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Abstract

Effects on the intestinal microbiota of Sparus aurata after administration of diets supplemented with different doses of Debaryomyces
hansenii or INMUNOTEC have been evaluated. The results revealed significant changes at metagenomical level and it could be
related to metabolic changes, especially in the case of the diet supplemented with the highest dose of IMMUNOTEC.

Resumen

En este estudio se analizan los efectos que la inclusion en la dieta de distintas dosis de Debaryomyces hansenii e INMUNOTEC
tienen sobre la microbiota intestinal de ejemplares de Sparus auratatras. Los resultados obtenidos revelaron cambios a nivel
metagendmico, que podrian estar asociados con cambios metabdlicos, especialmente en el caso de la dieta suplementada con la dosis
mas elevada de INMUNOTEC.

Justificacién

En la actualidad, el sector acuicola busca conseguir una produccién sostenible, que reduzca los riesgos para
el consumidor y el medio ambiente. Numerosos estudios demuestran que la microbiota intestinal esta
estrechamente relacionada con la salud de los peces y uno de los principales factores que pueden afectar su
composicion es la dieta. Ello implica que sea imprescindible comprender lo mejor posible las
consecuencias que se puedan derivar en la microbiota intestinal tras cambios en la dieta de los peces, y que
efecto pueden ejercer sobre las interacciones entre la microbiota y su hospedador. Indudablemente, esto
favorecera el desarrollo de dietas beneficiosas (Tremaroli, V. et al., 2012).

Este ha sido el objetivo de este estudio realizado con grupos de ejemplares de Sparus aurata, una especie
con importante peso econdmico en la acuicultura mediterranea. Un grupo de peces fue alimentado con una
dieta comercial suplementada con diferentes dosis de la levadura Debaryomyces hansenii, mientras otros
recibieron la dieta con dos dosis de compuestos que han sido reportados como eficientes
inmunoestimulantes en peces (Echinacea purpurea, oligosacaridos mananos (MOS), f glucanos y vitamina
C), denominado INMUNOTEC.

Material y métodos

Se establecieron 5 grupos de peces que recibieron 5 tratamientos diferentes: dieta control, la misma dieta
suplementada con 1,1% 6 2,2% de D. hansenii y, dietas suplementadas con 0,15% o 0,30% de
INMUNOTEC. A partir de 4 ejemplares de cada uno de los tratamientos, se tomaron muestras de intestino
anterior y posterior.

A partir de la muestras, se extrajo ADN del contenido intestinal, mediante el protocolo de precipitacién
salina propuesto por Martinez y et al. (1998), seguido de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
que permitié amplificar las regiones variables del ARNr 16S V3V4. La secuenciacion masiva fue realizada
por el Servicio de Secuenciacién Masiva del SCBI (Supercomputing and Bioinnovation Center de Malaga)
empleando la tecnologia Miseq Illumina. Las lecturas brutas recibidas se procesaron y permitieron la
reconstruccién del amplicén mediante un flujo de trabajo que utiliza el programa bioinformatico “Mothur”.
Las secuencias filtradas fueron asignadas taxonémicamente usando la base de datos Greengenes (Mayo
2013). Por altimo, toda la informacion obtenida se unifico en fichero tipo BIOM.



Para realizar una prediccion de las capacidades funcionales de la microbiota intestinal de las muestras se
utilizo el software informatico PICRUST (Languille et al., 2013). Por dltimo, los andlisis estadisticos se
calcularon mediante el test estadistico DeSeq2 y t- student (p< 0,05) y se realizaron representaciones
gréficas utilizando Excel, PAST v3.11 0 R.

Resultados y discusion

Como resultado de la secuenciacion se obtuvieron 455.559 lecturas totales, siendo 6498 las lecturas
efectivas.

Se analiz6 la o-diversidad calculando los indices Chaol, Shannon y Simpson, los cuales no mostraron
diferencias significativas entre los distintos tratamientos. Los fila Proteobacteria, Firmicutes,
Bacterioidetes y Actinobacteria son fila caracteristicos de la microbiota intestinal de dorada (Kormas et al.,
2014). En ambas dietas, se observaron diferencias fundamentalmente a nivel de géneros cuya abundancia
no superaba el 1% del total de secuencias (Tabla 1).

Tabla 1. Géneros cuya diferencia de abundancia es estadisticamente significativas.

Secciodn intestinal Dieta Géneros
Intestino anterior D. hansenii (1,1%) Prevotella, Dialister, Marinomonas
D. hansenii (2.2%) Delftia
D. hansenii (1,1%) Brevundimonas, Ruegeria,Finegoldia, Planctomices

Intestino posterior Lactococuss, Rubrobacter, Methylobacterium,
Photobacterium
Delftia,Veillonella,Fluviicola, Thalassobius,
Photobacterum, Ralstonia,
INMUNOTEC (0,15%) Leuconostoc,Polaibacter,Lutimonas, Loktanella,

Intestino anterior Sediminibacterum, Agrobacterium,

Devosia,Strectococuss, Aerococcus
INMUNOTEC (0,3%) Delftiall:,)_FIuviicoIa, Ruegeria, Por_phyromonas,

inoroseobacter, Aggregatibacter

INMUNOTEC (0,15%) Pseudomonas, Burkholderia, Finegoldia
Leucothrix,Planctomyces,Prevotella,Vurrucomicrobi
INMUNOTEC (0,3%) um, Dialister,Nanotronomonas, Persicirhabdus,
Flnegoldia

D. hansenii (2.2%)

Intestino posterior

Se llevé a cabo una prediccion sobre la funcionalidad de la microbiota intestinal, obteniendo resultados
estadisticamente significativos respecto a la dieta control en los intestinos posteriores de peces a los que
se administré la dieta INMUNOTEC 0,3%, cambios que predicen una mayor implicacion de la
microbiota intestinal de estos peces en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y aminoacidos, lo que
puede ser determinante para los peces bajo situaciones en las que necesiten un mayor aporte energético
y una mayor sintesis de proteinas .
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