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RESUMEN

Aislamiento e identificacién molecular de bacterias de la microbiota
intestinal en aves silvestres de la region delta del rio Colorado, Baja

California, México

La microbiota intestinal en vertebrados juega funciones vitales en la digestion y
nutricion, inmunidad contra patégenos y enfermedades, desarrollo,
comportamiento y reproduccion; y esta puede estar determinada por el medio
ambiente y factores asociados al hospedero. La caracterizacion de la microbiota
en la vida silvestre puede aportar informaciéon importante para la gestion de la
vida silvestre, prevencién de patdgenos y enfermedades, y las practicas
veterinarias. El estudio de la microbiota intestinal en aves ha sido pobremente
investigado, en especial a las aves silvestres. El delta del rio Colorado presenta
una avifauna de las mas ricas y abundantes de Norteamérica, sin embargo, no
existen estudios de la microbiota intestinal en aves silvestres de esta region. Por
lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la microbiota intestinal en
aves silvestres de la regién del delta del rio Colorado mediante técnicas
microbiologicas y moleculares utilizando el gen 16S rDNA. Se tomaron muestras
cloacales de aves silvestres en tres sitios de restauracion del delta del rio
Colorado, se lograron aislar 85 cultivos de bacterias provenientes de 33 aves de
15 especies diferentes de las temporadas inverno y verano. Se detectaron 60
especies de bacterias distintas, mediante la secuenciacion del gen 16S rDNA,
presentando una composicion de la microbiota intestinal de Firmicutes 65%,
Actinobacteria 21% y Proteobacteria 14%. Se mostraron similitudes en las
especies de bacterias en un sitio de muestreo en ambas temporadas. Dicha
similitud posiblemente estén relacionadas al medio y a la dieta y comportamiento

de las aves.

Palabras claves: Microbiota intestinal — Aves silvestres — Cloacal — 16S rDNA —

Delta del rio Colorado — Baja California



ABSTRACT

Isolation and molecular identification of bacteria from the gut microbiota
in wild birds of the delta region of the Colorado River, Baja California,

Mexico

The gut microbiota of vertebrates performs vital functions in digestion and
nutrition, immunity against pathogens and diseases, development, behavior and
reproduction; and this can be determined by the environment and factors
associated with the host. Characterizing the microbiota in wildlife can provide
important information for wildlife management, pathogen and disease prevention,
and veterinary practices. The study of the gut microbiota in birds has been little
investigated, especially in wild birds. The Colorado River Delta has one of the
richest and most abundant avifaunas in North America, however, there are no
studies of the gut microbiota in wild birds in this region. Therefore, the objective
of the present work was to determine the gut microbiota in wild birds of the
Colorado River delta region by microbiological and molecular techniques using
the 16S rDNA gene. Cloacal samples were taken from wild birds in three
restoration sites of the Colorado River delta, it was possible to isolate 85 bacteria
cultures from 33 birds of 15 different species from the winter and summer
seasons. 60 different species of bacteria were detected by sequencing the 16S
rDNA gene, presenting a composition of the gut microbiota of Firmicutes 65%,
Actinobacteria 21% and Proteobacteria 14%. Similarities were shown in bacteria
species at a sampling site in both seasons. This similarity is possibly related to

the environment, diet and behavior of the birds.

Keywords: Gut microbiota - Wild birds - Cloacal - 16S rDNA - Colorado River Delta

- Baja California
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INTRODUCCION

Las aves representan una clase importante dentro de los seres vivos que
habitan en la Tierra. Desde que tuvieron su primera aparicion en la era Mesozoica
(Evans et al., 2017), las aves presentan un linaje diverso y evolutivamente
exitoso, compuesto por 10,000 especies y 22,000 subespecies descritas a la
fecha (Garcia et al., 2017; Hou et al.,, 2021). Al igual que los humanos se
encuentran distribuidas a nivel mundial. Su capacidad de migrar grandes
distancias, colonizar nuevas areas y resistir a una gran variedad de entornos, les
permite tener una distribucion cosmopolita en distintas areas de la Tierra (Chung
et al., 2018). México es considerado un pais megadiverso. Estudios anteriores
reportan que el 11% de la diversidad de especies de aves habitan en su territorio,
colocandolo en el onceavo lugar por su riqueza de avifauna y cuarto lugar en
proporcion de endemismo (Navarro et al., 2014) .En el norte de la peninsula de
Baja California se localiza el area de delta del rio Colorado, que ha sido
reconocida como una de las regiones mas ricas para la vida silvestre en el
suroeste de Estado Unidos y noroeste de México. La avifauna del delta del Rio
Colorado es una de las mas abundantes y diversas de Norteamérica, con
registros de 371 especies, y con la presencia de 300,000 aves acuéticas
migratorias cada invierno (Hinojosa-Huerta et al., 2007). El delta del Rio Colorado
es un sitio importante para la reproduccion, descanso y alimento de las aves
migratorias debido a que se localiza dentro la ruta migratoria del Pacifico, una de

las principales rutas migratorias de aves en el mundo.

En afios recientes, los bidlogos han reconocido la importancia de la
coevolucion de las comunidades de bacterias asociadas o microbiota en el
estudio de los animales. Todos los animales estan involucrados en el mundo de
las bacterias como hospederos, y las interacciones con estos microorganismos

afectan en muchos aspectos la vida animal; esta relacion de hospedero-



microbiota es el resultado de una evolucion sincronizada en ambas formas de
vida durante millones de afos. Una de las mayores interacciones ocurre en el
intestino, el cual tipicamente es colonizado por un gran nuamero de
microorganismos. Varias funciones importantes han sido atribuidas a la
microbiota intestinal, las cuales juegan un papel crucial en la salud de los
animales, como absorcién de nutrientes, el desarrollo y funcion inmune,
comportamiento y otros procesos fisiologicos (Ellegaard y Engel, 2016; Evans et
al., 2017; Garcia et al., 2017; Vargas et al., 2019;).

La mayor parte de los estudios publicados sobre el estudio de la microbiota
intestinal han sido en mamiferos, particularmente en humanos. Mientras los
estudios sobre microbiota intestinal en vida silvestre estan aumentando. En una
reciente revision de literatura se encontré que mas del 90% de estos estudios se
centran en mamiferos. Los estudios en aves silvestres se han concentrado en un
pequefio numero de especies (Oliveira et al., 2020), la mayor parte de los
estudios de microbiota intestinal en aves estan relacionados con la produccion
avicola (Evans et al., 2017). Las aves a lo largo de su evolucion han desarrollado
un sistema anatdmico, fisiol6gico, conductual, ademéas de una dieta y rasgos
sociales unicos, y un fuerte componente genético como hospedero. Estas
caracteristicas hacen de las aves organismos interesantes para estudiar a los
microorganismos asociados debido a su alta diversidad de especies
hospedadoras, que probablemente presenten las condiciones favorables para
una amplia gama de diversas adaptaciones microbianas (Garcia et al., 2017).
Hasta el momento, no existen estudios previos relacionados a la microbiota en
aves silvestres del delta del rio Colorado. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo es determinar la microbiota intestinal en aves silvestres de la region del
delta del rio Colorado en el valle de Mexicali mediante el uso técnicas

microbiolégicas y moleculares utilizando el gen 16S rRNA.



