteriormente se midid0 nuevamente su concentracion. El promedio de

concentracion fue 30.92 ng/uL siendo la maxima concentracion 173.4 ng/uL y la minima de 1.4

ng/uL. Las muestras extraidas y la concentracion de ADN (ng/uL) se muestran en el siguiente

cuadro.

Cuadro 2. Concentracion de ADN (ng/puL) en las muestras de intestino por tratamiento. PA:

Polvo de ajo.

Tratamiento # Muestra  ADN (ng/ul) Intestino
4% de PA 1 OP411P 12.4 Posterior
2 OP421P 6.9 Posterior

3 OP43IP 2.9 Posterior

4 OP441P 5.8 Posterior

5 OP451P 4.1 Posterior

6 OP411A 4.3 Anterior

7 OP421A 6.6 Anterior

8 OP43IA 7.2 Anterior

9 OP44I1A 45 Anterior

11 OP471A 6.7 Anterior

10% de PA 23 OP101I1A 5.4 Anterior
24 OP1021A 84.8 Anterior

25 OP103IA 15.1 Anterior

26 OP1041A 173.4 Anterior

27 OP1051A 4.8 Anterior

28 OP101IP 46.1 Posterior

29 OP102IP 43.8 Posterior

30 OP103IP 18.4 Posterior

31 OP1041P 39.9 Posterior

32 OP105IP 1335 Posterior
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25% PA 43 OP251I1A 49.1 Anterior

44 OP2521A 12.8 Anterior
45 OP253IA 85.9 Anterior
46 OP2541A 7 Anterior
47 OP2551A 7.3 Anterior
48 OP251IP 7.9 Posterior
49 OP252IP 14 Posterior
50 OP253IP 4.2 Posterior
51 OP2541P 5.8 Posterior
52 OP2551P 7.9 Posterior
Control 63 OPC2IA 59.3 Anterior
64 OPC3IA 64 Anterior
65 OPCS5IA 6.2 Anterior
66 OPCG6IA 12.2 Anterior
67 OPC7IA 7.7 Anterior
68 OPC2IP 53 Posterior
69 OPC3IP 7.5 Posterior
70 OPCS5IP 411 Posterior
71 OPC6IP 22.6 Posterior
72 OPCT7IP 8.6 Posterior

Para confirmar que la amplificacion se realizd con éxito, se verificd mediante electroforesis de un
gel de agarosa al 1%, confirmandose que la amplificacion fue exitosa, ya que las bandas obtenidas
presentaron el tamafio esperado (400-450pb). Al observar el gel se detectaron algunas bandas
tenues pero definidas, lo que resultd aceptable dada las concentraciones de ADN variables
obtenidas en la extraccién. Sin embargo, se observé también un ligero barrido en algunas de las
muestras, que podria indicar contaminacion por proteinas, y en otras muestras no se observan
bandas. Por tanto, se procedi6 a realizar una limpieza adicional de las muestras. En la siguiente
imagen del gel se muestran algunas muestras ya con limpieza a simple vista se puede observar que

el barrido disminuyd considerablemente (Figura 3).
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Figura 3. Amplicones de la region V4 del gen 16S ARNTr en gel de agarosa al 1%. a) Amplicones
obtenidos sin limpieza. b) Amplicones obtenidos después del proceso de limpieza.

6.2. Control de Calidad de las Secuencias

La secuenciacion fue de buena calidad de las secuencias, con Q >30, para la mayoria de las

secuencias, como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Graficas de calidad de secuencias. a) Secuencias sentido (forward). b) Secuencias anti-
sentido (reverse).

En total, se generaron 3,848,169 lecturas y la relacion de las secuencias filtradas y las secuencias
utilizadas en el analisis final se muestran en la figura 5. Después del control de calidad,
permanecieron 3,028,037 secuencias (78,68%), lo que resulta 35,415 secuencias en promedio por

muestra y permitieron en total la asignacion de 4,504 ASV.

48



120000

90000

60000 -
) -
1 2 3

- Secuencias depuradas
. Filtrado de secuencias
. Entrada de secuencias
. Secuencias fusionadas
- Secuencias No-quiméricas

Secuencias

0
CT|RL

Tratamientos
Figura 5. Control de calidad de las secuencias obtenidas y secuencias utilizadas para el analisis en

QIIME2 (Bolyen, 2019).

Por otro lado, las curvas de rarefaccién indican que la profundidad de secuenciacién de todas las
muestras fue suficiente para alcanzar el punto de meseta o inflexién, lo cual es indicativo que se ha
secuenciado casi la totalidad de la diversidad bacteriana total presente en cada muestra. En general
y para la mayoria de las muestras, a partir de las 2500 secuencias ya se habia cubierto toda la

diversidad presente en esa muestra (Figura 6).

observed features

30000 3500

1
8

2500-3000

Figura 6. Curva de rarefaccion que muestra la secuenciacion en cada una de las muestras. En el
eje X se describe la profundidad de secuenciacion por muestra y en el eje Y el nUmero de ASV
observados.
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6.3 Anélisis de Diversidad

La diversidad alfa se calculé utilizando la suite QIIME 2 a través del complemento g2-diversity.
Los indices de diversidad alfa que se calcularon fueron Chaol, Shannon y Simpson para evaluar y
realizar comparaciones detalladas de la distribucion de la diversidad de especies entre las muestras
de cada tratamiento y seccion de intestino. La Figura 7 presenta tres tablas que muestran los indices
de diversidad calculados para cada muestra en los diversos tratamientos y secciones.

Un valor més alto en el indice de Shannon indica una mayor diversidad de especies en la
comunidad. Los valores méas altos se observaron en el grupo control (en el rango de 4.5-6.9),
mientras que estos valores disminuyeron en los tratamientos con ajo, particularmente en el T3
(25%). Por otro lado, el indice de Chaol, que refleja la riqueza de especies en la comunidad,
también mostr6 valores mas altos en el grupo control (en el rango de 110-455), mientras que los
tratamientos con ajo obtuvieron valores mas bajos.

