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RESUMEN

El cuy (Cavia porcellus) es un roedor de alta importancia econémica y nutricional con
creciente demanda y poca oferta en el mercado nacional. Existiendo una escasa aplicacion
de biotecnologias que incrementen eficiencia de produccién y mejoramiento en la calidad
carnica. La fisiologia digestiva de fermentacion bacteriana post-gastrica que ocurre dentro
del ciego, donde existe un consorcio bacteriano (el microbioma) especializado en la
degradacion de fibra, asociado a la absorcion de nutrientes. EI microbioma tiene un papel
importante propia de cada raza asociado a su fenotipo, en ese contexto. El objetivo de este
estudio fue caracterizar el microbioma de ciego de cuyes de las razas Inti, Perd y Andina
mediante metagendmica para identificar posibles microorganismos asociados a la
degradacion y absorcion de nutrientes. Fueron disefiados dos tratamientos de acuerdo a la
raza y el suministro de alimento previo al sacrificio (animales con ayuno de 24 horas y sin
ayuno). Asi mismo se realizo el secuenciamiento de las regiones hipervariables V3-V4 del
gen 16S ARNr al cual se aplicd un andlisis bioinformatico mediante el paquete QIIME2-
2022.2. Encontrando mas de 180 secuencias por muestra, de las cuales el 58.37% pertenecian
al Phylum Firmicutes y el 27.99% al Phylum Bacteroidetes. No se encontraron diferencias
en la composicién bacteriana entre las 3 razas estudiadas, sin embargo, se vio que el ayuno
por 24 horas tiene un efecto en la diversidad microbiana. En consecuencia, el ciego de cuy
estd dominado por bacterias pertenecientes a los Phylum (Firmicutes y Bacteroidetes), y a
nivel de género (Ruminococcus, Prevotella y Fibrobacter) y especies (Ruminococcus
flavefaciens, Ruminococcus albus, Ruminococcus bromii, Prevotella ruminicola y
Fibrobacter succinogenes), dichas bacterias implicadas en la degradacién de la fibra,
candidatos potenciales para usé como probidticos en la produccion sostenible del cuy.

Palabras clave: metagendmica, 16S ARNTr, secuenciamiento, bioinformética
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ABSTRACT

The guinea pig (Cavia porcellus) is a rodent of high economic importance, whose digestive
physiology makes it an interesting animal model for the study of post-gastric bacterial
fermentation that occurs inside the cecum. This process involves a bacterial consortium (the
microbiome) specialized in fiber degradation. Due to the physiological and genetic
characteristics of the lines of this species, it is possible to find variations in the microbiome.
The objective of this study was to characterize the cecum microbiome of guinea pigs from
the Inti, Pert and Andina lines by metagenomics. Groups were established according to the
line and the feed supply prior to slaughter (animals fasted for 24 hours and without fasting).
The V3-V4 hypervariable regions of the 16S rRNA gene were sequenced and bioinformatic
analysis was performed using the QIIME2-2022.2 package. More than 180 sequences per
sample were found, of which 58.37% belonged to the Firmicutes phylum and 27.99% to the
Bacteroidetes phylum. No differences were found in the bacterial composition between the
3 lines studied, however, it was seen that fasting for 24 hours has an effect on microbial
diversity. This study concludes that the guinea pig cecum is dominated by bacteria belonging
to the Firmicutes and Bacteroidetes phyla, and at the genus level, various bacteria involved
in fiber degradation and potential candidates for use as probiotics in the sustainable

production of guinea pig have been found.

Keywords: Cavia porcellus, cecum, microbiome, metagenomics, 16S rRNA
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INTRODUCCION

El cuy, cobayo o también conocido como conejillo de indias (Cavia porcellus) es un
pequefio roedor doméstico nativo de los andes Sudamericanos. Gracias a su caracter
docil, esta especie de roedor se puede encontrar alrededor del mundo y goza de gran
popularidad como mascota, siendo ademéas una especie usada comunmente como
modelo animal para estudios en investigacion cientifica (Sacheser et al., 2007). El
cuy se caracteriza por ser un animal crepuscular, herbivoro, con cuerpo robusto,
cuello y extremidades cortas, y sin cola (o una vestigial) (Hargaden & Singer, 2012).
Mientras que filogenéticamente esta especie perteneciente a la familia Caviidae y
guarda un mayor parentesco con la chinchilla y el puercoespin, que con los ratones y
las ratas (North, 1999).

En nuestro pais el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) mediante la
implementacién de programas de mejoramiento genético logré obtener 3 razas de cuy
con alta productividad: Perd, Andina e Inti. La raza Peru se caracteriza por ser precoz
y alcanzar la madurez sexual en un menor tiempo, y estd destinada a los cruces
terminales. La raza Andina, por su parte, es prolifica, llegando a tener 13.6 crias por
afio. De igual forma, la raza Inti es criada por su fertilidad (Chauca et al., 2005;
Chauca et al., 2004).

La raza Per( se formd a través de un programa de seleccion de 34 generaciones, y se
caracteriza por tener una conformacion carnica, alcanzar 1 kg de peso a los 56 dias
de edad, ser eficiente convertidor de alimento con conversién alimenticia (CA) de
3.01 y con rendimiento de carcasa de 72%. La raza Andina fue formada mediante
seleccién masal, a través de 35 generaciones, hacia la caracteristica de prolifica en
una poblacion (cerrada), teniendo en cuenta el nimero de crias logradas por parto,
esta raza presenta mayor tamafio de camada al nacimiento y destete, mayor frecuencia
de presentacion de celo posparto y menor intervalo entre partos. La raza Inti fue
formada en 43 generaciones mediante un indice que involucra el peso tomado a la

edad de comercializacion y el nidmero de crias de procedencia del individuo,
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ponderando la camada con un coeficiente conformado por la relacion de las

desviaciones estdndar de ambas caracteristicas (Chauca et al., 2005) (Figura 1).

Figura 1.Cuyes de las razas Peru, Andina e Inti

(Ataucusi, 2015).

A nivel mundial nuestro pais ocupa el primer lugar como productor y consumidor de
carne de cuy, siendo la region andina catalogada como nucleo de las Unidades
Domeésticas Familiares (UDF), desempefiando funciones trascendentales con
beneficios agroecoldgicos y sociales, ha sido fuente de alimento e ingresos
econdmicos para el poblador andino desde la conquista hasta la actualidad (Chauca
1997; Cajas, 2008).

Mientras que los mamiferos de rumen como las vacas y las ovejas, tienen un tracto
digestivo largo o un sistema de re-masticacion de la dieta para digerir, el cuy es un
herbivoro monogastrico, es decir, es una especie que se caracteriza por tener un
estdmago simple (sin compartimentos) de poca capacidad de almacenamiento; que se
alimenta principalmente de pasto o heno de timothy, avena, trigo, pastos, praderas y/o
rey gras (Sakaguchi et al., 1992). Este roedor tiene un tiempo de transito intestinal de
aproximadamente 20 horas y un tiempo de vaciamiento gastrico de 2 horas (Jilge,
1980). Debido al metabolismo rapido de este animal, no toda la fibra vegetal es
aprovechada y, por lo tanto, es comdn observar la practica de la cecotrofia, mediante
este proceso digestivo los cuyes (que cuenta con un tracto digestivo relativamente
corto) obtienen vitaminas (como la vitamina B) y proteinas (reutilizacion del
nitrégeno) mediante la ingesta de cecotrofos (heces blandas) (Hardagen & Singer,
2012). En la anatomia digestiva de esta especie se destaca la presencia de un ciego

funcional, donde se da la fermentacion por actividad bacteriana y es la porcion del
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intestino donde se da inicio la digestion enzimatica; los herbivoros monogastricos
como el cuy dependen de la fermentacion bacteriana para cubrir el 30 a 40% sus
necesidades energéticas (Tsukahara & Ushida, 2000). ElI consumo de grandes
cantidades de polimeros vegetales sugiere que su microbioma gastrointestinal genera
enzimas (hemi) celuloliticas y que los microorganismos correspondientes pueden ser
utiles para aplicaciones biotecnoldgicas (Ayudthaya et al., 2019). De hecho, los
polisacaridos encontrados en la fibra vegetal son fermentados por la microbiota del
ciego intestinal para descomponerla principalmente en acidos grasos de cadena corta,
los cuales son una fuente primaria de energia (Tsukahara & Ushida, 2000). Por esta
particular anatomia y fisiologia gastrointestinal y los microorganismos que se
encuentran en el ciego intestinal, esta especie es considerada como un fermentador

post-gastrico (Guacho, 2009).

La microbiota es el consorcio o comunidad microbiana que hace referencia al
conjunto de microorganismos que coexisten en un tiempo determinado, y que a su
vez esta formado por diversas poblaciones o0 agrupaciones que interactan entre ellas
y su hospedero (Cruz-Leyva et al., 2015). Mientras que el metagenoma es la coleccién
de genomas y genes de las especies que conforman un microbiota (Marchesi & Ravel,
2015). En cuanto al término “microbioma”, Lederberg & McCray (2001) lo definen
como una comunidad de microorganismos comensales, simbi6ticos y patogénicos
que comparten un nicho especifico dentro de los humanos. Esta comunidad de
microorganismos interact(ia sinérgicamente entre sus miembros y con sus organismos
hospederos e incluye aspectos temporales, espaciales, funcionales, genéticos y
evolutivos (Berg et al., 2020). Actualmente, el microbioma hace alusion al conjunto
total de los genomas de los microorganismos correspondientes a la microbiota que se
desarrolla dentro y sobre la superficie de humanos, animales y plantas; y que mediante
su interaccion desempefian un papel protagénico en la fisiologia y el desarrollo de
enfermedades de sus hospederos (Schulfer & Blaser, 2015; Blaser et al., 2014).

La microflora de especies animales es de gran complejidad, se estima que el nimero

de células microbianas, particularmente las bacterianas, supera 10 veces la cantidad
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de células somaéticas, y este nimero aumenta considerablemente cuando se compara
el nimero de genes totales del microbioma y su hospedero (100-150 veces)
(Bahrndorff et al., 2016). Dada la abundancia de la microbiota, es entendible que este
sea vital en la supervivencia y fisiologia de organismos eucariotas multicelulares
desde humanos hasta invertebrados. Por ejemplo, metazoos simples como las
esponjas de mar necesitan de la asociacion simbiotica con comunidades bacterianas
para llevar a cabo procesos de fijacion de CO., produccion de metabolitos secundarios
y la conversion de materia organica (Thomas et al., 2016). En general, los consorcios
bacterianos son importantes en la homeostasis, metabolismo y fisiologia de un sin

numero de especies animales (Munoz-Benavent et al., 2021).

Si bien los microorganismos han colonizado gran parte de los nichos ecologicos de
sus hospederos como la piel, cavidad oral, tracto reproductor, pulmones, entre otros;
el microbioma gastrointestinal es el mas importante por su diversificacion vy
abundancia (Heil et al., 2019). EI microbioma gastrointestinal cumple diversas
funciones relacionadas al comportamiento, sistema nervioso, sistema inmunologico
y procesos digestivos (Bosco & Noti, 2021); ademas la diversidad microbiana varia
de acuerdo al segmento del tracto evaluado, especies e, incluso, entre individuos de
una misma especie (Ye et al.,, 2021). A diferencia del genoma constante del
hospedero, el microbioma es dindmico y su composicion es susceptible a cambios
constantes consecuencia del propio desarrollo del organismo hospedero y factores
ambientales como el tipo de dieta 0 uso de antibidticos y probiéticos (Amon &
Sanderson, 2017).