REVISION DE LITERATURA

Antecedentes historicos

En el siglo XVII Anton van Leeuwenhoek observo por primera vez en
microscopio a los microorganismos asociados a un hospedero en la placa dental
a los cuales llamo “animalculos”. El descubrimiento de la vida microscopica dio
surgimiento al estudio de la microbiologia donde las principales herramientas
fueron el analisis microscépico y el cultivo de microorganismos. Desde que
Robert Koch probd la “teoria germinal de las enfermedades infecciosas”, la vision
de los microorganismos asociados a un hospedero habia estado contenida por
su papel causante de enfermedades infecciosas. Sin embargo, una nueva vision
surgio a finales del siglo XIX hacia las interacciones entre el hospedero y los
microorganismos asociados de una manera positiva, donde la mayoria de las
interacciones no son patégenas sino mutuamente beneficiosas. En 1885 Theodor
Escherich observé la aparicion de bacterias en las heces normales y tracto
intestinal que posiblemente modificaban las propiedades fisiologicas del
hospedero, por lo tanto dio inicio a la investigacion sobre microbiota intestinal la
cual era llamada “flora normal”’. Antes de que se desarrollaran métodos eficaces
para el cultivo de bacterias anaerobias, las investigaciones se centraban
principalmente en bacterias aerobias. A mediados del siglo XX se descubrieron
nuevas especies anaerdbicas dominantes estrictas y la sucesion temprana de
especies de microbiota intestinal en recién nacidos Observar los
microorganismos en microscopios vs. medios de cultivo generd un frecuente
desacuerdo en la diversidad de los microorganismos; ademas, muchos de los
microorganismos no eran cultivables y nuestro conocimiento de la microbiota
intestinal era rudimentaria y sesgada. Los avances en la tecnologia permitieron
transformar la metodologia microbiana en la década de los ochenta a una nueva
era de la biologia molecular. En 1980 Carl Woese y colaboradores estudiaron la
filogenia bacteriana utilizando la secuenciacion del gen 16s ribosémico (rRNA),
el cual empezo a utilizarse como marcador molecular por varias razones, entre

ellas su distribucion universal entre bacterias, una longitud total de 1500 pb que
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lo hace facilmente manejable, el ser un gen altamente conservado, lo cual permite
el uso efectivo de cebadores universales, y poseer nueve regiones
hipervariables, lo cual ayuda en la diferenciacién especifica de especies. El gen
16S rRNA cambio y resolvid la divergencia entre las metodologias
microbiolégicas y microscopicas y ofrecio la sensibilidad de deteccion necesaria
para el estudio de los microorganismos (Fox et al., 1980; Anh-Thu, 2014; Ren,
2016).

Microbiota intestinal

Existen dos términos importantes para definir las comunidades de
microorganismos, el término microbioma se refiere a todo habitat, incluidos los
microorganismos, sus genomas Yy las condiciones ambientales del entorno,
mientras que el termino microbiota es el conjunto de microorganismos presentes
en un ambiente definido (Marchesi y Ravel, 2015), por ejemplo el intestino de un

ave.

Los animales evolucionaron desde un mundo microbiano hace
aproximadamente 3 mil millones de afios, por lo tanto, puede que no sea
sorprendente que cada animal sea anfitrion de una comunidad compleja de
microorganismos que pueda contener miles de millones de microorganismos
pertenecientes a un microbioma de cientos a miles de especies de todas las
divisiones de la vida como Bacteria, Archea y Eukarya. Se estima que hay un
namero casi igual de células microbianas y humanas en el cuerpo humano, y los
genes microbianos pueden superar en numero a los genes del hospedero (Hird,
2017). Avances recientes en este campo de estudio han demostrado claramente
la importancia de la microbiota asociada al hospedero ya que proporciona
importantes beneficios para el anfitrion, en particular la que se desarrolla en el
tracto digestivo (Kreisinger et al., 2015). La diversidad y funcién de la microbiota
intestinal de los vertebrados es un area de interés para los investigadores debido

a que contribuye en importantes funciones en la digestién y nutricién, inmunidad
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contra patégenos y enfermedades, desarrollo, comportamiento y reproduccién
(Drovetski et al., 2019). La microbiota intestinal varia ampliamente entre las
distintas especies de animales y altamente conservada dentro de una misma
especie, aunque existe una variacion interindividual significativa incluso dentro
de la misma especie. Ademas, esta puede estar afectada por muchos factores
como el medio ambiente, la alimentacion, infeccion por patégenos vy

administracion de antibiéticos (Xenoulis et al., 2010).

Importancia del estudio de la microbiota intestinal

Comprender el papel de la microbiota en la biologia animal requiere la
caracterizacion de las comunidades microbianas asociadas a los animales y la
identificacion de los factores evolutivos y ecolégicos que dan forma a su
variacion. La gran variedad de la microbiota en los animales esta determinada
por su ecologia como especie, su forma de reproduccion y otros rasgos de su
ciclo de vida. También, pueden variar entre los niveles de organizacion bioldgica,
por ejemplo entre especies hospedadoras, entre individuos y en distintas partes
del cuerpo del organismo. Por dltimo, algunos animales adquieren
microorganismos simbiontes a través de los padres y del medio ambiente (van
Veelen et al., 2017).

Se reconoce cada vez mas el papel crucial que desempefia la microbiota
intestinal en la salud de los seres humanos y los animales. La caracterizacion y
monitoreo de la microbiota en la vida silvestre esta emergiendo como una nueva
herramienta en la conservacion, en la cria de animales en cautiverio y manejo de
especies en extincion (Oliveira et al., 2020). En gran medida, esa informacion
ayuda en la gestion de la vida silvestre, prevencion de patégenos y practicas
veterinarias (Pearce et al., 2017). La presencia del microbioma y/o microbiota en
los animales, nos da la oportunidad Unica de comprender la evolucién y la red
de interacciones biologicas entre individuos y comunidades, de tal manera que

son una gran herramienta para conocer mas nuestra biodiversidad.
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Microbiota intestinal en aves silvestres

Las aves representan un linaje diverso y evolutivamente exitoso, con mas
de 10 000 especies existentes (Gill y Donsker, 2015) y son sistemas interesantes
de estudio para investigar el papel de la microorganismos intestinales, debido a
que tienen dietas extremadamente complejas y Unicas, rasgos fisiologicos y
estrategias dentro de su desarrollo (Kohl, 2012). Al poseer una gran diversidad
morfologica disponen de una amplia gama de estilos de vida, en su mayoria las
especies presentan la capacidad para volar facilitando la colonizacion de nichos
en todos los ecosistemas del mundo (Waite y Taylor, 2015), lo que da lugar a una
gran variedad en su dieta que las agrupan en carnivoras, frugivoras, granivoras,
herbivoras, insectivoras, nectarivoras, omnivoras, piscivoras y carrofieras; por lo
tanto, estos habitos alimenticios afectan la evolucidén de las especies de aves y

la microbiota (Hou et al., 2021).