Finalmente, el indice de Simpson mide la dominancia en una comunidad, es decir, cuanto dominan
unas pocas especies en comparacion con otras. Los valores altos sugieren una mayor diversidad,
ya que indican una distribucion mas uniforme de la abundancia de especies. Se observé que los
tratamientos con ajo presentaron indices mas bajos en comparacion con el grupo de control.
Ademas, los valores calculados en la seccién de intestino anterior fueron un poco mas altos en
comparacion con la seccion de intestino posterior, en los tres indices de diversidad alfa.

En resumen, se observd una disminucion en la riqueza, diversidad y dominancia a medida que

aumentaba la concentracion de ajo en los tratamientos.
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Figura 7. Tablas de los indices de diversidad alfa de la microbiota intestinal del jurel cola amarilla
(S. dorsalis) alimentado con dietas adicionadas con diferentes concentraciones de polvo de ajo:
T1= 4%, T2= 10%, T3= 25%, C= control.

6.4 Perfil Taxondmico

La mayoria de los ASVs se asignaron a los filos Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Firmicutes y Planctomycetes. Proteobacteria y Bacteroidetes fueron los grupos bacterianos méas
predominantes en todas las muestras, independientemente de la dieta. A nivel de clase, los grupos
taxondmicos predominantes en la estructura microbiana fueron Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria, Bacteroidia, Bacilli, Thermoleophilia, Acidimicrobia y Planctomycetacia
(Figura 8). Sin embargo, el consumo de ajo si afectd la abundancia relativa de estas clases. Por
ejemplo, en ambos segmentos del intestino, la abundancia relativa de la clase
Gammaproteobacteria se incremento en funcion de la concentracion de ajo, mientras que las clases
Alphaproteobacteria y Bacteroidia se redujeron significativamente (Figura 8).

La clase Bacilli estuvo casi ausente en el intestino anterior del grupo control, pero aumento6 a
medida que incrementaba la concentracion de ajo en el alimento; lo mismo se observo para las
clases Thermoleophilia, Acidomicrobia y Planctomycetacia (Figura 8). Este mismo patron se
observo en el intestino posterior, excepto para la clase Bacilli.

El método de analisis multivariante basado en PCoA de matriz de distancia ponderada UniFrac
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reveld una agrupacion bien definida por tratamiento para ambas secciones de intestino y una clara

separacion entre tratamientos (Figura 9). La métrica UniFrac ponderadas registré mas del 70 % de

la varianza total. Usando esta métrica, la estructura de la comunidad microbiana presentd cuatro

grupos principales para cada seccion del intestino, siendo el control el grupo que mas se diferencid.

Esta diferenciacion entre tratamientos fue validada por PERMANOVA, obteniendo diferencias

significativas en las comparaciones pareadas entre tratamientos y en ambos segmentos intestinales

(Cuadro 3).
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Figura 8. Perfil taxonémico de la microbiota intestinal del jurel cola amarilla (S. dorsalis)
alimentado con diferentes dietas adicionadas con ajo: T1= 4% T2= 10%, T3= 25%, C= control.
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Figura 9. Andlisis de coordenadas principales (PcoA) de la microbiota intestinal detectada en el
intestino del jurel cola amarilla (S. dorsalis) alimentado con diferentes dietas adicionadas con ajo.
a) PCoA del intestino anterior, b) PCoA del intestino posterior. Los plots se derivan de la prueba
Unifrac ponderada. DC: dieta comercial, PA=polvo de ajo.
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Cuadro 3. Andlisis de varianza multivariante permutacional (PERMANOVA) después de
comparaciones pareadas entre las comunidades bacterianas detectadas en el intestino anterior y el
intestino posterior del jurel cola amarilla (S. dorsalis) alimentados con dietas con diferentes
concentraciones de ajo (A. sativum) (control, 4, 10 y 25%).

Intestino anterior

Grupo 1 Grupo 2 pseudo-F p-value g-value
T1 (4%) T2 (10%) 6.934458 0.0002 0.0002
T1 (4%) T3 (25%) 16.15112 0.0002 0.0002
T1 (4%) CONTROL 89.13914 0.0002 0.0002
T2 (10%) T3 (25%) 5.74762 0.0002 0.0002
T2 (10%) CONTROL 57.46994 0.0002 0.0002
T3 (25%) CONTROL 76.23845 0.0002 0.0002

Intestino posterior

Grupo 1 Grupo 2 pseudo-F p-value g-value
T1 (4%) T2 (10%) 14.45326 0.0002 0.0003
T1 (4%) T3 (25%) 46.23358 0.0004 0.0004
T1 (4%) CONTROL 17.48189 0.0002 0.0003
T2 (10%) T3 (25%) 15.01034 0.0002 0.0003
T2 (10%) CONTROL 13.22322 0.0004 0.0004
T3 (25%) CONTROL 41.04012 0.0002 0.0003

6.5. Analisis de Abundancia Diferencial (DA)

Para conocer cuales grupos taxondmicos a nivel de familia estaban propiciando diferencias de
composicion bacteriana entre tratamientos, se realizdé un andlisis de abundancia diferencial para
comparar las abundancias relativas entre las fracciones del intestino anterior y posterior. Un total
de 151 familias se compartieron entre segmentos de intestino independientemente del tratamiento,
mientras que 26 y 42 se detectaron exclusivamente en el intestino posterior y el intestino anterior,
respectivamente (Figura 10 A). La abundancia de algunas familias bacterianas fue
considerablemente diferente entre las dos fracciones del intestino. Algunas de las familias
abundantes en las muestras del intestino posterior, fueron Vibrionaceae, Pseudomonadaceae y

Burkholderiacea, mientras que en las muestras del intestino anterior las familias Microtrichaceae,
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Demenquinaceae y Alcanivoraceae fueron significativamente mas abundantes.