Los microorganismos que se alojan en las superficies del tracto gastrointestinal
cumplen funciones beneficiosas tales como la sintesis de vitaminas y moléculas que
funcionan como fuente de energia (Ej. acidos grasos), asi como la degradacion de
componentes recalcitrantes o de dificil digestion. En animales de ganado, las bacterias
anaerobias obligadas o facultativas son las que se encuentran en mayor abundancia
(lactobacilos, estreptococos, eubacterias, entre otras) en el tracto intestinal, sin

embargo, es importante sefialar que cada especie animal se caracteriza por tener una
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comunidad bacteriana Unica, la cual varia en abundancia y diversidad segun la region
del tracto digestivo, e incluso entre individuos de una misma especie o raza (Rosmini
et al., 2004). Para el estudio de las bacterias presentes en el sistema digestivo, su
funcidn e interaccidn con su hospedero y entre estas (su ecologia) se han desarrollado
técnicas de cultivo anaerobios que permite caracterizar entre un 10 a un 50% del
ecosistema bacteriano. A pesar de ello, estas fracciones de bacterias cultivables
representa la minoria del total de bacterias del tracto gastrointestinal, por lo cual, el
desarrollo de técnicas independientes de cultivo como la identificacion de la
diversidad de secuencias del gen 16S ARNr y su andlisis mediante metagendémica
permite alcanzar una mayor cobertura de las comunidades bacterianas en mamiferos
(Zoetendal et al., 2004).

A diferencia de los animales carnivoros y omnivoros, la dieta de los herbivoros
consiste en alimentos con alto contenido de celulosa y lignina, los cuales solo son
capaces de digerirlos a través de la fermentacion llevada a cabo por los
microorganismos presentes en el tracto gastrointestinal. La necesidad de llevar a cabo
este tipo de proceso digestivo se debe a que mas del 50% de la energia se encuentra
resguardada como carbohidratos complejos cuya degradacién en su totalidad es
imposible por la falta de enzimas digestivas capaces de romper estas moléculas
recalcitrantes (Dearing & Kohl, 2017). Por esta razon, ciertas regiones del sistema
digestivo de los herbivoros estan adaptadas, especialmente, para llevar a cabo la
fermentacién microbiana. Mientras que en los rumiantes esta fermentacion ocurre en
el intestino anterior, en animales herbivoros monogastricos esto se da en el ciego
intestinal. Justamente, esta clasificacion dentro de los animales herbivoros también

refleja una marcada diferencia en la microbiota (Bomba et al., 2006).

En rumiantes, el rumen se considera una camara de fermentacion microbiana ya que
ofrece las condiciones Optimas para que se de este proceso efectivamente:
temperatura estable, constante suministro de alimento y un pH entre 6.2 a 6.8 (Bryant,
1959). Ya que el rumen cumple una funcion fundamental en la digestion de la fibra,

este esta dotado de un microbioma de alta complejidad, el cual consiste en un 95% en
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especies bacterianas y se estima que al menos existen 5000 especies microbianas en
el sistema digestivo de los rumiantes; cifras muy por encima de los valores
encontrados en carnivoros y omnivoros (alrededor de 1464) (Cholewinska et al.,
2020). De esta gran cantidad de bacterias, la gran mayoria pertenece a los Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, y Fibrobacters, y en menor medida Tenericutes y
Actinobacteria (Khafipour et al., 2009). La microbiota de rumiantes se especializa en
la hidrolisis de la celulosa para la produccion de acidos grasos volatiles y vitaminas
y sintesis de aminoacidos. De acuerdo, al tipo de sustrato que las bacterianas son
capaces de degradar se pueden clasificar en: 1) celuloliticas: Fibrobacter
succinogenes, Bacteroides succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus
albus. ; 2) hemiceluloliticas: Prevotella ruminicola, Eubacterium xylanophilum,
Eubacterium uniformis; 3) amiloliticas: Streptococcus bovis, Ruminobacter
amylophilus, Prevotella ruminicola; 4) sacaroliticas: Succinivibrio dextrinosolvens,
Lactobacillus fermentum, Bifidobacterium ruminale y 5) proteoliticos: Prevotella
ruminicola, Ruminobacter amylophilus, Clostridium bifermentans (Choudhury et al.,
2015; Bomba et al., 2006). El proceso de fermentacion depende del trabajo
coordinado de estas especies microbianas y también se pueden dividir de acuerdo al
papel que desempefian durante este proceso: a) fermentadoras primarias: especies
bacterianas capaces de degradar la celulosa y otros carbohidratos complejos en &cidos
grasos volatiles que puedan ser usados por el hospedero como fuente de energia; b)
fermentadores secundarios: estos degradan los é&cidos grasos volatiles en
subproductos como el acetato, hidrégeno, metano y didxido de carbono (compuestos
requeridos por los fermentadores primarios); y ¢) bacterias proteoliticas: producen
nitrégeno indispensable para el trabajo de los fermentadores primarios (Dearing &
Kohl, 2017).

Por su parte, los herbivoros monogastricos presentan una mayor complejidad

microbiologica en el ciego intestinal, el cual suele presentar un mayor tamafio pues

aqui ocurren los procesos de fermentacion bacteriana. Sin embargo, en comparacion

a los rumiantes existe una menor cantidad de estudios metagendmicos relacionados

al microbioma. En caballos, por ejemplo, al igual que en otros animales existe una
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mayor riqueza microbioldgica en el colon (de aproximadamente 10 células), y la
gran mayoria reside en el ciego intestinal por el papel de este 6rgano en la digestion
del forraje (Kauter et al., 2019). El 20 al 59% de las bacterias presentes en el tracto
gastrointestinal pertenece al grupo de los Firmicutes; y dentro de estos grupos
filogenéticos destacan los géneros Ruminococcaceae, Fibrobacteraceae y Clostridium
por su actividad fibrolitica y celulolitica (Kauter et al., 2019). Especificamente en el
ciego intestinal, los filos Firmicutes y Bacteroidetes son las mas comunes (como se
espera de regiones donde ocurre fermentacion bacteriana), y a nivel de género se
describe a Prevotella, Bacteroides, Clostridium, Fibrobacter, Ruminococcus,
Treponema, Eubacterium, Butyrivibrio, Alistipes y Desulfovibrio como los més
frecuentes dentro de la microflora microbiana de esta porcion del tracto
gastrointestinal (Aleman et al., 2022). Otra especie representativa de animales
herbivoros monogastricos, es el conejo. Los Phylum predominantes en esta especie
son Firmicutes, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria, y
Tenericutes (representan al menos el 99% del perfil microbiano en conejo) (Fang et
al., 2020). A nivel de género, 16 de los 19 géneros bacterianos mas comunes
pertenecen al grupo de los Firmicutes (Ye et al., 2021). Al igual que en otros animales,
la presencia de miembros del Phylum Firmicutes (con una abundancia relativa entre
el 60 y 70%) esta relacionada a la degradacion de la fibra (Zhu et al., 2015).

Un aspecto importante a sefialar, es que, si bien existen ciertos perfiles microbianos
“core” en cada especie, se ha descrito diferencias significativas entre razas e
individuos, a raiz de caracteristicas fisioldgicas o genéticas inherentes de cada
individuo o raza. Ye et al. (2021) describen que la diferencia en la produccién de
acidos grasos de cadena corta producto de la fermentacion bacteriana de dos razas de
conejos productores de carne tiene un efecto en el microbioma en diferentes niveles
taxonomicos, especialmente de las familias Lachnospiraceae y Ruminococcaceae.
Mientras que, en rumiantes, el estudio metagenomico en 3 razas de ganado vacuno
(Angus, Charolais, Kinsella) revel6 que el 50% de los taxas microbianos estaban
influenciados por la raza, los que incluian 8 Phylum, 55 géneros y 10 especies
bacterianas; posiblemente diferencias en la produccion de saliva, tamafio del rumen
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y habitos alimenticios propios de cada raza explican la divergencia en el perfil
microbiano dentro de una misma especie (Li et al., 2019).

Dado el evidente crecimiento en la produccién de cuy, es necesario que se mejore
también la eficiencia productiva. Por las particularidades de la anatomia
gastrointestinal de esta especie, el mejoramiento de la productividad se puede realizar
a través de estrategias que involucren la regulacion de la disponibilidad y la
utilizacion de los componentes nutricionales en el tracto digestivo (Puente et al.,
2019). El primer paso a considerar en el avance de biotecnologias orientadas al
estudio de la nutricion animal es realizar la caracterizacion del microbioma
gastrointestinal. Hasta la actualidad se ha realizado de forma exitosa la
caracterizacion con metodos moleculares de la microflora bacteriana en diversos
animales domésticos como perros (Herstad et al., 2017), conejos (Linaje et al., 2004),
ganado bovino (Tajima et al., 1999); pero aun son pocos los estudios de
caracterizacion de la poblacion bacteriana existente en el tracto gastrointestinal de
cuy. El hecho de que los cuyes consuman grandes cantidades de polimeros vegetales
sugiere gque cuentan con gran microbioma gastrointestinal especializado, el cual lo
convierte en un modelo Util para estudiar la produccion de &cidos orgéanicos, como
acetato, lactato y succinato. Los estudios comparativos de metagenoma han
demostrado que los Phylum bacterianos mas abundantes en el intestino del cuy son
los Bacteroidetes y Firmicutes, ademas que la diversidad en la microbiota intestinal
del cuy es mucho mayor a la del ser humano y su identificacion tiene un a grado de
dificultad (Hildebrand et al., 2012). La investigacion de la diversidad microbianay la
produccién de &cidos organicos utilizando muestras fecales de cuy podria ser
fundamental para revelar el mecanismo de digestion de la fibra en este animal y
conducir al descubrimiento de nuevas bacterias que son capaces de degradar la

celulosa u otros componentes en acidos organicos valiosos (Palakawong et al., 2017).

Porturas et al. (2011) como posible alternativa al uso de antibiéticos, mediante un
método molecular realiz6 el aislamiento e identificacion de géneros de poblaciones

bacterianas con potencial probidtico presente en el tracto intestinal del cuy. EI 85.18%
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de las bacterias que lograron identificar pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus y Bacillus; y el 14.81% restante correspondié a géneros

de bacterias gram (+).

Mediante un andlisis comparativo de los metagenomas intestinales que se encuentran
en el cuy y los humanos (Homo sapiens), realizaron la identificacién de los genes
microbianos con su respectiva afiliacion Phylumgenética, revelando en promedio una
abundancia genética de 353833 reads para cuyes en el microbioma fecal, y 402831
reads por muestra fecal de humanos. En ambos casos la composicion de la microbiota
intestinal muestra una mayor proporcién de los Phylum Bacteroidetes y Firmicutes,
sin embargo, a nivel de género, 320 de 376 muestran niveles de abundancia diferentes
en ambos hospedadores. En el cuy hubo una mayor presencia de la bacteria
Akkermansia, responsable de la degradacion de la mucina, y la arquea metanogénica
Methanobrevibacter (también presente en humanos), las categorias funcionales del
microbioma en los cuyes tienen menor abundancia que en los humanos (Hildebrand
etal., 2012).