El tracto gastrointestinal de las aves como el de otros vertebrados
hospederos albergan una comunidad de microorganismos con una densidad de
101 UFC/g en el intestino grueso. Asi mismo, existe una evidencia amplia de que
la colonizacién microbiana en el tracto gastrointestinal aporta beneficios a las
aves hospedadoras como en la nutricion, su funcién inmunolégica y su desarrollo
(Waite y Taylor, 2015). Se han realizado muchos estudios sobre la funcion de la
comunidad microbiana en especies de aves domésticas y muy pocos en aves
silvestres, por esta razén, debemos inferir el papel biolégico de la microbiota

intestinal en las aves silvestres (Kohl, 2012).

Diversidad de microorganismos intestinales en aves silvestres

Las aves poseen una comunidad diversa de microorganismos (Cockerham
et al., 2019). Ha habido varios esfuerzos para caracterizar la diversidad
microbiana del intestino aviar; sin embargo, la mayoria de estos estudios utilizan
técnicas de cultivo selectivo para investigar especies microbianas de su interés y

se centran principalmente en identificar microorganismos potencialmente



patégenos (Craven et al., 2000; Gaukler et al., 2009). En estudios anteriores
sobre la microbiota intestinal en distintos grupos de vertebrados se menciona que
las aves silvestres poseen una microbiota intestinal similar a los pollos
domesticados, diferente a la de los mamiferos no humanos y muy diferente a la
microbiota intestinal de los humanos (Grond et al.,, 2018). Al igual que otros
vertebrados hospederos, la microbiota intestinal en aves estd dominada
principalmente por miembros de Firmicutes, asi como Actinobacteria,
Bacteroidetes y Proteobacteria (Waite y Taylor, 2015); esta dominancia no es de
sorprenderse, ya que se cree que el antepasado comun de los amniotes (aves,
reptiles y mamiferos) mantienen una comunidad microbiana compuesta
principalmente por Firmicutes y Bacteroidetes (Costello et al., 2010). Al comparar
algunos estudios de microbiota en mamiferos, humanos y pollos domésticos, la
abundancia relativa de Firmicutes es similar entre humanos, pollos y aves
silvestres en alrededor del 50% de todas las detecciones. Ademas, se observo
gue en aves domésticas y silvestres se presenta una abundancia relativa alta de
Proteobacterias de alrededor del 25%, en comparacion con el 1% en humanos
(Eckburg et al., 2005; Ley et al., 2008; Waite y Taylor, 2015; Grond et al., 2018).



Filo Descripcion

Bacteroidetes Bacterias Gram-negativas, aerobias estrictas hasta
anaerobias obligadas. Comunes en todo el tracto
gastrointestinal de aves y mamiferos. Bacteroides,
Prevotella, Porphyromonas y Flavobacterium son los
géneros mas comunes. Algunos son potencialmente

patdgenas en aves y mamiferos.

Firmicutes Bacterias en su mayoria Gram-positivas, incluyen
anaerobias obligadas o facultativas de las clases Bacilli,
Clostridia y Mollicutes y son muy comunes en el tracto
gastrointestinal. Se han aislado algunos patégenas de aves
silvestres como Mycoplasma gallisepticum, Clostridium

botulinum y C. perfringens.

Proteobacteria Bacterias Gram-negativas, se encuentran en grandes
proporciones en el tracto digestivo de aves silvestres en
comparacién con mamiferos. Se presentan dentro y fuera
del tracto gastroinstestinal. Se incluyen una diversidad de
géneros de patégenos oportunistas como Campylobacter,
Escherichia, Helicobacter, Rickettsia, Salmonella y Vibrio,

aislados de aves.

Actinobacterias Bacterias Gram-positivas que habitan en varios
ecosistemas, suelos, agua dulce y salada, asi como en el
tracto gastrointestinal. Algunos patdégenos que se incluyen

son Corynebacterium, Mycobacterium y Nocardia.

Cuadro I. Filos microbianos en intestino de las aves silvestres. (Grond et al.,
2018)



Funciones de la microbiota intestinal en las aves silvestres

Diversos estudios se han realizado para investigar las funciones
fisiologicas e interacciones de los microorganismos con las aves silvestres. Los
resultados que han obtenido estas investigaciones mencionan que los
microorganismos intestinales desempefian un papel importante en la nutricién, la
funcion inmunitaria y procesamiento de toxinas en los hospederos aviares (Kohl,
2012).

Nutricion

La microbiota intestinal estd ampliamente involucrada en procesos de la
digestion de los alimentos, ayudando en la descomposicion de polimeros
dietéticos que pueden ser utilizados por el hospedero (Grond et al., 2018). En
muchos mamiferos, ayudan a utilizar los polisacéaridos vegetales como la celulosa
como una fuente de energia (Dehority, 1997). Sin embargo, en las aves la
presencia de microorganismos fibroliticos depende en gran medida de la
ubicacion intestinal y su filogenia, por ejemplo especies de bacterias del filo
Bacteroidetes y Firmicutes en el hoatzin (Godoy-Vitorino et al., 2008) y el avestruz
(Matsui et al., 2010), dado que mantienen grandes camaras de fermentacion
fibroliticas que permiten obtener productos finales para suministrar energia al
animal (Kohl, 2012). En una investigacion realizada en colibris, identificaron que
existe una posible participaciéon de la microbiota intestinal en el reciclaje de
nitrdgeno a través de la descomposicion de uratos, debido al bajo contenido de
nitrégeno del néctar (Preest et al., 2003). Son muy pocos los estudios realizados
en aves silvestres relacionados a las funciones de la microbiota intestinal con la
nutricion, por lo tanto, es un motivo mas para estudiar la microbiota en aves
silvestres desarrollando distintas lineas de investigacion sobre microorganismos

asociados a hospederos.



Funcion inmunitaria

Las interacciones entre la microbiota intestinal y sistema inmune en aves
son poco entendidos y permanecen sin estudiar en aves silvestres (Grond et al.,
2018). En mamiferos, la microbiota intestinal influye en gran medida en el
desarrollo y eficacia de la respuesta inmune y en las mucosas. Ademas, se ha
demostrado que el reconocimiento de los antigenos por los linfocitos T se ajusta
con el tiempo, lo que puede atribuirse a las interacciones con la microbiota
comensal (Manzanian et al., 2005; Kohl, 2012). En las aves, la bolsa de Fabricius
interviene en el desarrollo de linfocitos B en aves jévenes hasta que estas
alcancen su madurez sexual. La bolsa de Fabricius es un diverticulo del tracto
intestinal colonizado por microorganismos, y estos pueden actuar como
antigenos o inducir la produccién de citosinas, aumentando la proliferacion y la
maduracion de los linfocitos B (Ratcliffe, 2006; Madej et al., 2013). La falta de
informacion sobre las interacciones microbiota intestinal y funcion inmune del
hospedero en aves es muy notable, aunque a menudo se asume que estas
interacciones son muy similares a las de los mamiferos pero aun no han sido
descritas (Kohl, 2012).