En cuanto a los tratamientos, se observo que la composicidn de las comunidades bacterianas vario
considerablemente entre ellos y respecto al control, en cada seccion de intestino. Las familias mas
abundantes en las muestras del grupo control fueron Thermaceae, Acetobactereaceae,
Demenquinaceae, Hyphomonadaceae y Woeseiacease, mientras que las familias Caldilineacease,
Cryomorphacease, Micavibrionacease, Rubinisphaeraceae estuvieron dentro de las mas
abundantes en todos los tratamientos.

Los resultados también revelaron que, a pesar de que se mantuvieron nucleos de microbiota de mas
de 70 familias tanto en el intestino posterior como en el anterior, la inclusién de ajo en la dieta
(Figura 10 B) influyé en la ocurrencia y abundancia de las diferentes familias (Figuras 11 y 12).
Estos cambios fueron mas prominentes en los tratamientos con mayor concentracion de ajo en

comparacion con el control (Figuras 11y 12).
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Figura 10. Ocurrencia de Familias a través de los segmentos intestinales (A) y tratamientos (B)
con Control, 4 (1), 10 (2) y 25% (3) de inclusion de ajo en la dieta del jurel cola amarilla. Los
puntos bajo la gréfica indican diferencias significativas en la ocurrencia de familias de bacterias
entre las secciones de intestino y tratamientos. Grafica realizada en el programa RStudio con la
paqueteria phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013).

56



Acetobacteraceae 1
Actinomycetaceae
Aeromonadaceae 1
Bdellovibrionaceae 1
Caldilineaceae -
Caulobacteraceae 1
Cellvibrionaceae q **=
Cryomorphaceae 1
Cyanobiaceae 1

D einococcaceae
Demequinaceae -
Enterobacteriaceae -
Hahellaceae 1
Halieaceae
Hydrogenophilaceae 1
Hyphomonadaceae 4
Lactobacillaceae 1
Marinobacteraceae 4
Micavibrionaceae 1
Microtrichaceae 4
MNocardiaceae
Phycisphaeraceae 1
Prevotellaceae
Pseudonocardiaceae 4
Reyranellaceae o
Rickettsiaceae
Rubinisphaeraceae
Rubritaleaceae -
Simkaniaceae 1
Thermaceae 1
Thermoactinomycetaceae
Veillonellaceae 1
Weeksellaceae 1
Woeseiaceae 1
Xanthomonadaceae 4

CD:CD+4% || cD:cp+i0% || cD:cp+2s% | [ co+4%:co+i0% || cD+4n:cD+25% | [cD+10%: CD+25%

— e e e — o e ]

A - e b . —

- —— [ — g —f—r P E—
e - [ —— ' '

— ._'._... —— — .
" [ a— v [ —— - e
e e - 1 B - —-—
_— — ——eee o — s -
- ——e — —— Prp——h |
—nee ...+ -_ ! !
e —f—n [ - ——n e
[ —— [ —— e — ——
pe— _— e - _— !
e e = -y —fmae [ —
s [ - i !
-—’—’0- --—.I—.‘ --ty—-.‘ -oﬂ.—-—. -t.—-_.. -v—'—c

—— —_— —

[T [ m—— [ . s i Pa—
—ees ot e — et e
e e s v —— ——— [ =

— oo — — o — JRS E——— —— e
[ e e — rr—
- -_— - Erp——— i .
B e e oo - by _——
—1 [ —— o —_— [ — [ ——
-1 0 1 I 0 | ] 0 I -2 -1 0 | - 0 | -l 0 I
Log fold change

Figura 11. Abundancia diferencial de los principales grupos taxonémicos entre los tratamientos
en el intestino anterior. El titulo del panel indica la direccién de la abundancia diferenciada. CD=
dieta comercial. Gréfica realizada en el programa RStudio con la paqueteria phyloseq (McMurdie
y Holmes, 2013).
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Figura 12. Abundancia diferencial de los principales grupos taxonémicos entre los tratamientos
en el intestino posterior. El titulo del panel indica la direccién de la abundancia diferenciada. CD=
dieta comercial. Grafica realizada en el programa RStudio con la paqueteria phyloseq (McMurdie
y Holmes, 2013).
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6.6. Prediccion Funcional

La distancia filogenética promedio (NSTI) de las ASVs encontradas en las muestras, en
comparacion con genomas microbianos completos ya secuenciados, fue de 0.30. En este sentido,
valores NSTI <2 indican que las predicciones realizadas por PICRUSt2 son confiables. Se observo
que, de las 50 funciones méas abundantes, 37 fueron comunes en todos los tratamientos y el grupo
control (Figura 13a). Sin embargo, Unicamente la funcion de oxidacion de &cidos grasos estuvo
presente en el T3 (25%). En relacion al grupo de control y el T3 (25%), no se identificaron
funciones compartidas; exclusivamente en el T3 (25%) se detectaron nueve funciones, marcando

asi la presencia mas significativa de funciones exclusivas en un tratamiento (Figura 13b).
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Ruta de la biosintesis de L-
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Figura 13. Diagrama de Venn donde se observan a) las funciones compartidas y exclusivas entre
tratamientos y b) en la tabla se indican las funciones Unicas presentes en cada tratamiento.

Las diferencias en el perfil taxondmico de la microbiota intestinal, causadas por el consumo de ajo,
también se reflejaron en el potencial funcional de la microbiota intestinal. Particularmente, algunas
funciones metabolicas se redujeron en los peces que consumieron altas concentraciones de ajo (>10
%); por ejemplo, las asociadas con el metabolismo de los carbohidratos (Figuras 14 y 15). En este
sentido, el ciclo del acido tricarboxilico, la gluconeogénesis, la glucolisis y las vias de las pentosas
fosfato tendieron a disminuir a medida que aumentaba la concentracion de ajo. Ademas, varias
otras funciones, como el metabolismo de proteinas y lipidos y la sintesis de biomoléculas,
disminuyeron cuando aumentaba la concentracion de ajo.