Crowley et al. (2017), al realizar la comparacién de la poblacién microbiana en
conejos y cuyes por NGS, sugieren que estos animales no poseen una poblacién
microbiana comun. Asi mismo, describen un elevado nimero de Bacteroides en los
conejos, y diferencias de poblacion bacteriana entre regiones del tracto digestivo,
siendo la mayoria Firmicutes, otras especies no clasificadas, y en menor cantidad se
encuentran los Fibrobacteres. Esto significa que posiblemente en el tracto intestinal
del conejo, los organismos responsables de digerir la fibra (ademas de los Firmicutes)
sean las especies no identificadas, y por la elevada cantidad de Bacteroidetes
observados también da la posibilidad de que en el intestino del conejo este Phylum
cumpla un rol protagénico en la digestion (Crowley et al., 2012). Las diferencias en
la composicion de la poblacion del microbioma del espacio digestivo de conejos y
cuyes puede estar dado por las particularidades en la dieta entre ambos animales, pero

también indica que hay una baja probabilidad que el causante de que un animal tenga
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un tipo de vida cecotoféagico esté determinado por una sola poblacién microbiana
(Crowley et al., 2012).

Un grupo de investigadores en el afio 2017 realizaron la amplificacion del ADN
bacteriano a partir de muestras fecales de cuyes luego de una dieta alta en azucar y
grasas (dieta occidental), como resultado el analisis molecular permitié agrupar al
consorcio bacteriano en 11 Phylum, 19 clases, 29 6rdenes, 45 familias y 73 géneros.
El indice de Shannon (Shannon, 1948; Haegeman et al., 2013) se utilizo para medir
la diversidad de las muestras individuales, encontrando que los Phylum mas
abundantes en todas las muestras de heces de cuyes fueron Bacteroidetes y
Firmicutes. Ademas, la dieta no tuvo un efecto significativo en el aumento de la
proporcién relativa de Bacteroidetes y la proporcion relativa de Firmicutes fue
significativamente menor en el grupo que pasé por una dieta occidental en
comparacion con el control, Por ultimo, este estudio muestra que los taxones
Bacteroidetes y Firmicutes son los méas representativos en cuyes, siendo que la dieta

podria tener un efecto en la composicion bacteriana (Al et al., 2017).

Ayudthaya et al. (2019) investigaron la diversidad microbiana de las muestras fecales
de 2 cuyes, las comunidades microbianas de las muestras fecales estuvieron
dominadas por los Phylum Bacteroidetes con una presencia de 40% y Firmicutes con
36%, el orden Bacteroidales S24-7 fue el orden mas abundante, registrando un 11%
en uno de los cuyes y 21% en el otro, por otro lado, a nivel de género, muchos
microorganismos permanecieron sin clasificar. Se obtuvieron ocho aislamientos
filogenéticamente diferentes, incluida una nueva especie de Streptococcus, la cepa
denominada Cavy grass 6, esta nueva cepa es una bacteria heterolactica de rapido
crecimiento que fermenta la celobiosa a lactato, acetato, formiato y etanol;
finalmente, los autores indican que las muestras fecales de cuy se pueden aplicar
como fuente microbiana para la produccién de &cido organico a partir de sustratos

organicos complejos.

Como se hace mencién en los antecedentes de investigacion por la importancia que

tiene la produccion de cuyes en nuestro pais y la escasez de trabajos de investigacion
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enfocados en el analisis metagendmico de la poblacién bacteriana intestinal de cuy,
realizados en nuestro pais y region, cabe mencionar que solo se ha reportado un
estudio por Posturas et al., 2011 utilizando un método molecular realizo el
aislamiento e identificacién de géneros de poblaciones bacterianas con potencial

probiotico presente en el tracto intestinal del cuy.

En este sentido, el objetivo general: Realizar la caracterizacién del microbioma del
ciego en cuyes (Cavia porcellus) de las razas Inti, Peri y Andina. Teniendo como
objetivos especificos: 1.- Realizar la caracterizacion metagenomica de las bacterias
del ciego en cuyes de las razas Inti, Perd y Andina; 2.- Comparar las caracteristicas
metagenomicas del perfil microbiano encontrados en el ciego entre las tres razas de
cuyes; 3.- Identificar microorganismos con potencial biolégico (probi6tico) como
alternativa a la mejora de la produccion sostenible de en la region Amazonas; 4.-
Caracterizar los microorganismos asociados a la mejora de digestion y absorcion de

nutrientes con impacto en el peso y salud de cuyes.
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1. MATERIALES Y METODOS
2.1. Ubicacién

2.1.01. Ubicacion Territorial.

Region : Amazonas
Provincia  : Chachapoyas

Distrito : Chachapoyas

Figura 2. Mapa de ubicacidn de la Estacion Experimental de Chachapoyas, UNTRM —
Amazonas
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2.1.02. Ubicacion geografica y caracteristicas climaticas

La Estacion Experimental de Chachapoyas de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas, ubicado en el Barrio Higos Urco, a 1.75 km
de la ciudad de Chachapoyas capital de la Region Amazonas. Con un clima

templado, lluvioso con amplitud térmica moderada.

Las caracteristicas segun la Estacion Meteorologica de la UNTRM-A son:

Coordenada Este : 184186.04 m
Coordenada Norte :9310143.65 m
Zona :-18 S

Altitud : 2339 msnm

Temperatura maxima promedio  :19.8°C
Temperatura minima promedio  :9.2°C
Temperatura promedio :15°C

Humedad relativa anual promedio : 85%

Precipitacion promedio anual : 778 mm

Clima : Templado - frio

Regiones Naturales : Quechua alta
2.2.Métodos

2.2.1. Colecta de muestra
Los animales materia de estudio estuvieron compuestos por 30 cuyes machos,
divididos en 10 ejemplares por cada raza en estudio Inti, Andina y Peru, con

una edad entre 70 a 90 dias, fueron acondicionados y distribuidos en 6 jaulas
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2.2.2.

con 5 ejemplares cada uno y alimentados bajo la misma proporcién de 80 %
y 20% de alfalfa y concentrado, con agua ad libitum, asi como caracteristicas

fenotipicas de los individuos de estudio detallados en Anexos (Tabla 8).

Cinco de los cuyes de las mismas razas fueron muestreados sin haberles
proporcionado alimentacion previa (24 horas antes de su beneficio) y los otros
cinco fueron muestreados con alimentacion de manera normal. La toma de
muestras de mucosa de la seccion transversal del ciego se realizé con apoyo
de una hoja de bisturi fueron almacenados en tubos (rotulados con codigos de
identificacion) con PBS vy transportados a 4°C hasta el laboratorio de
Fisiologia Molecular para su almacenamiento y posterior procesamiento. La
toma de muestras biologicas y el desarrollo de este proyecto de investigacion
fue aprobado por el Comité Institucional de Etica de la investigacion — CIEI
de la UNTRM (CIEI-N° 005)

Andlisis bromatoldgico de la racion alimentaria

El analisis bromatologico de la alfalfa y el alimento balanceado que han sido
utilizados en la alimentacion de los cuyes fue realizado en el Laboratorio de
Nutricion Animal y Bromatologia de alimentos de la UNTRM, donde se
determiné los pardmetros de humedad (H°), proteina total (PT), cenizas
(CZA), fibra cruda (FC), extracto etéreo (EE), extracto libre de nitrégeno
(ELN), segun los protocolos establecidos por el mismo laboratorio con el

objetivo de homogenizar el tipo de alimentacion para cada individuo (Tabla
1ly2).
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Tabla 1. Andlisis Bromatologico de Alfalfa (Medicago sativa), en base seca

Parametros (Ms) Und

Valores

0,
Humedad (H®) %

0,
Proteina Bruta (PB) %

0,
Fibra Cruda (FC) %

0,
Cenizas (CZA) %

) %
Extracto Etéreo (EE)

Extracto libre de nitrégeno

0,
(ELN) %

5.14

22.97

20.59

9.89

247

38.95

Fuente: (LABNUT - UNTRM, 2022).

Tabla 2. Andlisis Bromatol6gico de concentrado

Parametros (Ms)

Und

Valores

Humedad (H°)
Proteina Bruta (PB)
Fibra Cruda (FC)
Cenizas (CZA)

Extracto Etéreo (EE)
Extracto libre de nitrégeno
(ELN)

%

%

%

%

%

%

12.19

18.24

10.12

7.70

3.75

43.00

Fuente: (LABNUT - UNTRM, 2022).

2.2.3. Extraccién de ADN de mucosa de ciego de cuy

La extraccion del ADN a partir de mucosa de ciego se realizé mediante el uso

del “minikit de ADN gendémico PureLink”, segun las recomendaciones del

31



2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

fabricante. El tubo de microcentrifuga de 1.5 mL que contenia el ADN fue
alicuotado 20 uL de muestra de ADN en tubos de 0.5 mL y fueron

almacenados a -20°C, o0 a -80 °C a largo plazo.
Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacion de ADN se utiliz6 un fluorébmetro Qubit 3.0
(InvitrogenTM) y el kit Qubit® dsDNA BR Assay Kit. La cuantificacion
requiere de estandares para su calibracion, los mismos que vienen incluidos
en el kit para este protocolo y posteriormente se registro la concentracion de
ADN de cada muestra. Esta metodologia es la ideal para cuantificar ADN
debido a la sensibilidad y exactitud, especialmente en protocolos de

secuenciamiento.

Reactivos para la amplificacion de ADN (PCR)

En esta etapa fue utilizado el kit “Tag MasterMix” (BIORON) para la
amplificacion de ADN por PCR. Para la preparacion del mix de reaccion se
usé 11 pL del Master Mix 2X, 0.5 uL de MgCly, 1 uL del primer forward
(27_F), 1 pL del primer reverse (1492 R) y 1 pL del ADN extraido. Las
secuencias de los primers se detallan en Tabla 3.

Tabla 3. Primers para la amplificacion del gen 16S ARNr

Nombre Tipo Secuencia
Primer 27_F Forward 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'

Primer 1492_R Reverse 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'

Amplificacion de la region 16S
Para saber si hay presencia de ADN bacteriano en las muestras extraidas del
ciego intestinal de cuy fue amplificado el gen 16S rRNA (marcador de

bacterias). Para la amplificacion se utilizaron todas las muestras y un control
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negativo, asi como uno positivo. Los tubos con muestra fueron transferidas a
un rack de PCR e introducido en el termociclador (Applied Biosystems
SimpliAmp) con el siguiente programa de PCR (Figura 3). Los amplicones

fueron refrigerados hasta su uso en la corrida electroforética.

Figura 3. Programa en el termociclador de acuerdo a la especificacion del primer para gen

2.2.7.

2.2.8.