Desintoxicacion

Las aves que se alimentan de plantas o invertebrados a menudo ingieren
metabolitos que pueden actuar como toxinas cuando se absorben. Metabolizar
estos compuestos requiere de mucha energia, por lo que se ha expuesto que los
hospederos pueden albergar microorganismos que ayudan en la desintoxicacién
para evitar un gasto energético excesivo (Kohl, 2012). En un estudio en hoatzines
se encontraron bacterias capaces de degradar saponinas en el buche (Garcia-
Amado et al., 2007), mientras que en los intestinos de pollo la comunidad
microbiana puede metabolizar varias micotoxinas (Young et al., 2007). Sin
embargo, no ha sido determinado el papel de los microorganismos comensales
en las aves como responsables del proceso de desintoxicacién en sus procesos

de alimentacion.

10



Factores que afectan la microbiota intestinal

La microbiota que alberga un animal hospedero esta determinada por el
medio ambiente y los factores asociados al hospedero. Sin embargo, aun falta
mucha informacion para comprender como estos factores determinan las
interacciones entre hospedero y la microbiota, especialmente en especies no
mamiferas. La composicion de las bacterias intestinales y su dinadmica estan
constantemente determinadas por una gama de factores extrinsecos (por
ejemplo, las fuentes de alimento disponibles, medio ambiente y las interacciones
sociales) y factores intrinsecos (por ejemplo, dieta, fisiologia, edad, composicion
genética, sexo). Aun asi, la forma en que estos factores dan forma a la microbiota
intestinal sigue en estudio, de modo que no esta claro y a menudo se percibe

confuso (Vargas, 2019).

m , Environment
Health & Fitness l\‘ ’; Local Food Resources l

-

H : R 1

Physiology: Gl-tract I ‘ Behavior. migration & |

morphology ¢ L social interactions J,
Reproduction '\i Phylogenetic History

Age & Sex

Figura |. Factores extrinsecos e intrinsecos que afectan la microbiota intestinal
en aves (Grond et al., 2018)
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Factores extrinsecos

En el medio ambiente habitan comunidades microbianas que varian
debido a la heterogeneidad de los factores abidticos y bidticos. Las aves estan
expuestas a diferentes microorganismos con la posibilidad de ser indculos
intestinales, debido a las condiciones ambientales en donde habitan, la dieta, el
agua, el suelo, sus entornos de anidacion y las interacciones sociales (Grond et
al., 2018). Estos hallazgos se han visto en algunos estudios de paserinos en
areas urbanas donde encontraron alteraciones en la microbiota intestinal
comparadas con las poblaciones de aves que habitan en areas rurales (Maraci
et al., 2021) y también fue observado en especies como Larus argentus (Fuirst et
al., 2018). Es importante resaltar que para conocer la relacion que existe entre el
medio ambiente y la microbiota intestinal es necesario realizar un muestreo
exhaustivo de manera simultdnea a las aves, suelos, cuerpos de agua y sitios de
anidacion. Esto nos ofrecera una vision generalizada de la microbiota con la que

se relacionan para poder realizar analisis comparativos entre distintos factores.

En la mayoria de los estudios disponibles se ha observado que la dieta es
causante de las diferencias en los microorganismos intestinales, por lo tanto, la
digestion es una pieza clave en la microbiota intestinal. EI componente extrinseco
de la dieta incluye la ingestion de microorganismos asociados con las fuentes de
alimento disponibles (Grond et al., 2018). Los alimentos disponibles en diferentes
sitios geograficos puede que proporcionen una diversidad microbiana al
ingerirlos. Un estudio realizado en aves playeras del Artico, reportan diferencias
significativas en la diversidad de la microbiota intestinal entre embriones antes de
eclosionar, polluelos de 0-2 dias de edad y 3-10 dias a causa de la ingesta de
alimentos y el medio ambiente (Grond et al., 2017). Aln se desconoce hasta qué
punto los microorganismos ingeridos contribuyen o afectan la microbiota

intestinal madura en aves silvestres (Grond et al., 2018).
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La migracién ofrece un escenario atractivo para investigar los patrones
temporales y la influencia local del medio ambiente, asi como los recursos
alimentarios disponibles para algunas especies de aves silvestres (Lewis et al.,
2016). Las aves residentes pueden pasar toda una vida en un area, por lo que
pueden estar menos expuestas a diversos indculos que pueden adquirir en su
microbiota intestinal (Grond et al., 2018). Un aspecto clave en las aves
migratorias es la demanda energética requerida durante el vuelo migratorio,
ocasionandole estrés al animal y, por consiguiente un impacto en la microbiota
intestinal, como en algunas especies de paseriformes, que experimentan
cambios en su entorno intestinal o funcion inmunoldgica (Lewis et al., 2016).
Actualmente se desconoce el tiempo de retencion de la microbiota local en el
intestino de las aves; y la variacion de la microbiota intestinal durante las etapas
del ciclo migratorio no se ha relacionado con el tiempo y la ubicaciéon (Grond et
al., 2018).

Factores intrinsecos

La preferencias alimentarias como la herbivora, insectivora y frugivora son
factores intrinsecos entre las especies, en especial en las aves que presentan
una diversidad de alimentacion en todo su linaje (Grond et al., 2018; Vargas,
2019; Hou et al., 2021). La dominancia de los filos de bacterias entre especies
de aves estd determinada por la dieta, tal es el caso con las comunidades
microorganismos que se alojan en el intestino de las aves herbivoras, el cual a
menudo estd dominado por miembros del filo Bacteroidetes, que probablemente
ayuden en la descomposicion de polisacaridos como celulosa y otros polimeros
complejos (Thomas et al., 2011). En las especies de aves carnivoras se ha visto
una dominancia de los filos Proteobacteria y Firmicutes (Grond et al., 2014; Ryu
et al., 2014). Sin embargo, no hay estudios en aves silvestres que hayan
investigado la variacion de la microbiota intestinal dependiente de las diferencias

en la dieta.
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Las comunidades microbianas suelen ser muy similares entre individuos
estrechamente relacionados, esto suele implicar un cierto nivel de heredabilidad
en los microorganismos asociados al hospedero. Algunos investigadores
mencionan que la coevolucién en animales con potencial de transmision vertical
de comunidades microbianas completas, es una razon importante en la filogenia
de la estructura de la microbiota (Ley et al., 2008; Vargas, 2019). En un estudio
de meta analisis en un conjunto de especies de aves, se observo que la filogenia
del hospedero es el principal determinante de la microbiota intestinal (Waite y
Taylor, 2014). En un estudio realizado en el carbonero Parus major, se observo
gue la microbiota intestinal entre hermanos era similar dentro del mismo nido y
no tanto con crias de la misma especie en otros nidos (Lucas y Heeb, 2005), lo

cual podria deberse a patrones de parentesco o a un entorno de nido en comun.