Por otro lado, el potencial funcional de la microbiota también mostro diferencias segun la seccion
del intestino. En el intestino anterior, las funciones se relacionaron con el ciclo de la urea, el ciclo
de los acidos tricarboxilicos, la ruta de las pentosas-fosfato y la biosintesis de biomoléculas, entre
otras. En el intestino posterior, funciones como la degradacion de la glucosa y la biosintesis de

aminoacidos se encontraban entre las mas significativas.
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Figura 14. Andlisis discriminante lineal (LefSe), efecto-tamario (LDA) en funciones de nivel 3 de
KEGG detectadas en la microbiota intestinal del jurel cola amarilla (S. dorsalis) alimentados con
diferentes dietas adicionadas con ajo: T1=4%, T2= 10%, T3= 25%, C= control. Gréfico realizado
en el programa MicrobiomeAnalyst (Dhariwal et al., 2017).
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Figura 15. Mapa de calor de funciones potenciales de la microbiota intestinal del jurel cola amarilla
(S. dorsalis) alimentado con diferentes dietas adicionadas con ajo: T1=4%, T2=+10%), T3=25%),
C= control. Grafico realizado en el programa MicrobiomeAnalyst (Dhariwal et al., 2017).

61



6.7 Andlisis de Redes de Interaccion

En el anélisis de red topologica ponderada (WTQ) se detectaron caracteristicas acumulativas a nivel
de familia, con 13,861 interacciones entre 167 nodos (familias de bacterias) en el intestino anterior
y 7,911 interacciones entre 134 nodos en el intestino posterior (independientemente del
tratamiento) al 95 % de confianza (valor padj <0,05) (Figura 16a). Por otro lado, se encontraron
9,045 entre 135 nodos interacciones en el control y 7,381 interacciones entre 122 nodos en el
tratamiento 3 (DC+25% PA) en intestino anterior al dia 30 al 95 % de confianza (valor padj <0,05)
(Figura 16b) y 8,911 interacciones entre 134 en el control y 10,296 interacciones entre 144 nodos
en el tratamiento 3 (DC+25% PA\) en intestino posterior al dia 30 al 95 % de confianza (valor padj
<0,05) (Figura 16c).
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Figura 16. Volcano Plot de la significancia de las interacciones entre familias de bacterias. a)
Comparacién intestino anterior y posterior, b) comparacion entre control y tratamiento tres en
intestino, ¢) comparacion entre control y tratamiento tres en intestino posterior. pval y pval.adj:
significancia a p<0.05. Gréfica realizada en el programa RStudio con la paqueteria phyloseq
(McMurdie y Holmes, 2013).
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Se registraron tres nodos (familias) clave en ambas secciones (Figura 17): Morganellaceae,
Xanthobacteraceae y Burkholderiaceae, que representaron mayor grado de interaccion en la
comunidad bacteriana y se observa que, entre estos grupos principales, hay una interaccién
negativa (linea azul), lo cual pudiera indicar una especie de competencia entre estos grupos por
recursos. Ademas, se observa que hay otros nodos interesantes interactuando en la comunidad,
como la familia Psedumonadaceae y Vibrionaceae, que mostraron interacciones positivas.

Por otro lado, en cuanto a los tratamientos en la seccion de intestino anterior, se observaron cinco
nodos clave (Figura 18). Dos familias Pseudomonadacea y Flavobacteraceae, fueron las que
presentaron un mayor grado de interaccion en la comunidad bacteriana y estas presentaron
interacciones positivas entre ellas y el resto de los nodos. En cuanto a la seccion de intestino
posterior, las familias Flavobactereaceae y Rhodobactereaceae (Figura 19) presentaron mayor
grado de interaccion en la comunidad, y entre ellas presentaron interacciones positivas, mientras

que con las familias Devosiaceae y Beijerinckiaceae presentaron interacciones negativas.

64



Eeudomonadaceae

omamonadaceae

ayobactenaceae

' rankiacese

proaneilacea

\ ///
% // nthobacteraceas

:IA

‘:ﬂo!o}ﬂacea;k P
Taxonl Taxon2 Correlacion Taxonl Taxon?2 Correlaciéon
Rhodobacteraceae |Flavobacteriaceae 0.946831 Rhodobacteraceae | Chitinophagaceae -0.78377
Xanthobacteraceae| Devosiaceae 0.771087 Flavobacteriaceae [ Chitinophagaceae -0.78779
Rhodobacteraceae | Rhizobiaceae 0.759646 Devosiaceae Rhodobacteraceae -0.81454

Figura 17. Grafico de interaccion de redes para comunidades microbianas en

intestino anterior
(IA) e intestino posterior (IP) a nivel de familia, utilizando andlisis de estimacion dispersa de
correlaciones entre microbiomas (SECOM). Los enlaces de color azul son correlaciones positivas,
mientras que los enlaces color naranja son correlaciones negativas. El tono de los enlaces indica
qué tan fuerte es la interaccion, y el grado de interaccién dentro de las familias esta representado
por el tamafio del nodo. Tablas con las correlaciones positivas y negativas mas altas.
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Figura 18. Gréafico de interaccién de redes para comunidades microbianas en los tratamientos a
nivel de familia en intestino anterior, utilizando analisis de estimacion dispersa de correlaciones
entre microbiomas (SECOM). Los enlaces de color azul son correlaciones negativas, mientras que
los enlaces de color naranja son las correlaciones positivas. El tono de los enlaces indica qué tan
fuerte es la interaccidn, y el grado de interaccién dentro de las familias esta representado por el
tamariio del nodo. Tabla de correlaciones positivas.
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Figura 19. Gréafico de interaccién de redes para comunidades microbianas en los tratamientos a
nivel de familia en intestino posterior, utilizando anélisis de estimacion dispersa de correlaciones
entre microbiomas (SECOM). Los enlaces de color azul son correlaciones positivas, mientras que
los enlaces color naranja son correlaciones negativas. El tono de los enlaces indica qué tan fuerte
es la interaccién, y el grado de interaccion dentro de las familias esta representado por el tamafio
del nodo. Tablas con las correlaciones positivas y negativas mas altas.
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7. DISCUSION