16S rRNA
1x |! 40X : 1X
I
| o |
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95°C , 95°C o
Gt | 30s Hibridacién  72°C | 72°C
I 50°C 1 min ] 10 min
! 1 min }
| I 4°C
o0

Electroforesis

La amplificacion del gen 16S rRNA fue confirmada mediante electroforesis
en geles de agarosa al 0.8%. Para la siembra en los geles, 10 uL de muestra
de ADN se homogeneiz6 en 2 uL de buffer de carga, ademas se utilizé un
control negativo y un control positivo. Con ayuda de una micropipeta se
depositaron las muestras de ADN y los controles en los pocillos. En los
extremos fue colocado 10 pL del ladder (1kb). La corrida electroforética fue
realizada a 75 voltios por 60 minutos. Los resultados fueron observados en un
fotodocumentador de gel (OMNIDOCI) con camara de 5 Mpx y ldmpara UV.

Purificacion de ADN
El kit “DNA Clean and Concentrator ®-5" fue empleado para la purificacion

de muestras de ADN, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Zymo
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2.2.9.

2.2.10.

2.2.11.

Research). Finalmente, el ADN purificado se cuantific6 mediante el
fluorémetro Qubit 3.0 (InvitrogenTM).

Secado de ADN

Para el secuenciamiento fue necesario realizar un paso previo de secado de
las muestras de ADN. Para lograr esto, las muestras fueron colocadas en
placas de PCR de 96 pocillos, dejando un pocillo entre cada una para evitar
posible contaminacidn por manipulacion. La parte superior de los pocillos fue
recubierta con parafilm con 3 orificios delgados y sometidos a un bafio seco
a 37°C por 12 horas. Finalizado el proceso de secado, la placa de PCR fue
cubierta para film y almacenada en congelacion (-20°C) hasta el proceso de

secuenciamiento.

Secuenciamiento

El secuenciamiento de las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S ARN.
Los primers usados para la amplificacion de esta region genémica fueron los
primers 341F (5> CCTACGGGNGGCWGCAG 3°) y 805R (5
GACTACHVGGGTATCTAATCC 3’) (Caporaso et al., 2012).

Disefio experimental

La investigacion se realizé bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA)
(Este disefio es el mas simple para comparar dos 0 mas tratamientos, ya que
se tiene en cuenta dos fuentes de variacion: el tratamiento y el error aleatorio)
con un arreglo factorial de 3x2, donde el Factor A: fue la raza (Inti, Pera y
Andina) y Factor B: suministro de alimento previo al sacrificio (animales con
ayuno de 24 horas y animales sin ayuno). Los 30 cuyes fueron distribuidos
en 6 tratamientos; cuyes de la raza inti con ayuno, cuyes de la raza inti con
alimento, cuyes de la raza Per( con ayuno, cuyes de la raza Peru con alimento,
cuyes de la raza Andina con ayuno, cuyes de la Andina con alimento (Tabla
4).
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Tabla 4. Cuadro de distribucion de grupos por tratamiento de analisis.

TRATAMIENTOS
ALIMENTADO AYUNO

Grupos -raza

Raza PerU Raza Andina  Razalnti  Raza Peru Raza Andina Raza Inti
Pert -1-A Andina -1-A Inti 1-A  PerG -1-AY  Andina -1-AY Inti 1-AY
Pert -2-A Andina -2-A Inti 2-A  PerG-2-AY  Andina -2-AY Inti 2-AY
Pert -3-A Andina -3-A Inti 3-A  PerG-3-AY  Andina -3-AY Inti 3-AY
Pert -4-A Andina -4-A Inti 4-A  PerG-4-AY  Andina -4-AY Inti 4-AY
Pert -5-A Andina -5-A Inti 5-A  PerG -5-AY  Andina -5-AY Inti 5-AY
Leyenda: A: Alimentado (Alimentacion con Alfalfa y Concentrado), AY: Ayuno (Retiro de

alimento 24 horas antes del beneficio)

El estudio fue conducido en etapas, de acuerdo con los objetivos propuestos,
siendo la etapa de extraccion hasta el andlisis bioinforméatico enmarcado en
los objetivos especificos 1y 2. En la etapa de andlisis de grupos se identifico
posibles grupos bacteriano asociados al objetivo 3. La figura 4 detalla el

delineamiento experimental.
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Figura 4. Etapas desarrolladas para el cumplimiento de los objetivos de la tesis.
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2.2.12. Analisis bioinformatico
Dentro de los algoritmos de andlisis de datos secuenciamiento del gen 16S
rRNA fue utilizado QIIME2 version 2022.2 (Bolyen et al., 2019) a través del
lenguaje de programacion Python en el servidor de bioinformética del
Laboratorio de Fisiologia Molecular de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza (UNTRM). Iniciando las etapas de trabajo del
programa QIIME2 para analizar los archivos fastq.gz forward (direccion 5°-
3" del ADN) y reverse (direccion 3°- 5" del ADN) a fin de verificar la calidad
de las lecturas.
Se demultiplexo las secuencias acordes con las secuencias de cddigo de barras
que se adquirieron en el proceso de secuenciacion, luego se construyé una
metadata con informacion referente a las variables a analizar con respecto a
las muestras de mucosa del segmento transversal del lumen del ciego de cuyes
segun la raza (PerQ, Inti y Andina) y estado de alimentacion (Individuos
alimentados normalmente “AL” e individuos en ayuno “AY”).
Luego de este proceso se realizo la remocidn de los adaptadores de secuencias
y la eliminacién de ruido, secuencias ambiguas, duplicadas, de baja calidad,
quimeras y otras, a través del método denoise-paired mediante el pluging
DADAZ2, para continuar con el andlisis solo hasta las posiciones 226 y 208 de
las lecturas forward y reverse, respectivamente.
Las secuencias representativas y de alta calidad fueron utilizadas para la
clasificacion taxondmica con la base de datos Greengenes y el clasificador
sklearn, obteniendo las tablas de taxonomia y Unidades Taxonomicas
Operativas (OTU) en formato ".qza". Ademas, se uso la rarefaccion alfa para
excluir secuencias con un conteo insuficiente de lecturas por muestra.
Para analizar la diversidad bacteriana, se calcularon los indices de diversidad
alfa y beta a partir de la tabla completa de OTUs. La diversidad alfa por razas,
y estado de alimentacion fue realizada mediante indices de Shannon (p<0.05).
La diversidad beta se realizd con el Analisis de coordenadas principales

(PCoA), basado en el indice de Bray-Curtis por raza, y la distancia UniFrac
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no ponderada por estado de alimentacion. Para identificar diferencias
significativas por otro método no paramétrico se utilizd el analisis
multivariado permutado de la varianza (PERMANOVA), ya que es una
herramienta estadistica basado en permutaciones de matrices de distancia y
muy utilizado en estudios ecoldgicos y bioldgicos. La figura 5 detalla el

flujograma del analisis bioinformatico.
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Figura 5. Flujo de trabajo del analisis bioinforméatico modificado de Bolyen et al.,2019
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RESULTADOS

En relacion a los resultados, estos seran descritos a continuacion segun los

objetivos especificos del estudio.

3.1.Caracterizacion metagendmica de las bacterias de la mucosa del ciego en

(Cavia porcellus) de las razas Inti, Pert y Andina

3.1.01. Parametros de calidad de muestras de ADN extraidas de

mucosa de ciego de cuy

Los resultados pardmetros de concentracion de ADN extraidas a partir
de la mucosa del ciego de cuy, estos valores que se encontraron al
momento de la Pre-purificacion y Post-Purificacion, de los indices de
contaminacion por proteinas (Azeo/Azgo) Y sales (Azeo/A230). Garantizan
estimaciones con un alto grado de pureza (Azeo/A2s0~1.8-2 Yy
Az60/A230~2), asi como una cantidad adecuada de ADN. De igual
manera el proceso de purificacion permitié mantener los estandares de
calidad, necesario para el secuenciamiento metagendmico de las
muestras (>20 ng/ul), estos datos pueden ser visualizados en el Anexo
2.

3.1.02. Composicion del microbiota de mucosa de ciego de cuy

El secuenciamiento de las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16s
ARNIr, se muestra los resultados en la Tabla 5, el analisis de calidad de
lecturas o reads de forward y reverse, produciendo un total de mas de 5
millones de lecturas en promedio, con un valor maximo de 274966 y un
minimo de 82969 lecturas; generando un numero medio de 180 mil
lecturas por muestra, de las cuales se validaron el 100% de las
secuencias; los resultados de estas lecturas nos garantizan conocer y
descifrar el codigo genético que tienen todas las muestras evaluadas de

la mucosa del ciego de cuy de los individuos estudiados.
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Tabla 5. Muestra el anélisis de calidad de lecturas o reads producidas por el

secuenciamiento.

Lecturas Forward Lecturas Reverse
Minimo 82.969,00 82.969,00
Mediana 179.668,50 179.668,50
Media 180.274,93 180.274,93
Maximo 274.966,00 274.966,00
Total 5.047.968,00 5.047.968,00

En la Figura 6, se plasman resultados de la calidad de secuencias por segmentos para

lecturas del forward-R1 (A) y reverse — R2 (B), donde se toma como indice de calidad

en Phred (probabilidad de error de que la base secuenciada se la correcta), a partir de

30 (99.9% de certeza) (Richterich et al., 1998) en adelante como se muestra en la

figura, donde se ha realizado el corte de lecturas a partir del valor de 30 (cuadro con

lineas azules punteadas), con el objetivo de trabajar con lecturas de alta calidad en los

procesos de andlisis bioinformatico, ajustandonos a los pardmetros que exige el

secuenciamiento de Ultima generacion en ambas cadenas de la estructura en doble

hélice del ADN (lecturas del forward-R1y reverse — R2), esto implica que el orden o

secuencia de bases de una de las cadenas determina automaticamente el orden de la

otra, por ello se dice que las cadenas son complementarias.
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3.1.03. Identificacion de la composicion bacteriana

Tomando en consideracion las frecuencias relativas para identificar
grupos de bacterias presentes en el total de muestras extraidas de
mucosa de ciego en promedio pertenecen predominantemente a dos
Phylum: Firmicutes (58.37%) y Bacteroidetes (27.99%); otros Phylum
fueron observados en proporciones inferiores, tales como Phylum
Spirochaetes (3.95%), Synergistetes (2.64%) y Verrucomicrobiota
(1.16%) entre otros. Sin embargo, las proporciones de cada Phylum son
similares segun raza (Figura 7). El Phylum Firmicutes es el mas
representativo entre las tres razas, sin embargo la raza Inti presenta el
50%, respecto a las razas Peru y Andina que poseen 45% de abundancia.
El Phylum Bacteroidetes se encuentra representado en un 35% en la raza
andina, mientras que en las razas Andina y Peru tienen el porcentaje
similar de 33%. Ademas se puede visualizar que el Phylum Spirochaetes
tiene mejor representacion en la raza Andina y Peru, asi mismo, el
Phylum Synergistetes tiene mayor abundancia en la raza Inti, mientras

que el Phylum Euryachaeota presenta mayor diversidad en la raza Peru.
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Figura 7. Porcentaje de frecuencias de la composicion bacteriana separados por
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Del mismo modo la Figura 8 muestra la distribucion de los Phylum por grupos de
tratamiento donde el Phylum Proteobacteria tiene una mayor representacion en el
tratamiento con ayuno, mientras que el Phylum spirochaetes presenta mayor
abundancia en el tratamiento alimentado, el Phylum verrucomicrobia tiene mayor
proporcion en el tratamiento con ayuno a diferencia del Phylum tenericutes cuya

presencia es mayor en el grupo de animales alimentados.
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Figura 8. Porcentaje de frecuencias de la composicion bacteriana distribuido en
Phylum separados por tratamiento. AL (alimentado) y AY (ayuno).

