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Abstract

The maintenance of biodiversity in the gut of fish is essential for their health and defense against potential pathogens. A common way to study this
biodiversity is by metabarcoding, which consists in sequencing hypervariable regions of the 16S rRNA gene. In this work, the hypervariable regions
V1V3, V3V4 and V4V5 have been compared using a bioinformatic pipeline to determine which is the most appropriate for the study of the microbiota of
two species of interest in aquaculture: sea bream and sole. Both the alpha diversity and taxonomy results obtained suggest that the most appropriate region
for these models is V3V4. Therefore, this is the region that should be used to determine biodiversity by metabarcoding in the intestine of cultured fish,
something of great relevance in many aquaculture studies, since it is an indicator of the health of individuals.

Resumen

El mantenimiento de la biodiversidad en el intestino de los peces es esencial para su estado de salud y su defensa frente a posibles patogenos. Una
manera habitual de estudiar esta biodiversidad es mediante la técnica de metabarcoding, que consiste en la secuenciacion de regiones hipervariables
del gen rRNA 16S. En este trabajo, se han comparado las regiones hipervariables V1V3, V3V4 y V4V5 mediante un flujo bioinformatico para
determinar cudl es la mas apropiada para el estudio de la microbiota de dos especies de interés en acuicultura: la dorada y el lenguado. Tanto los
resultados de diversidad alfa como de taxonomia obtenidos apuntan a que la region idonea para ello en estos modelos es la V3V4. Por tanto, es la
region que deberia emplearse para conocer la biodiversidad mediante metabarcoding en el intestino de peces cultivables, algo de gran relevancia en
muchos estudios en acuicultura, puesto que es un indicador de la salud de los individuos.

Introduccién

La microbiota intestinal tiene un papel esencial en la fisiologia de los peces y puede verse afectada por distintos factores
como las dietas, el ambiente y su propia filogenia. Uno de los métodos mas utilizados en los tultimos afios para el
estudio de la diversidad de la microbiota es la secuenciacion por amplicon de regiones hipervariables del gen de rRNA
16S, una técnica conocida como metabarcoding. El mantenimiento de la biodiversidad es crucial para que los animales
se encuentren en un estado saludable y sean resistentes a la invasion e infeccion por parte de patogenos (De Schyrver y
Vadstein, 2014). Por ello, es importante poner a punto los métodos existentes para su estudio. En este trabajo, se ha
realizado un analisis bioinformatico comparativo a partir de datos de secuenciacion del gen rRNA 16S utilizando tres
amplicones diferentes empleados habitualmente en metabarcoding (V1V3, V3V4 y V4V5), con el fin de determinar
cual es el protocolo mas adecuado para el estudio de la microbiota intestinal usando como modelo dos especies de
interés en acuicultura: Solea senegalensis (lenguado) y Sparus aurata (dorada).

Material y métodos

Se cultivaron cuatro ejemplares de lenguado y cuatro ejemplares de dorada alimentados durante 90 dias con un pienso
comercial, se sacrificaron en estadio adulto y se conservé la parte anterior del intestino. Las muestras se congelaron
hasta ser procesadas. El DNA se extrajo siguiendo el protocolo de Martinez et al, 1998. Las librerias para la
secuenciacion se prepararon en el Servicio de Ultrasecuenciacion de la Universidad de Malaga. La secuenciacion se
llevo a cabo en la plataforma Illumina MiSeq™ utilizando un tamafio de 2x300 pb. Se utilizaron tres parejas de primers
especificos para las distintas regiones hipervariables del gen de rRNA 16S estudiadas: 27F/534R (533 bp) para V1V3,
341F/805R (469 bp) para V3V4 y 515F-Y/926R 2 (417 bp) para V4V5. Los datos de secuenciacion se procesaron con
un flujo bioinformatico basado en la libreria de R DADA2 (v1.22.0) para obtener las variantes de secuencia de
amplicon (ASV, del inglés amplicon sequence variant). Se utilizo la libreria de R phyloseq (v1.38.0) para estimar el
indice Shannon de diversidad alfa y para el estudio taxonomico. Las diferencias entre los indices alfa de cada amplicon
se consideraron significativas cuando p < 0,05 (t-Student).

Resultados y discusion

El amplicon V1V3 no pudo reconstruirse en ninguna de las dos especies tras el filtrado de las lecturas por calidad debido a
su elevado tamaio. Los resultados del filtrado de lecturas y el numero de ASV identificados en el resto de los experimentos
se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Numero medio de lecturas filtradas y ASV identificados por experimento.

Especie Amplicén Lecturas ASV
Lenguado V3V4 46157 573
V4V5 8069 93
Dorada V3v4 52586 267
V4V5 4002 31

La diversidad alfa obtenida fue significativamente mayor con el amplicon V3V4 en las dos especies. Los resultados de
diversidad alfa se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Diversidad alfa en cada experimento.

V3V4 V4V5
Lenguado 4,506 + 0,299* 2,782 + 0,906*
Dorada 3,853 £0,203%* | 1,651 +0,535%*

* y ** indican diferencias significativas (p < 0,05)

Al comparar los géneros identificados con cada amplicon, se obtuvo, en el caso del lenguado, que 17 géneros se
identificaron de manera comun por los dos amplicones, aunque con diferencias en su abundancia, 40 se identificaron
solo con V3V4 y 20 solo con V4V5. En el caso de la dorada, se identificaron 6 géneros de manera comun (con distintas
abundancias), 30 solo con V3V4 y 1 solo con V4V5.

Tanto los resultados de diversidad alfa como el estudio taxondmico muestran que, en general, el uso de V3V4 es mas
adecuado para el andlisis del nicho bioldgico estudiado. La diversidad alfa fue significativamente mayor con V3V4 en
las dos especies, asi como el numero de géneros identificados. En otros ambientes, se ha recomendado el uso del
amplicon V4V5 preferentemente al V3V4 (Fadeev et al., 2021), sin embargo, el principal interés de esto es su
capacidad para identificar arqueas, algo que no es relevante en el modelo de estudio de este trabajo. Por tanto,
atendiendo a los resultados obtenidos en cuanto a diversidad y taxonomia, el amplicon V3V4 es el mas adecuado para
captar la diversidad presente en el intestino de peces de interés en acuicultura. Asi, es la region que deberia emplearse
para llevar a cabo estudios de biodiversidad intestinal mediante metabarcoding en peces cultivables, lo cual es de gran
relevancia para conocer como afectan a los individuos factores como dietas, estrés, lesiones o el propio ambiente, que
constituyen variables importantes en acuicultura.
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