El uso de productos vegetales o derivados vegetales es una practica comun en los sistemas
acuicolas, particularmente aquellos que buscan reemplazar los antibidticos; sin embargo, se sabe
poco sobre su efecto en la microbiota intestinal ya que algunos, como el ajo, tienen compuestos
antibacterianos, antiparasitarios y antioxidantes. La microbiota participa en diversas funciones del
hospedero (Galindo-Villegas et al., 2012); por ejemplo, desempefia un papel vital en la nutricion,
en la proteccion contra bacterias patdgenas y en el desarrollo del sistema inmunolégico del
hospedero (Bikel et al., 2015, Ramirez y Romero, 2017). Los peces tienen una asociacion
significativa con la estructura de la microbiota intestinal, lo que sugiere una posible coevolucion
entre ellos llegando a crear una relacion de codependencia (Sullam et al., 2012, Ramirez y Romero,
2017).

Como resultado de este estudio, la adicion de ajo generd cambios en el perfil taxondémico de la
microbiota intestinal del jurel de cola amarilla, particularmente a concentraciones mayores al 10%.
Los grupos taxondmicos mas abundantes pertenecen a los filos Proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Firmicutes y Planctomycetes, que cominmente se informan como parte de la
microbiota intestinal en peces (Ramirez y Romero, 2017, Etyemez Biyikdeveci et al., 2018),
incluyendo el jurel de cola amarilla. Por ejemplo, Aguilera'y colaboradores (2013), informaron que
los filos predominantes en la etapa juvenil del jurel cola amarilla fueron Proteobacteria,
Actinobacteria y Bacilli (una clase perteneciente al filo Firmicutes). Rubio y colaboradores (2016),
documentaron que los filos méas representativos en la microbiota intestinal del jurel cola amarilla
silvestre adultos fueron Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes, asi como los
géneros Leucobacter, Alcaligenes, Marinobacter y Psychrobacter. Los filos Proteobacteria y
Actinobacteria predominan en la microbiota intestinal de los peces marinos, lo que sugiere que
estas bacterias estdn adaptadas a las condiciones intestinales y al entorno circundante (Tapia-
Paniagua et al., 2010, Xing et al., 2013).

Por otro lado, las clases mas abundantes de bacterias fueron Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria, Bacteroidia, Bacilli, Thermoleophilia, Acidimicrobia y Planctomycetacia, las
cuales han sido reportados como parte de la microbiota intestinal tipica en peces marinos (Ramirez

y Romero, 2017). Ademaés, la adicion de 10% o mas de ajo a la dieta causd un aumento de
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Gammaproteobacterias. Aunque esta clase es constitutiva de la microbiota intestinal de los peces,
y varios miembros estan relacionados con la produccion de enzimas digestivas que contribuyen a
la nutricidn de los peces (Ray et al., 2012), la adicion de 10% o mas de ajo promovieron su dominio,
reduciendo la diversidad bacteriana.

Se observd un aumento de las clases Bacilli, Thermoleophilia y Acidimicrobia en el intestino
anterior de los peces alimentados con ajo. Bacilli incluye a Bacillus sp. y Lactobacillus sp.,
bacterias beneficiosas que se han reportado como probidticos (Romero et al., 2014). La clase
Bacilli en todos los tratamientos, mientras que las clases Thermoleophilia y Acidomicrobia se
incrementaron en las concentraciones de 4 y 10%; Estas clases disminuyeron su abundancia en los
peces alimentados con la concentracién mas alta de ajo (25%). Este hallazgo sugiere que, la
disminucion de las clases Thermoleophilia y Acidimicrobia podria estar relacionada con los
componentes bactericidas presentes en el ajo.

Por su parte, las clases Alphaproteobacteria y Bacteroidia, miembros comunes de la microbiota
intestinal en los peces y desempefian funciones relacionadas con el sistema inmunoldgico (Michl
et al.,, 2017, Nyman et al., 2017), mostraron una disminucion a medida que aumentaba la
concentracion de ajo en la dieta. Ademas, la clase Planctomycetacia, presente en ambas secciones
intestinales, disminuyd cuando los peces consumieron ajo y casi desaparecieron en las
concentraciones mas altas. Aunque el papel preciso de estas bacterias en el intestino no esta
completamente esclarecido, se han sefialado como participantes activos en la digestion de celulosa
y prosperan al depender de los subproductos generados por otros procesos metabolicos (Heras y
Martin, 2021).

En general, los resultados indican que el ajo dietético proporcionado a altas concentraciones causa
un detrimento de los miembros regulares de la microbiota intestinal de jurel cola amarilla. Ademas,
los analisis de diversidad beta también revelaron que el perfil taxondmico de la microbiota se
modificé significativamente al disminuir la riqueza y abundancia de bacterias a concentraciones
mas altas de ajo.

El ajo posee compuestos bioactivos que proporcionan diversas propiedades biologicas que
aumentan la resistencia de los peces a las enfermedades (Shakya y Labh, 2014, Erguig et al., 2015,
Foysal et al., 2019). Uno de ellos es la actividad antibacteriana conferida por la alicina, que
participa en la biosintesis de lipidos y la sintesis de ARN en bacterias, demostrando la capacidad
de inhibir bacterias gram-positivas y gram-negativas (Bender-Bojalil y Barcenas-Pozos, 2013)
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farmacos (Ankri y Mirelman, 1999); sin embargo, la actividad antibacteriana de los compuestos de
ajo es inespecifica, por lo que, como en el caso de ciertos antibioticos de amplio espectro, la
microbiota, en general, puede ser vulnerable ante la presencia de altas concentraciones de estos
compuestos y, por lo tanto, se podria esperar que altas concentraciones de ajo tuvieran una
influencia significativa sobre el perfil taxonémico y funcional de la microbiota.