Phylum

. Bacteroidetes
. Cyanobacteria
. Euryarchaeota

. Firmicutes

. Proteobacteria

. Spirochaetes
. Synergistetes

Tenericutes

. Verrucomicrobia

2 z
El analisis de diversidad microbiana muestra que las bacterias pertenecientes a los
Phylum Firmicutes y Bacteroidetes fueron los més resaltantes, ademas en un analisis
por raza y tratamiento se evidencia que dicha composicion cambia segun tratamientos
siendo el grupo alimentado de las razas Andina y Per( abundante el Phylum
Firmicutes (55%), mientras que en el tratamiento ayuno la raza Inti presenta 58%. Sin
embargo, el Phylum bacteroidetes tiene 40% en la raza Inti del grupo alimentando y
30 % en las razas Andina y Per0, a diferencia del grupo ayuno que presentan un

porcentaje similar de 30% en las tres razas.
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En cuanto a la raza Andina la proporcion de los Phylum Firmicutes y Bacteroidetes
disminuyen, asi mismo, se evidencian el aumento de otros grupos como
Proteobacteria y Verrumicrobia dentro del tratamiento ayuno, en relaciéon al
tratamiento alimentado. En la raza Inti se resalta una disminucion del Phylum
Firmicutes y Bacteroidetes en el grupo alimentado en comparacion al tratamiento con
ayuno. En la raza Peru la proporcién de los Phylum Firmicutes, Bacteroidetes y
Sprochaetes disminuyen, mientras que Proteobacteria aumenta en el tratamiento con
ayuno. También podemos evidenciar que la raza Andina y Peru tienen un patron

similar en la distribucion de Phylum (Figura 9).

Figura 9. Composicion bacteriana distribuido en Phylum separados por raza y tratamiento.
AL (alimentado) y AY (ayuno).
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A nivel de género la raza Andina tiene una mayor proporcién del género Clostridium

en comparacion a las otras dos razas. En relacién a Clostridium tanto la raza Inti como
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Per( tienen un aumento en el tratamiento con ayuno. Sin embargo, el género
Prevotella presenta una disminucion en los tratamientos con ayuno de la raza Andina
e Inti, mientras que la raza Pert no presenta un cambio en la proporcion. El género
Alistipes presenta un aumento en el tratamiento con ayuno en relacion al alimentado
en la raza Inti, a diferencia de las otras razas, donde no hubo cambios en sus
proporciones respectivas. ElI género Fibrobacter aumenta en proporcion en el
tratamiento ayuno en las razas Andina, Inti y Peru. El género Methanobrevibacter
posee menor abundancia en individuos bajo tratamiento con ayuno para las tres razas
analizadas. EI género Coprococus presenta una disminucion en proporcion en el

tratamiento con ayuno en las razas Andina e Inti (Figura 10).
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A nivel de especie, se identificaron bacterias entre las 3 razas analizadas, dichas bacterias
han sido descritas por la literatura debido a su actividad dentro del microbiota intestinal.
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La bacteria Fibrobacter succinogenes tiene como funcién degradar la celulosa, importante para la absorcion de nutrientes.Asi
como, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus y Ruminococcus bromii (Figura 11 A) Otra bacteria de importancia
identificada fue la Prevotella ruminicola, la cual tiene como funcion degradar los carbohidratos de cadena corta, siendo su mayor
produccion el propionato, el cual se absorbe por la pared intestinal, las distribuciones de especies de importancia pueden ser
visualizadas también en los dos tratamientos descritos (Figura 11B).

Figura 11. Composicion bacteriana distribuido por especies separados por raza (A) y tratamiento (B), resaltando las

especies de mayor importancia.
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3.2.Comparar caracteristicas del perfil microbiano encontrado en el ciego

entre las tres razas de cuyes

3.3.Diversidad alfa
El analisis de diversidad alfa comparadas entre razas muestra que entre la raza andina
e Inti existe una ligera diferencia puesto que el valor de P es de 0.5676, mientras que
entre las razas Pert y Andina no existe diferencia, puesto que se evidencia un valor
de P de 0.2530, de manera similar la comparacion entre las razas Inti y Per( no
muestran diferencias ya que el P- value es de 0.0576. Asi mismo, el indice general de
todos los grupos muestra un valor menor al de p <0.05, lo cual significa que no existe
una diferencia estadistica. La comparacién entre tratamientos muestra los indices de
Shannon con el p-valor (p < 0.05) por lo tanto entre el grupo 1 y grupo 2 la diferencia
que presentan es baja. (Tabla 6). No obstante, se puede observar en el box plot
(Figura 12A) que hay una mayor diversidad en las razas “Andina” y “Perd”
comparados con la raza Inti, ya que la mediana estd ubicada cerca del primer cuartil,
indicando una asimetria en la distribucion de datos. La misma tendencia se puede
observar en la comparacion por tratamiento, donde el tratamiento con ayuno tiene un
ligero aumento en su diversidad microbiana en relacion al tratamiento alimentado,
estos resultados se visualizan en el box plot (eje Y representa la diversidad de
Shannon y el X representa los grupos comparados) de la Figura 12B, donde la
mediana presenta una distribucion simétrica de la diversidad microbiana en el
tratamiento alimentando, en tanto el tratamiento con ayuno tiene una leve tendencia

asimétrica en la distribucién de la diversidad microbiana.
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Tabla 6. Valores estadisticos de los indices de Shannon para los grupos raza y tratamiento.

H p-value

Raza Grupo 1 Grupo 2
Andino (n=10) Inti (n=9) 0.3267 0.5676
Pertano (n=9) 1.3067 0.2530
Inti (n=9) PerGano (n=9) 3.6043 0.0576
Todos los grupos 3.4755 0.1759

Tratamiento Grupo 1 Grupo 2
Alimentado Ayuno (n=13) 0.8069 0.3690

(n=15)
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Figura 12. Diversidad alfa de las muestras de mucosa de ciego de cuy basado en el indice
de Shannon, agrupado en raza (A) y tratamiento (B).
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3.4. Diversidad beta

El andlisis de diversidad beta se realizo a través de un método de PCoA, el cual fue
descrito por Gower (2016) como un tipo de analisis de ordenacion que resume y proyecta
un conjunto de datos multivariantes de una comunidad en un espacio bidimensional o
tridimensional, se aplica para ver tendencias globales, donde indica la similitud o
diferencia de las poblaciones. El mencionado analisis se desarroll6 basado en los indices
de Bray Curtis, el cual considera la abundancia relativa. Las razas y tratamientos fueron
sometidos a este examen para identificar agrupamientos o clusters de acuerdo al perfil
microbiano de cada grupo. Considerando el porcentaje de similitud para el eje Y (14.8%)
y pare el eje X (23%) en este analisis, el perfil microbiano de cada muestra no se agrupa
en “clusters” de acuerdo a la raza, la misma tendencia de agrupamiento se evidencio en
los tratamientos. Por lo tanto, no existen diferencias en el agrupamiento de las muestras

para el indice utilizado (Figura 13).

Aplicando el Andlisis de PERMANOVA por pares para los grupos (raza y tratamiento)
considerando un P- Valor (p < 0.05), se identifico diferencias significativas entre la raza
Andina e Inti, asi como en la raza Inti y PerQ. Por otro lado, en el grupo de tratamiento
(alimentado y ayuno) se identifico una diferencia significativa (P = 0.025) datos que

pueden ser visualizados en la Tabla 7.

Tabla 7. Valores estadisticos del PERMANOVA por pares para los grupos razas y

tratamiento.

Pseudo-F  p-value q-value

Linea Grupel Grupo2
Andino Inti 1.337 0.036 0.054
Peruano 1.119 0.200 0.200
Inti Peruano 1.562 0.002 0.006

Tratamiento | Grupel Grupo2

Alimentado  Ayuno 1.372 0.025 0.025
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Figura 13. Andlisis de coordenadas principales (PCoA) de similaridad de Bray-Curtis
para las muestras del ciego de cuy entre las razas: AND (Andino), INT (Inti) y P

(Pera).
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Figura 14. Anélisis de coordenadas principales (PCoA) de similaridad de Bray-Curtis
para las muestras del ciego de cuy entre los tratamientos: AL (alimentado) y AY

(ayuno).
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3.5.1dentificar microorganismos con potencial bioldgico (probidtico)

como alternativa a la mejora de la produccion sostenible de Cavia

porcellus en la regibn Amazonas

Se ha identificado géneros degradadores de fibra (Ruminococcus) los cuales

tienen un efecto en la composicion microbiana y la digestion de la fibra,

destacando la especie Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus y

Ruminococcus bromii. Asi mismo, se reconoci6 al género Prevotella, destacando

la especie ruminicola. En esa misma linea, el género Fibrobacter fue descrito y

destaca la especie Fibrobacter succinogenes. Segun la informacion secundaria

encontrada, estos géneros y especies tienen una importancia en la degradacion y

absorcion de polimeros vegetales, ademas se ha identificado otras especies que

pueden ser utilizados como marcadores de salud para el bienestar del animal, los

mismos que pueden ser visualizados en la tabla 8.

Tabla 8. Propuesta de géneros y especies bacterianas con potencial probiético.

Género Especie

Funcion reportada

Especie destino

Ruminococcus

flavefaciens

Segun Chiquette et al. (2007),
Mejorar la digestion de la fibra,
estimula crecimiento de otras

bacterias celuloliticas.