Los cambios mas drasticos en la microbiota intestinal ocurren en las
primeras etapas de vida y van incrementando en diversidad y estabilidad a través
del tiempo (Vargas, 2019). Se han reportado fuertes diferencias en las
comunidades bacterianas en el tracto gastrointestinal de polluelos de gaviota
tridactila Rissa tridactyla en comparacion a los adultos de la misma especie, ya
que a edad temprana ocurre colonizacibn por muchas especies de
microorganismos transitorios que se van estabilizando en gradualmente hasta la

edad adulta (van Dongen et al., 2013).

Los machos y las hembras difieren en su fisiologia reproductiva y
comportamiento, por esta razon, pueden manifestarse diferencias en su
microbiota intestinal. Por ejemplo, en la codorniz del norte Colinus virginianus se
observd que el género Enterococcus es mas comun en hembras, en tanto los

géneros Rothia y Streptococcus son mas comunes en machos. (Su et al., 2014).
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Auln no esta claro cémo es que funciona la microbiota intestinal en aves
silvestres y todos aquellos factores extrinsecos e intrinsecos que pueden afectar,
modificar o beneficiar la microbiota intestinal. Las aves son organismos muy
interesantes que pueden darnos respuestas clave sobre la evolucion y
composicién de la microbiota en distintos ecosistemas y lugares con impacto
antropogénico y ecoldgico. Al poseer una morfologia exquisita para poder volar y
migrar grandes distancias, una fisiologia para habitar lugares con condiciones
extremas y una diversidad de especies colosal, nos pueden ayudar a conocer el
aporte de las diferentes especies de la microbiota en diferentes condiciones para
posteriormente poder utilizar estos conocimientos en la formulacién de dietas con
diferentes especies de microorganismos con fines de mejorar la nutricién y la
salud animal, ademas muchas especies de la microbiota intestinal tienen

potencial biotecnoldgico al producir metabolitos de interés.
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MATERIALES Y METODOS

Sitios y areas de estudio

El estudio se llevo a cabo en tres areas localizadas dentro de la region
perteneciente al delta del Rio Colorado en el Valle de Mexicali, Baja California,
México. Denominados Miguel Aleméan, La Herradura y Laguna Grande-CILA
(Figura I1.), los cuales son importantes sitios de restauracion del corredor riberefio
del delta del Colorado vy forman parte de las 485 hectareas destinadas a la
restauracion desde 2008 (Sonoran Institute, 2019), donde participan
asociaciones civiles y organismos gubernamentales del estado de Baja California
y Sonora, y otras instituciones de conservacion en Estados Unidos de Norte

Ameérica.

El Valle de Mexicali esta localizado en el extremo noreste del estado de
Baja California, México. El clima es desértico y es considerado como BWh segun
la clasificacion Kdppen-Geiger con temperatura media anual de 22.4 °C, con
minimas de 4 °C y maximas de 48 °C. En meses de verano se han registrado
temperaturas maximas de 50 °C, con una precipitacion media anual de 79 mm.
El Valle de Mexicali tiene una superficie de aproximadamente 3 709 km? (Lira,
2005), siendo unos de los valles agricolas méas grandes de pais. El rio Colorado
fluye a través del Valle de Mexicali hacia su desembocadura en el Golfo de
California, con una longitud de 150 km en el lado mexicano. La avifauna del delta
del Rio Colorado es una de las mas ricas y diversas de Norteamérica, con
registros de 371 especies, y con la presencia de 300,000 aves acuaticas

migratorias cada invierno (Hinojosa-Huerta et al, 2007).
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Zona de estudio

Coordinate System: WGS 1984 UTH Zane 11N
Cantral Méndae 19700°W
D 240 480 950 LMD 1320
——— Wharsten

Simbologia Fusnte: Baboracdn propa

Sitio Miguel Aleman '

. v 1;,0“ racion
‘ Sitio CILA Laguna Grande
@ Stio La Herradura

Figura Il. Mapa de sitios de estudio. De norte a sur: Miguel Aleman (MA); La
Herradura (RCLH) y Laguna Grande-CILA (CILA)

Fuente: Elaboracién propia

Miguel Aleman

Miguel Aleman (MA) (32°32'26.36"N 114°49'5.71"0) es un sitio de
restauracion ubicado al norte del corredor riberefio del delta del Rio Colorado,
muy cercano a la frontera internacional con el estado de Arizona, EUA. Tiene un
area total de 200 hectéreas, las cuales fueron otorgadas a Pronatura Noroeste
en el 2010 por el Gobierno Federal Mexicano. Presenta un area de 100 hectareas
restauradas con vegetacion nativa compuesta de alamo (Populus fremontii),
sauce (Salix gooddingii) y mezquite (Prosopis pubescens). Este sitio es un

importante habitat de aves riparias residentes y migratorias debido a que existen
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actividades de anidacion por la estrecha relacion con la vegetacion riparia nativa
(Comisioén Internacional de Limites y Aguas México y Estados Unidos, 2018).

La Herradura

La Herradura (RCLH) (32°13'2.63"N 115° 4'12.75"0) es uno de los sitios
de interés para restauracion dentro del area de los sitios de restauracion de
Laguna Grande, ubicado en la parte central del corredor riberefio del delta del
Rio Colorado. Es un area que presenta un impacto antropogénico y un gran
cobertura vegetal de plantas no nativas arbustivas (Tamarix spp), algunas
especies nativas como cachanilla (Pluchea sericea) y Baccharis, y pocos
representantes arbéreos de alamos, sauces y mezquite. Es un importante sitio
para el estudio de aves, ya que se ha reportado un aumento en la abundancia y
diversidad de aves, después del evento llamado flujo pulso del 2014 para la
inundacion y restauracion del delta del Rio Colorado (Comision Internacional de

Limites y Aguas México y Estados Unidos, 2018).

Laguna Grande-CILA

Laguna Grande-CILA (CILA) es un sitio de restauracion ubicado en la parte
sur de Laguna Grande. Es un area con una extension de 207 hectareas, a cargo
de la organizacion Sonoran Institute, y es una de las areas con mayores avances
en la restauracion de plantas nativas del corredor riberefio. Considerado como

un sitio con abundancia y diversidad de aves.

Muestreo

El muestreo se llevé a cabo durante el primer semestre de 2019 dividido
en dos etapas. La primera etapa denominada como muestro invernal se realizé
en los meses de febrero y marzo, mientras que la segunda etapa correspondiente
al muestreo verano se realizdé en los meses de mayo y junio. Se conto con el

apoyo del grupo de monitoreo y anillador de aves de Pronatura Noroeste en

18



donde se acataron los lineamientos reguladores de captura descritos por la

institucion.

Tipo de muestreo

Se realiz6 un muestreo de tipo descriptivo por conveniencia.

Criterios de inclusién

Todas las aves capturadas durante el horario de muestreo de cada etapa.