El andlisis de abundancia diferencial (DA), al comparar las fracciones del intestino anterior y
posterior, asi como entre los diferentes tratamientos, reveld que ciertas familias abundantes en
ambas fracciones del intestino son constituyentes principales de la microbiota intestinal en diversas
especies de peces marinos (Pérez et al., 2010, Ramirez y Romero, 2017). La familia més
predominante en la seccion de intestino posterior fue Vibrionaceae.

En el intestino posterior, ocurre la absorcion de azlcares simples por parte de las células del
hospedero, lo que provoca una alteracion significativa en las fuentes de energia disponibles para el
crecimiento bacteriano. Esta modificacion resulta en cambios en la composicion bacteriana. Es
importante destacar que la mayoria de los carbohidratos disponibles en esta region son
carbohidratos complejos, como polisacaridos derivados de la dieta o del propio hospedero, como
la mucina y los restos celulares. Estos carbohidratos no pueden ser digeridos por el hospedero, lo
que implica que estan disponibles para la fermentacién por parte de las bacterias intestinales
(Bairagi et al., 2002).

Las bacterias pertenecientes a la familia Vibrionaceae pueden digerir polisacaridos y, por lo tanto,
pueden usar carbohidratos como fuente de energia (Fjellheim et al., 2007). Por consiguiente, esto
podria explicar por qué la abundancia de bacterias en la familia Vibrionaceae es mayor en el
intestino posterior en comparacion con el intestino anterior.

En el grupo control, las familias Flavobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Vibrionaceae,
Saprospiraceae y Physcispharaceae fueron las mas abundantes. Particularmente en el tratamiento
namero tres (25% de dietas de ajo en polvo), las familias Morganellaceae, Pseudomonaceae,
Halomonadacea, Thermanaceae y Alcaligenaceae solo aparecieron en ese grupo. Varios miembros
de estas familias se consideran patogenos; por ejemplo, en la familia Morganellaceae, la bacteria
M. morganii ha sido reconocida como un patégeno cada vez mas importante (Kim et al., 2000,
Reshma et al., 2018). Esta bacteria se ha asociado con la produccién de histamina, y los altos
niveles de este compuesto se asocian, a su vez, con trastornos inflamatorios de la mucosa; también

puede estimular la secrecion de citoquinas proinflamatorias que causan inflamacion intestinal
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(Bjornsdottir-Butler et al., 2015). Por otro lado, la familia Halomonadaceae generalmente habita
ambientes con alto contenido de sal, y algunos miembros de esta familia han sido descritos como
patdgenos oportunistas. (Stevens et al., 2009, Raymann et al., 2017).

En un estudio realizado por Kim y colaboradores (2019), se investigaron los efectos de diferentes
concentraciones de antibidticos en peces. Los resultados revelaron que algunas familias
bacterianas, presentes en menor proporcion en el intestino de los peces, fueron diferencialmente
abundantes entre los tratamientos con antibioticos; se observo un aumento en la abundancia de las
familias Halomondaceae, Pseudomonadaceae, Vibrionaceae y Xanthobacteraceae despues de
agregar antibioticos en altas concentraciones, demostrando asi que los antibidticos pueden afectar
a la comunidad intestinal al reducir su diversidad y, en algunos casos, pueden conducir a un
aumento significativo de patdgenos oportunistas que causan disbiosis.

Ademas, la fuerte influencia del ajo en concentraciones mas altas (>10%) en el perfil taxonémico
de la microbiota intestinal también se reflejo en el potencial funcional de la microbiota. Esto es
relevante, ya que los cambios en la microbiota intestinal no implican necesariamente
modificaciones significativas en el perfil funcional debido a una condicion conocida como
“redundancia funcional” que ocurre en diferentes taxones bacterianos; por ejemplo, muchos
microorganismos coexistentes pero aun siendo taxonémicamente distintos pueden codificar genes
para realizar las mismas funciones metabdlicas (Louca et al., 2018). Sin embargo, en el caso de
concentraciones elevadas de ajo, existe el riesgo de que se pierdan funciones relevantes
proporcionadas por la microbiota intestinal debido a los efectos del ajo en la comunidad bacteriana.
En cuanto a los cambios en las funciones de la microbiota intestinal, el metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos disminuyeron en los peces alimentados con la mayor
concentracion de ajo. El metabolismo depende de la inclusion de estos en la dieta (Krogdahl et al.,
2005), pero se ha informado que la microbiota intestinal del jurel cola amarilla puede desempefiar
un papel en la metabolizacion de carbohidratos, lipidos, vitaminas y aminoacidos consumidos por
estos peces (Ramirez y Romero, 2017). Asi, alteraciones que impliquen una disminucién del poder
metabdlico de la microbiota podrian afectar al rendimiento nutricional de los peces. En el
metabolismo de proteinas la microbiota intestinal degrada aminoacidos y proteinas de la dieta o
metaboliza nutrientes a través de la fermentacion para la formacion de diferentes compuestos (por
ejemplo, oxido nitrico, amoniaco, poliamidas, sulfuro de hidrégeno, entre otros) que son necesarios

para el mantenimiento de la salud intestinal (Dai et al., 2011, Macfarlane y Macfarlane, 2012).
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Ademas, en el intestino, la treonina se utiliza para la sintesis de mucinas, que son glicoproteinas
que desempefian un papel crucial en la proteccion y preservacion de la integridad de la mucosa
intestinal. Estas mucinas son fundamentales para mantener la funcion adecuada de la barrera
epitelial del intestino, lo que ayuda a protegerlo de posibles dafios y garantiza su correcto
funcionamiento (Hensel et al., 2014, Yang y Liao, 2019). Por lo que, diminuciones de este tipo de
funciones podrian comprometer la integridad y mantenimiento del 6ptimo estado de salud intestinal
de los peces.