Ruminococcus

Ruminococcus  albus

Tiene un papel en la
descomposicion de la fibra en el
rumen de los herbivoros vy
produce estructuras que
participan en la adhesiéon de la
bacteria a la celulosa. (Fujimori,

2021; Flint et al., 2012)

Ruminococcus

bromii

Es una especie clave para la
degradacion del almiddn

resistente. (Chiquette et al, 2007)

Monogastricos
herbivoros,
pequerios y
grandes

rumiantes
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Prevotella Prevotella Son hemiceluliticas y fermenta Monogastricos

ruminicola un amplio rango de carbohidratos herbivoros,
en el rumen de animales. pequefios y
(Chiquette et al., 2008) grandes
rumiantes
Fibrobacter Fibrobacter Son celuloliticas contribuye de Monogastricos
succinogenes manera importante en la herbivoros,
fermentacion y digestion de la pequefios y

celulosa, pueden utilizarse en la grandes
produccién de biocombustibles. rumiantes
(Khafipour et al., 2009)

Roseburia Roseburia faecis Presencia en heces humanas Roedores,
(Berger et al., 2021; Zou etal.,  monogastricos
2021) herbivoros
Bacteroides Bacteroides Marcadores de bienestar y salud  Roedores,
uniformis (Fabersani E et al 2021; Lee et al monogastricos
2021) herbivoros
Mucispirillum  Mucispirillum Marcadores de bienestar y salud  Roedores,
schaedleri (Herp et al 2019; Loy et al 2017) monogastricos
herbivoros
Alistipes Alistipes Marcadores de bienestar y salud  Roedores,
indistinctus (Parker et al 2020) monogastricos
herbivoros
Clostridium Clostridium Marcadores de bienestar del Roedores,
symbiosum animal (Dihuan Lu et al 2020) monogastricos
herbivoros,
humanos
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3.6 Caracterizacion de microorganismos asociados a la mejora de digestion
y absorcién de nutrientes con impacto en el peso y salud de cuyes

Se caracteriz6 el reino bacteria presento mayor abundancia y fue cuantificado
taxondmicamente por especie en las ocho muestras, considerando la mayor
abundancia relativa de las mismas. En ese sentido la muestra RAL presento las
especies bacterianas como Sphaerochaeta u (35.03%), Christensenella_u_s
(19.59%); RA2 Methanobrevibacter u s (66.11%) y Ruminococcaceae U_s
(9.25%); RA3 Ruminococcus_u_s (24.78%) y Christensenella_u_s (21.66%);
muestra RA4 [Clostridium] clostridioforme 90A8 (33.31%), Alistipes (18.30%) y
Lachnospiraceae (11.55%); RA5 Oscillospiraceae_u_s (59.37%),
Clostridiales_u_s (18.24%); RI4 Ruminococcus flavefaciens (58.77%) vy
Enterococcus_u_s  (20.88%); RI6  Clostridiales_ u s  (22.92%) vy
Ruminococcaceae_u s (19.69%); RP7 Clostridiales_ u_s (39.90%) vy
Christensenella_u_s (15.28%).

Figura 15. Clasificacion taxonémica y abundancia de microrganismos presentes

en la muestra RA4.

REINO BACTERIA VIRUS

REINO PROTISTA

57



DISCUSION

En el caso de mamiferos herbivoros, estos animales han desarrollado relaciones
simbioticas con microorganismos del tracto gastrointestinal para facilitar la
degradacion de la fibra (Kohl et al., 2014). Dentro de esta categoria de animales,
podemos separar a los herbivoros rumiantes, en los cuales ocurre la fermentacion
bacteriana dentro de camaras de fermentacion en el estdmago, y aquellos en los
cuales la fermentacion bacteriana de la fibra ocurre en regiones distales del tracto
digestivo (denominados fermentadores post-gastricos como los equinos, conejos
y cuy) (Kohl et al., 2014). La mayoria de estudios de la diversidad microbiana se
han enfocado en rumiantes y animales mayores, logrando encontrar que la gran
mayoria de bacterias del tracto gastrointestinal pertenecen a los Phylum
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, y Fibrobacteres (Khafipour et al.,
2009); mientras que estudios en animales menores como el cuy siguen siendo
escasos. En cuy, la comunidad bacteriana que se encarga de la fermentacion de la
fibra encontrada en el intestino grueso, principalmente en el ciego, el cual
representa el 15% del peso del individuo y presenta rasgos especificos que le
permiten degradar cuantiosas cantidades de fibra, similar a lo que ocurre en el

estdbmago de los rumiantes (Jara et al., 2019).

Segun el objetivo 1, el analisis metagendmico de ciego de cuy realizado en este
estudio reveld que los Phylum bacterianos mas abundantes son Firmicutes y
Bacteroidetes (llegando a representar mas del 75% de la abundancia relativa), y
en menor medida se encuentran bacterias pertenecientes a los Phylum
spirochaetota, Synergistota, Euryarchaeota, Campilobacterota,
Verrucomicrobiota, entre otros Phylum. En ese sentido estudios moleculares de
bacterias cultivables a partir de ciego de cuy revelan también la existencia de
bacterias del Phylum firmicutes, principalmente géneros como: Lactobacillus,
Enterococcus y Staphylococcus, en cuyes desde los 2 dias hasta los 2 meses de
edad (Porturas, 2011).
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Takahashi et al., (2005) mediante la técnica PCR-DGGE, la misma que permite
separar fragmentos de ADN del mismo tamafio en base a la secuencia de estos fue
usado caracterizar la diversidad microbiana en diferentes regiones de ciego de
cuy, teniendo como resultado la presencia de especies de los géneros Clostridium,
Ruminococcus, Bacteroides, Enterococcus, Treponema, Oscillospira. Los mismos
que fueron encontrados e identificados en la presente investigacion, a excepcion
del género Enterococcus. Es decir, que el perfil del microbioma secuenciado,

coincide en su mayoria con los mencionados en estudios realizados anteriormente.

En comparacion con el microbioma de otras regiones del tracto gastrointestinal,
se ha descrito que el microbioma intestinal en cuy esta conformado por:
Firmicutes  (28.8%), Bacteroidetes  (14.6%),  Proteobacteria  (9.4%),
Verrucomicrobiota (2.1%) y en menor medida Euryarchaeota, Spirochaetota y
Actinobacterias (Hildrbrant et al.,2012). En comparacion con el ciego de cuy, en
esta investigacion se observa una mayor abundancia relativa de los Firmicutes
(58.37%) y Bacteroidetes (27.99%). El aumento en la abundancia relativa de estas
bacterias en el ciego de cuy sugiere que los microorganismos pertenecientes a
estos 2 Phylum cumplen roles fundamentales para la degradacion de alimentos
ricos en fibra. En relacion a otros fermentadores post-gastricos, Crowley et al.
(2017) describe que el Phylum mas abundante en ciego de conejo es Firmicutes,
Ilegando a representar el 40.3% del total de bacterias; seguido de Bacteroidetes,
el cual alcanza aproximadamente un 40% de abundancia relativa. Por otro lado,
Velasco-Galilea et al. (2018) encuentran una abundancia relativa del 76.46% del
Phylum Firmicutes en ciego de conejo y solo del 7.458% para el Phylum
Bacteriodetes. Mientras que, en caballo, Firmicutes y Bacteioridetes también son
los Phylum predominantes, aunque existe una mayor abundancia relativa de
Bacteriodetes (Su et al., 2020). Es importante recalcar que pueden existir
diferencias en la dominancia de ciertos Phylum entre estudios o animales a raiz
de la dieta suministrada y el ambiente de crianza, por lo cual es necesario de un
mayor nimero de estudios para especificar el “core” microbiano en ciego de cuy

(O’Donnell et al., 2017), por eso los resultados de esta investigacion aplicando un
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abordaje mé&s robusto resalta la importancia de los Phylum firmicutes y
Bacteriodetes dentro del microbioma de ciego de cuy.

Para cumplir con el segundo objetivo, el Phylum firmicutes descrito,
especificamente el género Ruminococcus estd compuesto por bacterias
especialistas que permiten la degradacion de estructuras celuloliticas, por lo cual
forman parte del sistema gastrointestinal de mamiferos con dietas a base de
material vegetal, lo que permite acceder a las particulas de almidén y convertirse
en degradadores primarios de biomasa. De igual manera, se ha visto que especies
del Phylum fibrobacter y especies de los géneros Clostridium y Eubacterium
(ambos del Phylum firmicutes) comparten la funcién de la degradacion de la
celulosa en el tracto gastrointestinal de herbivoros (Fujimori, 2021; Flint et al.,
2012). Por su parte, el género Prevotella (Phylum bacteriodetes) participa
activamente en la degradacion de otros componentes secundarios de la pared
celular (xilanos), asi como compuestos almidonados y azlcares simples. (White
et al., 2014). Los oligosacaridos formados a partir de la degradaciéon de los
componentes de la fibra, pueden ser utilizados por bacterias productoras de acidos
grasos de cadena corta, en este caso bacterias productoras de butirato de la familia
Lachnospiraceae (principalmente del género Roseburia y Eubacterium) son clave
dentro la microbiota intestinal, ya que el butirato es un &cido graso de cadena corta
que funciona como fuente de energia para las células epiteliales que recubren el
intestino y como molécula antiinflamatoria (Berger et al., 2021; Zou et al., 2021).
Por lo tanto, nuestro estudio también ha reportado la presencia de estos géneros
en el ciego del cuy, evidenciando la importancia que tienen estos géneros en la
degradacion y absorcion de nutrientes comparado el perfil microbiano de
estructuras digestivas de otros animales. Ademas, hemos identificado en el ciego
del cuy la presencia de arqueas del género Methanobrevibacter (productoras de
metano a partir de CO. y H>) y reportadas en el intestino de diferentes animales,
las cuales eliminan el exceso de hidrogeno (producto de la fermentacion

bacteriana) mediante la generacion de metano (Granja-Salcedo et al., 2019).

Diferencias genéticas, morfologicas o fisiologicas propias de cada raza podrian

influenciar la composicion bacteriana, sin embargo, esta influencia puede
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presentarse o no de acuerdo al tejido, regién o especie estudiada. Bergamaschi et
al. (2020) describen diferencias en el microbioma intestinal entre 3 razas de
porcinos (Duroc, Landrace y Large White), principalmente en la abundancia de
bacterias del género Catenibacterium, Clostridium y Bacteroides, ademas
encuentra una correlacién entre 4 géneros de bacterias del Phylum Firmicutes
(Lactobacillus, Dorea, Blautia y Eubacterium) y la eficiencia alimentaria.
Similarmente, se ha descrito en felinos que tanto el microbioma oral y cutaneo
estd influenciado por la raza (y otros factores ambientales). Older et al. (2019)
encontrd diferencias en la abundancia de bacterias del género Veillonellaceae,
Porphyromonas y Lactobacillus luego del analisis de dicho microbioma en
diferentes razas de gato doméstico. A pesar de que algunos estudios fundamentan
la influencia de la raza en el microbioma de ciertas regiones corporales y érganos,
otros indican que existe poca o ninguna diferencia. El estudio de Fastres et al.
(2020) sefala que la composicion bacteriana del pulmén no se ve influencia por
laraza en perros, los resultados de esta investigacion determinan luego del analisis
de las regiones hipervariables V1-V3 del gen 16S rRNA en 5 razas de perros,
donde pocos géneros bacterianos son Unicos de ciertas razas. En ese sentido, en
este estudio no se encuentran diferencias en el microbioma de ciego de cuy segun
la raza, puesto que en el indice de Shannon el P-value es 0.3690 asi como en el
indice de Bray Curtis cuyo valor de P es 0.025, lo cual indica que no existe una
agrupaciéon o formacion de clusters segun la raza. El indice de diversidad de
Shannon permite realizar una estimacion de la diversidad genética mediante el
calculo de la proporcion de cada especie dentro de un ecosistema dado, lo cual da
como resultado la abundancia de cada especie bacteriana en una localidad (o

muestra) (Konopinski, 2020).