Captura de aves

Para la captura de aves en los tres sitios de estudio, se utilizaron redes de
niebla de 12 metros de largo por 2 metros de altura, distribuidas en 16 puntos
especificos de cada sitio de estudio designados por el grupo de monitoreo y
anillador de aves de Pronatura Noroeste. Las redes fueron colocadas durante
periodos diurnos por 7 horas y se monitorearon cada media hora para evitar el
estrés y dafio al bienestar de las aves. Todas las aves capturadas se colocaron
dentro de una bolsa de tela para minimizar su estrés y se transportaron al punto
de reuniodn del sitio de estudio, donde se realizo el registro de datos y la colecta

de la muestra para después ser liberadas.

Registro de datos

Primeramente, se realizo la identificacién de la especie con el apoyo del
personal experto de Pronatura Noroeste. Ademas, se tomaron datos del sitio de
estudio, numero de red, acumulo de grasa, tipo de muestra, gremio alimenticio,

estacionalidad y observaciones.

Colecta de muestra
La colecta de las muestras fue cloacal y se realiz6 a cada individuo

capturado, omitiendo a las aves con niveles altos de estrés por captura, o que
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presentaran algunos signos que pusieran en riesgo su vida, o un tamafio muy
pequefio que dificultara la colecta de muestra y pudiese herir al animal.
Primeramente, se limpid el area externa de la cloaca con una solucion de alcohol
al 70% para evitar contaminacion en la muestra. Las muestras cloacales se
colectaron con el uso de hisopos de algoddn estériles, y en aves pequefias se
emplearon palillos de madera estériles para facilitar su colecta y evitar dafio al
animal. Estos fueron conservados en tubos estériles tipo Falcon de 15 ml con 500
ul de buffer fosfato salino (PBS) con pH 7.4 para su conservacion (Origlia et al.,
2018). Finalmente, todas las muestras se mantuvieron en refrigeracién a 4°C
hasta su traslado al Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias (IICV)
de la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC).

Andlisis de Laboratorio

En principio, las muestras colectadas fueron procesadas en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias
(IICV) de la Universidad Autbnoma de Baja California (UABC). Posteriormente,
se realizaron algunos andlisis en las instalaciones del laboratorio clinico El
Dorado. Ambos laboratorios ubicados en la ciudad de Mexicali, Baja California,

México.

Cultivo microbioldgico y aislamiento de cepas

Para determinar la presencia de bacterias de las muestras colectadas se
utilizaron placas de Petri con medio nutritivo agar Luria-Bertani (LB) y un medio
selectivo agar MacConkey. Las muestras fueron previamente homogenizadas en
vortex y se tomaron 100ul de la muestra para su sembrado en placa utilizando la
técnica de siembra de superficie con espatula de vidrio. Posteriormente, se
incubaron a 37°C por un periodo de 48 horas, y una vez trascurrido el tiempo de
incubacion las colonias obtenidas se identificaron por medio de observacion
macroscopica por tamafio, consistencia, color y forma; si se observaron colonias

distintas de cada muestra, estas fueron aisladas utilizando la técnica depdsito y
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posterior quemado para una mejor visualizacion de morfologia colonial y obtener
cepas completamente aisladas. Finalmente, se realizé observacién microscopica
de las bacterias aisladas utilizando la técnica de tincion de Gram para conocer

su diferenciacion estructural de la pared celular (Coico, 2005).

Extraccion de ADN

Para iniciar el proceso de extraccion de ADN de las cepas aisladas, se
realizd una resiembra en tubos de 15 ml con 3 ml de medio de cultivo liquido LB
y se incubaron a 37°C con agitacion por un periodo de 24 hrs. Una vez teniendo
turbidez y crecimiento en los tubos, se inici6 con la extraccion de ADN donde se
utilizé el Kit PureLink™ Genomic DNA (Life Technologies, Carlsbad CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, el ADN extraido fue
resuspendido en 100 yl de agua de grado molecular y se evaluo la calidad y
cantidad del ADN extraido mediante la realizacion de electroforesis en un gel de

agarosa al 1% con buffer TAE 1X.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se amplifico el gen 16S rDNA mediante la técnica de PCR convencional
para determinar la presencia de ADN bacteriano y posterior secuenciacion. Los
oligonucledtidos universales utilizados se muestran en el Cuadro Il (Negoro et al.,
2013).
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Cuadro Il. Oligonucledtidos universales utilizados para la amplificacion del gen
16S rDNA

, . _ Tamario del
Oligonucledtidos Secuencia o
amplicén (pb)
UNI 8F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 8-27
UNI 53SR 5-GTATTACCGCGGCTGCTGG-3' 517-535

El PCR se efectu6 en un termociclador de la marca Thermo Hybaid ™
(EU). La reaccion consistié en 25 ul de master mix DreamTaq Hot Start Green
PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific, EU), 1 yl de cada oligonucledtido a una
concentracion de 5 pmol/ul, 5 pul de ADN bacteriano y 18 ul de agua grado
molecular, con un volumen final de 50 pl. Las condiciones del PCR se muestran
en el Cuadro lll. Por ultimo, se utilizaron 5 uyl de cada producto de PCR para
realizar electroforesis en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio a
0.5 ug/ml. Para la visualizacion de los geles se utilizé un transiluminador de luz
ultravioleta UVP ™ (EU).
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Cuadro lll. Condiciones de termociclador para la amplificacion del gen 16 rDNA

Etapas Temperatura Tiempo Numero de
ciclos
Desnaturalizacion 94°C 5 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94°C 45 seg
Alineamiento 60°C 45 seg 35
Extension 72°C 45 seg
Extension final 72°C 3 min 1

Secuenciaciéon de productos de PCR

Se dializaron los productos de PCR para quitar residuales que pudieran
afectar la secuenciacion. Se utilizaron filtros de membrana MF-Millipore ™ con
un tamafo de poro de 0.025um sobre una cama de agua destilada. Los productos
de PCR dializados, fueron secuenciados en ambas direcciones por el método de
Sanger por la empresa Eurofin Genomics (E.U.) Los oligonucleétidos utilizados

se describen en el Cuadro II.

Andlisis de secuencias

Los archivos de secuencia se compararon con los cromatogramas y se
empalmaron las dos cadenas secuenciadas de cada muestra minimizando
posibles errores. Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos

gendmicos Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast) considerando

los porcentajes de identidad superiores al 97% (Su et al., 2014).
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Analisis estadistico

Se realizd estadistica descriptiva para determinar las frecuencias de los
Filos de la composicion de la comunidad de bacterias de la microbiota intestinal
de las aves silvestres muestreadas de todos los sitios y similitud de la
composicién de la comunidad de bacterias por sitio de estudio y temporada,
utilizando el cociente de numero de especies de bacterias entre el nimero de
animales muestreados. Se empled el software EstimateS (Version 9.1.0),

Copyright R. K. Colwell: http://purl.oclc.org/estimates y PAST (Version 4.03).
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RESULTADOS

Colecta de muestras y aislamiento de cepas

Se realiz6 una captura total de 70 aves de 19 especies diferentes
correspondientes a las dos etapas de muestreo de todos los sitios de estudio,
teniendo un total de 70 muestras cloacales. Solamente se tuvo éxito de cultivo
de microorganismos en 33 muestras de 15 especies de aves diferentes: 18
muestras de invierno y 15 de verano, obteniendo una eficiencia de muestreo baja
con 35,3% en el muestreo de invierno y 15,4% en el de verano. Finalmente, se
obtuvieron 85 aislados, de estos, 47 fueron de invierno, (25 de MA, 12 de RCLH
y de 10 CILA), y 38 fueron de verano, (26 de MA, 3 de RCLH y 9 de CILA).