En cuanto al metabolismo de los &cidos grasos y los lipidos, que son esenciales en los procesos
bioldgicos en los peces, la microbiota intestinal es un regulador clave (Zhou et al., 2018). Las
bacterias anaerdbicas contribuyen a la nutricién de los peces al proporcionar &cidos grasos de
cadena corta (AGCC) (Camara-Ruiz et al., 2020), que son una fuente de energia y estan asociados
con el sistema inmunoldgico al ayudar a mantener el epitelio y la resistencia contra patdgenos
(Armstrong et al., 2019, Salas-Leiva et al., 2020). Por lo tanto, la disminucion de la abundancia de
vias como la gluconeogénesis, la glucolisis y el fosfato de pentosa en peces alimentados con alta
concentracion de ajo indica posiblemente que la microbiota asociada con estas funciones
disminuyé en abundancia y perdié miembros, lo que representa riesgo de disbiosis.

En cuanto a las observaciones en las secciones de intestino, en la parte anterior se incrementaron
funciones relacionadas a la activacién del ciclo de la urea, la ruta de las pentosas-fosfato y el ciclo
de los acidos tricarboxilicos y funciones relacionadas con el aumento del estrés oxidativo. Se ha
reportado que el estrés oxidativo es un proceso relevante en la asfixia perinatal en peces, ya que
puede influir en la salud celular, la funcién de los drganos y el desarrollo de los organismos en esta
etapa critica (Solevag et al., 2021). En la parte posterior, la degradaciéon de la glucosa y la
biosintesis de aminoacidos como la alanina y la arginina fueron las funciones mas representadas.
Se ha demostrado que la presencia de microplasticos aumenta la glucosa y aminoéacidos en el pez
cebra. En un estudio realizado por Qiao y colaboradores (2019), se informd que la glucosa y los
aminoacidos como la alanina aumentaron significativamente en el intestino del pez cebra sometidos
a estrés debido a la exposicion a microplasticos. EI aumento de la glucosa esta relacionado con
estados proinflamatorios, y su propésito radica en facilitar su absorcion por las células del sistema
inmunoldgico, las cuales utilizan la glucosa como una fuente de energia (Hotamisligil, 2006). Esto
sugiere una correlacion entre el estado de estrés y su capacidad para alterar el sistema inmunoldgico

de los peces, lo que a su vez influye en la regulacion de los niveles de glucosa y aminoacidos en el
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intestino.

El andlisis de redes mostro la existencia de familias clave en ambas secciones de intestino como
Morganellaceae, Xanthobacteraceae y Burkholderiaceae, las cuales parecen coexistir con una
relacion positiva en la comunidad bacteriana. Se ha reportado que esto grupos pueden estar
presentes en diferentes habitats y ser parte de la microbiota de animales (Saddler y Bradbury, 2005,
Estrada-De Los Santos et al., 2016) y sus funciones se centran en la degradacion de compuestos
organicos y la fijacion de nitrégeno en el caso de la familia Xanthobacteraceae (Fei et al., 2020).
En cuanto a las familias Burkholderiaceae y Morganellaceae, se ha reportado que estos grupos
contienen numerosas bacterias patdgenas en humanos y animales, incluyendo patdgenos
oportunistas como los géneros Burkholderia y Pandoraea que se encuentran en los pulmones de
pacientes con fibrosis quisticay M. morganii que ha sido reconocida como un patégeno importante
(Schaffer, 2015, Reshma et al., 2018). Una posible explicacidn de su interaccion positiva, es que
pudieran estar interactuando entre ellas para llevar a cabo diferentes funciones, como por ejemplo
compartir genes de resistencia a través de transferencia horizontal de genes; sin embargo, no se
conocen relaciones simbioticas entre estas familias.

Las interacciones en el tratamiento tres (25% PA), respecto al grupo control en el intestino anterior
se centraron en dos familias: Pseudomonadaceae y Flavobacteraceae, que podrian tener una
interaccion simbidtica entre ellas. Las bacterias pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae se
encuentran ampliamente distribuidas en diferentes entornos, tanto como saprofitos de vida libre en
suelos, agua dulce y ambientes marinos, asi como agentes causantes de enfermedades en plantas y
animales (Drobish et al., 2016). Su capacidad para metabolizar una amplia variedad de nutrientes,
es lo que le permite una amplia distribucion en suelos de diversos héabitats (Roquigny et al., 2017).
El género méas conocido dentro de esta familia es Pseudomonas, el cual incluye especies como
Pseudomonas aeruginosa, un patdégeno oportunista en humanos (Wu et al., 2015).

La familia Flavobacteriaceae es una familia de bacterias gram-negativas perteneciente al orden
Flavobacteriales. EI género mas prominente dentro de esta familia es Flavobacterium, el cual
incluye muchas especies que desempefian un papel importante en la descomposicion de materia
organica y la formacion de biopeliculas en los ecosistemas acuéaticos (Bernardet, 2011). Algunas
especies de Flavobacterium también estan asociadas con enfermedades en peces y otros
organismos acuaticos como Flavobacterium psychrophilum, el agente etiologico de la enfermedad
bacteriana del agua fria y el sindrome de alevines de trucha arcoiris (Nematollahi et al., 2003,
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Starliper, 2011); Flavobacterium columnare, el agente causal de la enfermedad columnaris
(lesiones blancas o grises en la piel, aletas y branquias) y Flavobacterium branchiophilum, el
supuesto agente de la enfermedad bacteriana de las branquias (Shotts Jr y Starliper, 1999). En
general, no se conocen relaciones simbioticas especificas entre estas dos familias de bacterias, es
posible que, en ciertas situaciones, como en ambientes acuaticos o en intestino, donde ambas
familias de bacterias pueden coexistir, puedan interactuar de manera indirecta o influenciarse
mutuamente a través de procesos mas amplios, como la degradacion de alimentos o la
transformacion de nutrientes.