La comunidad microbiana que alberga el intestino del hospedero es vasta y
dinamica, y las interacciones entre ambos tienen efectos profundos. Por ello, la
alteracion del microbioma normal, denominada disbiosis, puede conllevar a
problemas digestivos, inmunes, neurobiolégicos y de comportamiento. Esta
disbiosis tiene un origen multifactorial, desde factores genéticos hasta alteraciones
ambientales (Ma et al., 2012). En el caso del ayuno, se ha estudiado su efecto en

el microbioma de diferentes animales, en ratones se ha visto cambios en la
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diversidad microbiana del colon luego de diferentes periodos de ayuno (Kohl et
al., 2014). En caballos, se ha observado que el ayuno por tan solo 12 horas
disminuye la abundancia de bacterias del Orden Crostidiales en muestras fecales,
las cuales son de suma importancia para el tracto gastrointestinal de esta especie
(Schoster et al., 2016). En esa misma linea, otro estudio también encontré cambios
en la composicion bacteriana de la mucosa gastrica de caballos luego de 12 horas
de ayuno, logrando detectar una mayor dominancia de bacterias pertenecientes al
Phylum Proteobacteria y Bacteriodetes (Perkins et al., 2012). EI cambio en el
microbioma notados en estos estudios posiblemente se deba a la falta de
sustratos/alimento para los microorganismos y otras alteraciones en las
condiciones del tracto gastrointestinal. Por lo tanto, este estudio analiz6 muestras
de ciego de ejemplares que pasaron por un periodo de ayuno de 24 horas
(tratamiento AY) y un grupo que fue alimentado constantemente hasta su
beneficio (tratamiento AL). El andlisis diferencial con respecto a la composicion
bacteriana entre ambos grupos revela diferencias en la abundancia relativa de
ciertas especies, lo cual es corroborado por los indices de diversidad. Se observa
que, independientemente de la raza, en los individuos que pasaron por un periodo
de ayuno (AY) tuvieron una mayor abundancia de bacterias de los Phylum
Euryarchaeota y Campilobacterota, y que en los ejemplares del grupo AL se
encontré una mayor abundancia de bacterias del Phylum Spirochaetota. Mientras
a nivel de género, hubo un aumento relativo de los géneros Prevotella,
Muribaulaceae y Treponema en los ejemplares del grupo AL, a diferencia del
tratamiento AY donde se observo un aumento en la abundancia de las bacterias
de los géneros Methanobrevibacter y Ruminococcus, ya que existe una diferencia
significativa entre AY y AL determinada mediante el analisis estadistico de
PERMANOVA. En ese sentido, hay que considerar que ciertos cambios 0
variables que provocan estrés en el animal pueden perturbar el microbioma de
ciego y sesgar los resultados en la composicion microbiana mediante

metagendmica.

Para cumplir con el tercer objetivo, existen generos bacterianos con potencial

probiotico, que al ser usados en esta especie de mamifero, puede generar efectos
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positivos en su organismo, como se ha determinado que la suplementacion con
especies degradadoras de fibra (del género Ruminococcus) tiene un efecto en la
composicion microbiana y la digestion de la fibra. Chiquette et al. (2007) indican
que la suplementacién con Ruminococcus flavefaciens NJ puede estimular el
crecimiento de otras bacterias celuloliticas y mejorar la digestion, esta especie fue
identificada por nuestro estudio y estaria cumpliendo un rol en el proceso de
degradacion. También la especie Ruminococcus albus tiene un papel en la
descomposicion de fibra, por lo que produce estructuras que participan en la
adhesion de la bacteria a la celulosa permitiendo su eficiencia en la digestion
(Fujimori, 2021; Flint et al., 2012); de igual forma, la especie Ruminococcus
bromii es clave para la degradacion del almidon resistentes (Chiquette et al, 2007),
el cual facilitaria la digestion de este tipo de nutrientes en el ciego del cuy.
Especies del género Prevotella descrita por (Chiquette et al., 2008) es candidato
para considerarse probidtico debido a que se ha comprobado los beneficios para
el individuo suplementado con la cepa P. bryantii 252 En vacas que inician el
periodo de lactancia mejora la digestion, aumenta la concentracion de grasa en
leche y disminuye la produccion de lactato. En nuestro estudio identificamos la
especie Prevotella ruminicola de caracteristica hemecelulitica, cuya funcién
dentro del aparato digestivo es fermentar un amplio rango de carbohidratos en el
rumen de animales (Chiquette et al., 2008), el cual al ser aplicado en la dieta de
cuyes beneficiaria los procesos de absorcion de este tipo de carbohidratos.

La especie Fibrobacter succinogenes identificadas en este estudio tienen como
funcién reportada la fermentacion y digestidn de celulosa (Khafipour et al., 2009)
el cual podria formar parte de coctel de probidticos en la alimentacion de cuyes.
Los probidticos sirven como una solucion mas adecuada para asegurar el
rendimiento de la alimentacion, permite la ganancia de peso y aumento de la
inmunologia natural del animal, es la prevencion de las variaciones de la flora,
asegurando la presencia de un nimero suficiente de bacterias beneficiosas capaces
de dominar el medio e inhibir el desarrollo de los patogenos (Carcelén. et al,
2005).

La especie Mucispirillum schaedleri identificada en nuestro estudio fue reportada
por varios estudios, la presencia de esta bacteria actla como protector frente a
infecciones que generan procesos inflamatorios como el caso de salmonelosis,
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siendo demostrado por un estudio realizado por Herp et al., (2019), donde la
presencia de Mucispirillum schaedleri en el intestino de ratones confiere una
protecciéon contra la colitis a traves de la inhibicion del gen de invasion de
salmonella. Asi mismo la especie Clostridium symbiosum reportada en un estudio
realizado por Franzosa et al., 2019 mediante el enfoque metabolémico y
secuenciacion metagendémica en muestras de 58 pacientes con colitis ulcerativa,
el estudio revelo que en estos pacientes la presencia de Clostridium symbiosum
fue abundante en estos pacientes, esta bacteria podria ser utilizada como un
marcador de bienestar de salud del animal. La misma bacteria fue descrita como
marcador de pronéstico en paciente con cancer colorectal, siendo que su presencia
estd asociada al diagnostico temprano y una deteccion no invasiva de la
enfermedad (Xie et al., 2017). En este estudio se encontrd que el género
Clostridium se encuentra presente en las tres razas de cuyes, sin embargo, la raza
Andina es la que tiene mejor representacion, tanto en el grupo alimentado como

el grupo de ayuno.

La especie Alistipes indistinctus fue reportada en un estudio realizado por Ryu et
al., (2019), esta bacteria forma parte de la microbiota humana, sin embargo, en
procesos de infeccion como apendicitis aguda esta bacteria fue encontrada en
cultivos de sangre de un paciente con esta enfermedad, para nuestro interés
también podria ser parte de un marcador de bienestar del animal. En la presente
investigacion se identificd dicho género que tuvo mejor representacion en la raza
Inti, especificamente en el grupo de ayuno a diferencia del tratamiento
alimentado, mientras que en la raza Andina y Per( no se observo cambios en las

proporciones en los tratamientos estudiados.

Las especies como Roseburia faecis, Bacteroides uniformis, Mucispirillum
schaedleri, Alistipes indistinctus y Clostridium symbiosum identificadas en
nuestro estudio fueron reportadas por varios estudios asociados a problemas de
salud y desarrollo de ciertas enfermedades (Berger et al., 2021; Fabersani et al.,
2021; Herp et al., 2019; Parker et al., 2020 y Lu et al., 2020) los mismos que

tienen potencial de ser usados como marcadores preventivos en el desarrollo de
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patologias, siendo de importancia en la investigacion de enfermedades y
tratamientos enfocados en la crianza de cuyes.

El cuarto objetivo, se realizd con el fin de caracterizar los microorganismos
asociados a la mejora de digestion y absorcion de nutrientes con impacto en el
peso y salud de cuyes, los estudios correspondientes se realizaron con 8 muestras
que pasaron el control de calidad. Teniendo como resultados, que el reino bacteria
es el mas abundante y el cual fue cuantificado taxonomicamente por especie en
las ocho muestras, considerando la mayor abundancia relativa de las mismas. En
ese sentido la muestra RA1 presento las especies bacterianas como
Sphaerochaeta_ u  (35.03%), Christensenella_u_s  (19.59%); RAZ2
Methanobrevibacter u_s (66.11%) y Ruminococcaceae_u_s (9.25%); RA3
Ruminococcus_u_s (24.78%) y Christensenella_u s (21.66%); muestra RA4
[Clostridium]  clostridioforme 90A8 (33.31%), Alistipes (18.30%) vy
Lachnospiraceae (11.55%); RA5 Oscillospiraceae_u_s (59.37%),
Clostridiales_u_s (18.24%); RI4 Ruminococcus flavefaciens (58.77%) y
Enterococcus u_s  (20.88%); RI6  Clostridiales u s  (22.92%) vy
Ruminococcaceae u_ s (19.69%); RP7 Clostridiales_ u s (39.90%) vy
Christensenella_u_s (15.28%). En ese sentido Gong et al. (2019) Reporta, la
especie Clostridiales_u_s que pertenece al orden Clostridiales esta presente en 7
muestras menos en la RI4, suele asociarse como parte del mecanismo inmune
modulador en la eficacia del tratamiento contra el cancer, correlacionando
positivamente el bloqueo de la proteina PD-1 y los niveles de CD4+ y CD8+
células T en sangre y la abundancia selecta de miembros de este orden.

La especie Oscillibacter_u_s identificada en 7 muestras excluyendo la R14, suele
actuar junto a otras especies bacterianas como probidticos produciendo
metabolitos 1 con funcion antiinflamatoria (Li et al. 2016), también se asocia con
el estres en animales por el 2 destete prematuro generando la diminucion de esta
especie bacteriana (Li et al. 2018). Oscillospiraceae_u_s especie identificadaen 7
muestras menos en RI6 fue reportada en un 4 experimento utilizando ratones
sometidos a una dieta rica en grasas, teniendo como resultado un 5 aumento en

los niveles de esta especie junto a otras bacterias (Xiong et al. 2017).
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CONCLUSIONES

Las regiones hipervariables V3 y V4 del gen 16S ARNr revela que los Phylum
firmicutes y Bacteroidetes son los mas abundantes (58.37% y 27.99%
respectivamente) presentes en el ciego de cuy, siendo similares para las tres razas.
El analisis metagenomico del ciego de cuy demuestra la presencia de géneros
bacterianos (Ruminococcus, Clostridium, Eubacterium, Prevotella y Roseburia)
implicados en la degradacion de fibra estando presentes en las tres razas.

El andlisis de las comunidades bacterianas en el ciego del cuy muestra la
existencia de especies bacterianas con potencial uso probidtico, en la degradacion
de fibra (Ruminococcus flavefaciens, Provotella bryantii y Fibrobacter
succinogenes) en ciego del cuy.

El analisis de las comunidades bacterianas en el ciego del cuy muestra la
existencia de especies bacterianas con un potencial como marcadores de bienestar
animal, (Bacteroides uniformis, Mucispirillum, Alistipes indistinctus vy
Clostridium symbiosum).

El andlisis de la diversidad alfa y beta indica que no hay diferencia estadistica
entre las razas Per, Inti y Andina, ya que se determina que el perfil microbiano
de cada muestra no se agrupan en clusters, esa misma tendencia se mantiene al
comparar los tratamientos analizados.

El anélisis de la PERMANOVA permitio identificar diferencias significativas en
el microbioma del ciego de cuy al comparar por pares a las razas y a los
tratamientos, siendo las razas Andina e Inti y Peru e Inti, los que presentan mayor
diferencia, asi mismo entre los dos grupos de tratamientos.