Deteccion del gen 16S rDNA y secuenciacion

Los productos de PCR de los aislados presentaron fragmentos cercanos
a 500 pb del gen 16S rDNA. En total, de los 85 aislados sometidos a
secuenciacion del gen 16S rDNA, se revel6 60 especies de bacterias distintas
(Cuadro 1V). 81 (95.29%) secuencias analizadas presentaron un porcentaje de
identidad de 98% a 100% con las secuencias del gen 16S rDNA depositadas en
GenBank. Solamente 4 (4.70%) secuencias analizadas presentaron un
porcentaje de inferior a 97%.
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Cuadro IV. Diversidad de especies de bacterias en la microbiota intestinal de aves

silvestres del delta de rio Colorado

Especie bacteria

Filo

Especie bacteria

Filo

Arthrobacter gandavensis  Actinobacteria

Arthrobacter luteolus
Bacillus aryabhattai
Bacillus cereus
Bacillus circulans
Bacillus endophyticus
Bacillus filamentosus
Bacillus flexus
Bacillus foraminis
Bacillus galactosidilyticus
Bacillus halotolerans
Bacillus infantis
Bacillus licheniformis
Bacillus megaterium
Bacillus mojavensis
Bacillus muralis
Bacillus nealsonii
Bacillus niabensis
Bacillus niacini
Bacillus oceanisediminis
Bacillus paralicheniformis
Bacillus pumilus
Bacillus safensis
Bacillus simplex
Bacillus songklensis
Bacillus subtilis
Bacillus thaonhiensis
Bacillus thuringiensis
Bacillus zanthoxyli
Bacillus zhangzhovensis

Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Firmicutes

Brevibacterium frigoritolerans
Cellulomonas hominis
Cellulomonas pakistaneasis
Corynebacterium afermentans
Corynebacterium pelargi
Corynebacterium pseudopelargi
Curtobacterium flaccumfaciens
Enterobacillus tribolii
Enterobacter ludwigii
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus faecalis
Erwinia aphidicola
Gordonia terrae
Isoptericola dokdonensis
Klebsiella oxytoca
Kocuria sediminis
Kocuria turfanensis
Lactococcus garavieae
Lysinibacillus sphyericus
Lysinibacillus xylanilyticus
Microbacterium laevaniformans
Microbacterium paludicola
Microbacterium thalassium
Mixta intestinalis
Pantoea stewartii
Pseudomonas hunanensis
Pseudomonas putida
Rothia amarae
Serratia marcescens
Streptomyces griseoincarnatus

Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Firmicutes

Firmicutes
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Firmicutes

Firmicutes

Firmicutes
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
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Composicion de especies de bacterias de la microbiota intestinal en aves
silvestres del delta del rio Colorado

El total de los resultados obtenidos se clasificaron en 3 filos. Firmicutes
(65%) el filo mas extenso, seguido de Actinobacteria (21%) y Proteobacteria
(14%). Los resultados clasificados por gremio alimenticio y forrajero, las especies
de aves granivoras presentaron Firmicutes (78%) y Actinobacterias (22%), las
especies de aves insectivoras aéreas Firmicutes (57%) y Actinobacterias (43%).
En las aves insectivoras de follaje y terrestre fueron las Unicas en presentar
especies de bacterias del filo Proteobacteria. Las aves insectivoras presentaron
Firmicutes (62%), Actinobacterias (19%) y Proteobacterias (19%), mientras que
las aves insectivoras terrestres presentaron Firmicutes (62%), Actinobacterias
(18%) y Proteobacterias (21%) (Fig.lll).

Figura lll. Porcentajes de Filos por gremio alimenticio y forrajero de las aves
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Diversidad de especies de bacterias por especies de aves de cada temporada
En el cuadro V se muestra las especies con mayor niumero de aislados

por cada temporada. La ave con mas frecuencia en el muestreo de inverno fue

Catharus guttatus con la obtencion de 19 aislados, mientras que en el muestreo

de verano fue Melozone aberti con la obtencion de 18 aislados.

Cuadro V. Numero de aislados por especies de ave de cada temporada con la

estacionalidad del ave

Especie de ave Estacionalidad del Mue.stras* Muestras* Nl]mero
Ave Invierno Verano Aislados
Cardellina pusilla RI 1 - 1
Catharus guttatus RI 5 - 19
Geothlypis trichas RI 4 - 9
Leiothlypis celata RI 1 - 3
Polioptila caerulea RI 1 -

Regulus calendula RI 1 - 2
Melozone aberti RT 2 18
Molothrus ater RT - 2 2

Myiarchus
cinerascens RT 1 2 7
Polioptila melanura RT 1 - 2
Thryomanes bewickii RT 1 - 1
Toxostoma crissale RT - 2 2
Zenaida macroura RT - 1 4
Passerina caerulea RV - 2 2
Zenaida asiatica RV - 2 12
Totales 18 15 85

RI=residente de invierno; RV=residente de verano; RT= residente todo el afio
*Cada muestra es de un individuo distinto
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Cuadro VI. Especies de bacterias por especie de ave

Especie de ave

Invierno

Verano

Cardellina pusilla

Curtobacterium flaccumfaciens

Catharus guttatus

Bacillus circulans
Bacillus foraminis
Bacillus licheniformis
Bacillus mojavensis
Bacillus nealsonii
Bacillus paralicheniformis
Bacillus pumilus

Bacillus safensis
Bacillus subtilis

Bacillus zhangzhovensis
Gordonia terrae
Isoptericola dokdonensis

Microbacterium laevaniformans

Microbacterium thalassium
Pseudomonas hunanensis
Pseudomonas putida

Streptomyces griseoincarnatus

Geothlypis trichas

Bacillus muralis
Bacillus niacini
Bacillus simplex

Bacillus thuringiensis

Brevibacterium frigoritolerans

Kocuria sediminis
Kocuria turfanensis
Mixta intestinalis

Serratia marcescens

Leiothlypis celata

Bacillus aryabhattai
Bacillus endophyticus

Bacillus zanthoxyli

Melozone aberti

Bacillus endophyticus
Bacillus filamentosus
Bacillus mojavensis
Bacillus subtilis
Enterobacter ludwigii
Enterococcus casseliflavus

Bacillus endophyticus
Bacillus filamentosus
Bacillus foraminis
Cellulomonas hominis
Cellulomonas pakistaneasis
Enterobacillus tribolii
Enterococcus faecalis
Klebsiella oxytoca

Lactococcus garavieae

Molothrus ater
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Microbacterium paludicola