En intestino posterior, las familias Flavobactereaceae y Rhodobactereaceae fueron claves en la
comunidad y presentaron interacciones positivas en el tratamiento tres, respecto al control. La
familia Rhodobacteraceae es un importante grupo, su abundancia puede estimularse mediante la
adicion de carbohidratos y ayuda a reducir el estrés en camarén blanco (Dong et al., 2023).
Especificamente, las familias Flavobactereaceae y Beijerinckiaceae presentaron interacciones
negativas. Una posible explicacion de esta red es que estos podrian competir por recursos de
nutrientes o sitios de adhesion. La familia Beijerinckiaceae comprende bacterias aerobicas que
tienen la capacidad de formar granulos de poli-B-hidroxibutirato y fijar nitrdgeno. Ademas, estas
bacterias tienen la capacidad de aumentar la produccién de exopolisacaridos (Marin y Arahal,
2014). La investigacion sobre bacterias fijadoras de nitrégeno en organismos acuaticos como
simbiontes ha sido limitada. Sin embargo, se han registrado procesos de fijacion de nitrégeno en la
comunidad microbiana presente en el tracto digestivo de especies de teledsteos, como el bagre
Panaque nigrolineatus (McDonald et al., 2015). Lo anterior deja en evidencia que se requieren
investigaciones adicionales para comprender mejor las posibles interacciones simbidticas entre
estas familias.

La adicion de ajo al 25% tiene un impacto significativo en las redes de interaccion de la microbiota
del jurel. Esto se evidencia a través de la presencia destacada de familias de bacterias asociadas a
enfermedades infecciosas en organismos acuaticos. Los analisis de redes de interaccion revelaron
que estas familias tienen un peso importante en la comunidad bacteriana y muestran interacciones
fuertes.

Con base en los resultados obtenidos, resulta evidente que el ajo modificé la composicion de la
microbiota intestinal del jurel cola amarilla (S. dorsalis) al reducir la diversidad y abundancia de

especies bacterianas importantes, dando lugar a modificaciones funcionales. Ademas, la evidencia
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indica que la adicion de altas concentraciones de ajo no favorece la proliferacién de bacterias
beneficiosas en esta especie. En cambio, reducir la riqueza de especies bacterianas parece causar
un desequilibrio de la microbiota, favoreciendo la colonizacion de bacterias patogenas; un efecto
similar al de los antibidticos. El uso de antibioticos provoca alteraciones que pueden afectar la
relacion mutualista entre la microbiota y el hospedero, lo que podria conducir a la desregulacion
inmune y aumentar la susceptibilidad a la enfermedad o promover la colonizacion de patégenos
oportunistas (Francino, 2016, Kim et al., 2019). El uso de altas concentraciones de ajo durante un
largo periodo podria tener el mismo efecto sobre la microbiota intestinal que el uso de antibidticos
debido a los diferentes compuestos activos en el ajo que le proporcionan propiedades
antibacterianas de amplio espectro como muchos antibiéticos (Soliman et al., 2019, Erlong Wang
et al., 2019). En la literatura, la concentracion maxima en las dietas de peces es de 4% de ajo en
polvo, lo que cambia la composicién de la microbiota intestinal (Talpur y Ikhwanuddin, 2012,
Muzaffar et al., 2017, Etyemez Blylkdeveci et al., 2018), por lo que el uso de concentraciones
mayores no resulta recomendable.

Como se menciond, la microbiota intestinal se considera un 6rgano adicional que desempefia un
papel importante no solo en la digestion y absorcion de nutrientes, sino también en el desarrollo,
crecimiento y salud general del hospedero. La microbiota intestinal influye en el eje intestino-
cerebro y ayuda a mantener la homeostasis del hospedero (Borrelli et al., 2016, Butt y Volkoff,
2019, Cornuault et al., 2022). Como cualquier érgano, si se ve afectado, pierde partes de sus
funciones, lo que se refleja en la salud del organismo. En este sentido, se puede sefialar que el ajo
se puede utilizar en dosis méas bajas, porque en dosis mas altas afecta desfavorablemente a la
microbiota intestinal del jurel cola amarilla al reducir las bacterias comensales y la funcién general

de la microbiota.
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8. CONCLUSIONES

La adicion de ajo en el alimento cambia la composicion del perfil taxonémico en la
microbiota intestinal del jurel cola amarilla (S. dorsalis), observable por la disminucion en la
riqueza y abundancia de especies bacterianas.

La administracion de altas concentraciones de ajo estimulé el aumento de la abundancia de
bacterias de las familias Morganellaceae, Pseudomonaceae, Halomonadacea, Thermanaceae y
Alcaligenaceae.

La composicién de la microbiota fue diferente en el intestino anterior y en el posterior., estimulando
el aumento de familias como las Vibrionaceae en el intestino posterior, bacterias conocidas por
utilizar carbohidratos complejos como fuente de energia, que no son digeribles por el hospedero.
La adicion de ajo en el alimento cambio el potencial funcional de la microbiota intestinal del jurel
cola amarilla (S. dorsalis), al reducir funciones como el metabolismo de carbohidratos, proteinas,
lipidos y sintesis de biomoléculas.

Las funciones en las distintas secciones del intestino también fueron diferentes, en el intestino
anterior predominaron funciones relacionadas con el ciclo de la urea, el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, la via de las pentosas-fosfato y la biosintesis de biomoléculas, y en el intestino
posterior funciones como descomposicion de la glucosa y biosintesis de aminoacidos.

Las redes de interaccion, asi como el nimero de nodos o familias clave en la comunidad bacteriana
en intestino del jurel cola amarilla (S. dorsalis) parecen disminuir en la microbiota de peces
alimentados con altas concentraciones de ajo.

Las familias Pseudomonadaceae y Flavobacteraceae, fueron las familias clave en intestino anterior,
asi como Flavobacteraceae y Rhodobactereaceae en intestino posterior y entre ellas presentaron
interacciones positivas, lo que puede significar relaciones simbidticas entres estos grupos.

El ajo tiene un efecto similar al de los antibidticos, provocando disbiosis intestinal en el jurel cola
amarilla, reduciendo la riqueza y abundancia de bacterias y modificando funciones en la microbiota

intestinal.
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