El analisis de la diversidad microbiana sugiere que el ayuno o privacion de la
comida por 24 horas tiene un efecto significativo en la composicion microbiana
de ciego de cuy, lo cual se debe a la falta de sustratos (alimento) para los
microorganismos lo que conlleva a alteraciones en las condiciones normales del

tracto gastrointestinal.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se debe realizar el andlisis de la composicion de otros microorganismos no
bacterianos en ciego de cuy, por sus propiedades celuloliticas, asi mismo analizar
Su especie.

Se debe ampliar en el analisis del cultivo bacteriano e identificacion de las
propiedades cataliticas para el uso de cepas con posible potencial probidtico.

En estudios futuros se debe caracterizar a nivel de especies mediante el cultivo y
ensayos microbioldgicos, incluso de metodologias de genotipificacién de cepas
que podrian ser patentadas y formar parte de un coctel de probiéticos enfocados

en la mejora de la produccion de cuyes.
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Anexo 1. Caracteristicas fenotipicas de los individuos de estudio

ANEXOS

DEDOS
raza | ARete | EpAD | cotoroso | V| M| P P
DER | 1ZQ | DER | 1ZQ
1- Per( 188 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
1- Per( 189 90 dias Ojo Negro 6 6 5 5
1- Per( 190 90 dias Ojo Rojo 4 4 3 3
1- Pert Morado 90 dias Olo ¥ Oreja 6 6 6 6
Negro

1- Pert SN 90 dias Ojo Negro 4 4 4 4
2- Per( M. DER. 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
2- Per M. 1Z2Q. 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
2- Perl PIE. DER 90 dias Ojo Negro 7 7 6 6
2- Per Morado 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
2- Per SN 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
1-Inti 182 90 dias Ojo Negro 6 6 6 6
1-Inti 183 90 dias Ojo Negro 5 6 5 6
1-Inti 184 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
1-Inti Morado 90 dias Ojo Negro 6 6 6 6
1-Inti SN 90 dias Ojo Negro 6 6 6 6
2-Inti 185 90 dias Ojo Negro 6 6 5 5
2-Inti 186 90 dias Ojo Negro 6 6 6 6
2-Inti 187 90 dias Ojo Rojo 6 6 6 6
2-Inti Morado 90 dias Ojo Negro 6 6 5 6
2-Inti SN 90 dias Ojo Negro 6 6 5 5
1-Andino 176 90 dias Ciego O.D 6 6 6 6
1-Andino 177 90 dias Ojo Negro 6 6 5 5
1-Andino 178 90 dias Ojo Negro 6 5 4 4
1-Andino Morado 90 dias Ojo Negro 6 6 5 6
1-Andino SN 90 dias Ojo Negro 5 5 5 5
2- Andino 179 90 dias Ojo Negro 6 6 4 4
2- Andino 180 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
2- Andino 181 90 dias Ojo Negro 4 4 3 3
2- Andino Morado 90 dias Ojo Negro 6 6 5 5
2- Andino SN 90 dias Ojo Negro 6 6 6 6

M. DER: miembro anterior derecho; M. 1ZQ: Miembro anterior izquierdo;

P. DER: Miembro posterior derecho; P. 1ZQ: Miembro posterior

izquierdo; Arete: identificacion de individuo.
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Anexo 2. Parametros de calidad de muestras de ADN de ciego de cuy pre y post-purificacion

PRE-PURIFICACION

POST-PURIFICACION

TOTAL DE TOTAL DE
Muestra Concentracion A260/280 [ A260/230 DNA Concentracion A260/280 [ A260/230 DNA
nout (ug) nout (ug)
INTLAL | 1019 | 185 | 219 | 4076 152 184 | 23 3,08
INT2 AL 67,9 178 | 141 | 2716 1517 | 186 | 215 | 3,034
INT3AL | 3378 | 187 | 283 | 13512 3822 | 188 | 243 | 7644
INTAAL | 492 184 | 216 | 1968 2301 | 187 | 241 | 4602
INTS5AL | 1103 | 186 | 2,27 | 4452 204 185 | 238 | 408
INTLAY | 4725 | 188 | 231 18,9 3521 | 188 | 242 | 7,042
INTZAY | 4529 | 186 | 216 | 18,116 1473 | 183 | 205 | 2946
INT3AY | 1331 | 186 | 229 | 5324 264 187 | 2,39 5.28
INTAAY | 3266 | 185 | 209 | 13,064 1982 | 186 | 242 | 3964
INTSAY | 1328 | 185 | 221 | 5312 1660 | 187 | 244 | 3338
PLAL 267 184 | 187 | 1068 1820 | 186 | 229 | 3658
P2 AL 4103 | 185 | 223 | 16412 2853 | 187 | 241 | 5706
P3AL 5157 | 186 | 2,15 | 20628 1113 | 184 | 219 | 2,226
P4 AL 6595 | 189 | 2,28 | 2638 2004 | 184 | 1,97 | 4008
P5 AL 1469 | 185 | 215 | 5876 1812 | 186 | 234 | 3624
PLAY 4315 | 189 | 232 | 1726 2047 | 188 | 247 | 589
P2AY 1546 | 185 | 208 | 6184 201 187 | 242 | 402
P3AY 4624 | 186 | 22 | 1849 3039 | 187 | 239 | 6078
PaAY 2425 | 187 | 231 9.7 1154 | 185 | 235 | 2,308
P5AY 2298 | 184 | 198 | 9192 2424 | 186 | 243 | 4888
ANDLAL | 3132 | 186 | 208 | 12528 856 | 187 | 24 | 3712
ANDZAL | 452 182 | 141 | 1808 76 188 | 2,22 152
AND3AL | 1638 | 188 | 235 | 6,552 2329 | 187 | 244 | 4658
ANDAAL | 1346 | 181 | 165 | 5384 1947 | 186 | 226 | 389
AND5 AL | 2239 | 186 | 224 | 8956 1945 | 186 | 24 3.89
ANDIAY | 833 187 | 228 | 3332 5711 | 189 | 230 | 1L422
ANDZAY | 6404 | 182 | 21 | 25616 3245 | 188 | 243 6.49
AND3AY | 7916 | 186 | 222 | 31,664 3388 | 189 | 238 | 6,776
ANDAAY | 4361 | 188 | 219 | 17,444 2147 | 187 | 244 | 4204
ANDS AY | 4794 | 188 | 22 | 19.176 1729 | 186 | 226 | 3458

Sigla ng: nanogramas; ug: microgramos; uL: microlitros. La tabla muestra indices de contaminacion por
proteinas (A260/A280~1.8-2) y sales (A260/A230~2), indicando la pureza de la muestra.
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Anexo 3. Control de peso semanal

RAZA COLOR 0JO DEDOS PESO LLEGADA | SEMANA| | SEMANAII | SEMANAIIlI | SEMANAIV | SEMANAV |
LINEA ARETE M. DER | M.1ZQ | P.DER P.12Q 24/02/2021 3/03/2021 | 10/02/2021 | 17/03/2021 | 24/03/2021 | 2/04/2021

P1 AL 188 0JO NEGRO 4 4 3 3 665 715 834 854 860 870
P2 AL 189 0JO NEGRO 6 6 5 5 653 738 847 900 905 986
P3 AL 190 0OJO ROJO 4 4 3 3 651 746 817 841 837 885
P4 AL Morado | OJO Y OREJA NEGRO 6 6 6 6 630 689 772 768 782 850
PS5 AL SN 0JO NEGRO 4 4 4 4 672 765 803 844 823 804
P1AY M. DER. 0JO NEGRO 4 4 3 3 721 746 840 830 845 773
P2 AY M. 1ZQ. 0JO NEGRO 4 4 3 3 707 725 781 815 802 767
P3 AY PIE. DER 0JO NEGRO 7 7 6 6 624 689 726 804 790 728
P4 AY Morado 0JO NEGRO 4 4 3 3 669 736 811 825 800 883
P5 AY SN 0JO NEGRO 4 4 3 3 583 771 897 910 840 777
INT1 AL 182 0JO NEGRO 6 6 6 6 683 796 910 1013 1048 1052
INT2 AL 183 0JO NEGRO 5 6 5 6 610 663 769 836 852 871
INT3 AL 184 0JO NEGRO 4 4 3 3 548 602 722 805 812 851
INT4 AL Morado 0JO NEGRO 6 6 6 6 539 611 676 727 725 785
INT 5 AL SN 0JO NEGRO 6 6 6 6 578 629 753 814 845 852
INT1 AY 185 0JO NEGRO 6 6 5 5 605 629 719 703 680 630
INT2 AY 186 0JO NEGRO 6 6 6 6 467 529 729 768 756 786
INT3 AY 187 0OJO ROJO 6 6 6 6 506 600 673 678 652 609
INT4 AY Morado 0JO NEGRO 6 6 5 6 670 728 890 960 945 930
INTS5 AY SN 0JO NEGRO 6 6 5 5 556 649 785 788 769 727
AND1 AL 176 CIEGO 0. D 6 6 6 6 634 758 811 839 840 860
AND2 AL 177 0JO NEGRO 6 6 5 5 621 702 798 823 854 902
AND3 AL 178 0JO NEGRO 6 5 4 4 653 759 856 870 900 945
AND4 AL Morado 0JO NEGRO 6 6 5 6 691 783 895 919 923 941
ANDS5 AL SN 0JO NEGRO 5 5 5 5 618 765 835 884 875 940
AND1 AY 179 0JO NEGRO 6 6 4 4 755 802 920 1009 1012 948
AND2 AY 180 0JO NEGRO 4 4 3 3 536 610 667 705 715 666
AND3 AY 181 0JO NEGRO 4 4 3 3 549 602 680 752 756 729
AND4 AY | Morado 0JO NEGRO 6 6 5 5 675 715 870 897 902 885
AND5 AY SN 0JO NEGRO 6 6 6 6 620 731 790 832 854 873
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Anexo 4. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Muestra | Concentracion ng/ul | TOTAL DE DNA (ug)
INT1 AL 126,2 2,5
INT2 AL 124,3 2,5
INT3 AL 319,4 6,4
INT4 AL 190,6 3,8
INT 5 AL 168,5 34
INT1 AY 293,9 5,9
INT2 AY 120,5 2,4
INT3 AY 219,3 4,4
INT4 AY 163,6 3,3
INT5 AY 137,1 2,7
P1AL 150,7 3,0
P2 AL 237,4 4,7
P3 AL 90,1 1,8
P4 AL 165,5 3,3
P5 AL 149,2 3,0
P1AY 245,3 4,9
P2 AY 166,0 33
P3 AY 253,1 51
P4 AY 93,5 1,9
P5 AY 202,7 4,1
AND1 AL 153,0 3,1
AND2 AL 60,2 1,2
AND3 AL 193,0 3,9
AND4 AL 160,7 3,2
ANDS AL 160,5 3,2
AND1 AY 479,3 9,6
AND2 AY 270,6 5,4
AND3 AY 282,7 5,7
AND4 AY 177,6 3,6
ANDS AY 142,2 2,8
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Anexo 6. Conteo del nimero de dedos
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Anexo 8. Ciego de cuy
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