Myiarchus cinerascens Bacillus niacini Arthrobacter gandavensis
Bacillus songklensis Arthrobacter luteolus
Bacillus thaonhiensis Bacillus galactosidilyticus

Rothia amarae

Passerina caerulea Enterococcus faecalis
Kocuria turfanensis

Polioptila caerulea Erwinia aphidicola -

Polioptila melanura Bacillus flexus -
Bacillus megaterium

Regulus calendula Bacillus circulans -
Bacillus oceanisediminis -

Thryomanes bewickii Pantoea stewartii

Toxostoma crissale Bacillus megaterium
Enterococcus faecalis

Zenaida asiatica Bacillus cereus
Bacillus endophyticus
Bacillus halotolerans
Bacillus licheniformis
Bacillus mojavensis
Bacillus niabensis
Bacillus simplex
Bacillus subtilis
Bacillus thuringiensis
Brevibacterium frigoritolerans
Lysinibacillus sphyericus
Lysinibacillus xylanilyticus

Zenaida macroura Bacillus infantis
Corynebacterium afermentans
Corynebacterium pelargi
Corynebacterium pseudopelargi

En el cuadro VI se muestra las especies de bacterias por especie de ave,
donde se obtuvieron 60 especies de bacterias distintas. C. guttatus presentd una
mayor diversidad de especies de bacterias en el muestreo de invierno con 17
(28%) especies, mientras que en el muestreo de verano, Zenaida asiatica

presentd 12 (20%) de especies bacterianas.
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Similitud de la composicion de las comunidades de bacterias por sitio de estudio
y temporada

Se calcul6 la diversidad beta () para comparar la comunidad de bacterias
entre temporada la cual presenté un indice de similitud de Jaccard de 0.167.
Resultando una diversidad beta () muy baja, contando con 10 especies de
bacterias compartidas. La similitud entre sitios de estudio por temporada, se
observa en el dendrograma (Fig. IV) la mayor similitud en el conjunto del sitio de
estudio de MA de ambas temporadas compartiendo 6 (10%) especies de
bacterias, mientras que los sitios de estudio RCLH y CILA en temporada de
invierno compartieron una similitud de 1 especie (1,6%) y 5 especies (8,3%) entre
ambos conjuntos con MA. La similitud mas baja entre todos los conjuntos se
registré en los sitios de estudio de CILA y RCLH de la temporada de verano,
compartiendo 3 especies (5%), y solo 1 especie (1,6%) entre ambos sitios

estudio.

Figura IV. Dendrograma del indice de Similitud de Jaccard entre los sitios de

estudio por temporada

RCLH-Y RCLH CILA-| Miguwl Alermdbe-| Migosl Aluman.V
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DISCUSION

Comprender a su totalidad la funcion e importancia de los
microorganismos en los animales silvestres es relevante para los investigadores,
ya sea patogénicamente, simbidticamente o comensalmente. En aves silvestres
la informacion es relativamente pobre, la mayoria de los estudios realizados en
aves silvestres se han centrado en patdégenos, en particular de importancia
zoonootica o econdmica (Stephens et al., 2016). Para comprender mejor a las
aves Yy sus caracteristicas Unicas, necesitamos incorporar el estudio de la
microbiota. Conocer la microbiota silvestre puede ayudar a prevenir la extinciéon
de especies, informacién para su crianza y conservacion, y sus microoganismos
endémicos (Evans et al., 2017). Estos datos deben ser una prioridad para los

futuros estudios de campo.

El presente estudio proporciona los primeros hallazgos de la microbiota
intestinal de las aves silvestres del delta del rio Colorado, utilizando métodos de
cultivo microbioldgicos, extraccion, purificacion de acidos nucleicos y la
secuenciacion del gen 16S rDNA, de manera que se lograron identificar 60
especies bacterianas, correspondientes a 85 aislados de 33 muestras cloacales
de las temporadas de inverno y verano. Los estudios en aves han utilizado varios
meétodos diferentes para colectar muestras de la microbiota intestinal de los
hospederos, sin tener claro cual es la mejor metodologia (Knutie y Gotanda,
2018). Un aspecto importante en el disefio experimental de un proyecto de
investigacion de microbiota intestinal, es saber si el animal debe ser sacrificado
0 no para poder conseguir una muestra confiable. En este estudio se colectaron
muestras cloacales para respetar la integridad del animal y por acuerdos
gestionados con el equipo anillador de Pronatura Noroeste para la realizacion de
la colecta. Las muestras de heces e hisopados cloacales son dos métodos de
muestreo comunes no letales mas elegidos para el estudio de las comunidades

microbianas de las aves (Berlow et al., 2020). Sin embargo, estas muestras

32



pueden no capturar con precision el perfil de la microbiota intestinal, aunque
existe un gran numero de estudios de investigacion de bacterias en reptiles y
aves que han muestreado la cloaca (Vela et al., 2015; van Veelen et al., 2017;
Videvall et al., 2017). En el muestreo de esta investigacion hubo algunas
limitaciones en la toma de muestra por la captura de pequefias aves lo que
dificultaba tomar una muestra viable de la cloaca, por lo tanto, consideramos
como la principal causa de no tener éxito de crecimiento bacteriano en algunas
muestras colectadas. La colecta de heces podria haber sido una alternativa para
las pequefias aves, aunque podria haber sido complicado obtener datos
moleculares fiables debido a la composicion quimica de sus heces, ya que los
productos urinarios como el acido urico pueden degradar el ADN o interferir en
su extraccion (Regnaut et al.,, 2006; Ericksson et al. 2017). Ademas, se han
reportado rendimientos bajos en el ADN de las heces, con dificultad en la
amplificacion y problemas de contaminacion (Hajkova et al., 2006). Un aspecto
clave es que el muestreo cloacal se usa ampliamente por su practicidad y nos
permite realizar el muestreo de manera repetitiva, ofreciéndonos la posibilidad de
obtener muestras fiables, asi mismo es una opcion para la proteccion y
conservacion de las aves silvestres. Sin embargo, no sabemos si la microbiota
de la cloaca proporciona un reflejo preciso de la microbiota intestinal, aunque
existen razones para creer que la comunidad bacteriana de cloaca no es
simplemente el arrastre de las bacterias en las heces, sino también por las
bacterias compartidas en la reproduccién y ser el final del tracto digestivo,
probablemente constituye un ambiente aerobio en comparacion al lumen del
tracto digestivo (Videvall et al., 2017). Por ultimo, cabe sefialar que el hecho de
depender del cultivo microbiolégico hace menos posible el analisis en la
profundidad de la diversidad de las especies de bacterias, y probablemente no
se logro determinar muchas especies de bacterias que no se pueden cultivar en
el laboratorio. No obstante, se obtuvieron una coleccion diversa de cultivos vivos
lo cual hizo posible una caracterizacion fenotipica de los microorganismos. A
pesar de que el analisis de las comunidades microbianas basado en técnicas de

cultivo detecta sola una pequefia fraccion de la comunidad microbiana, presenta
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la ventaja de tener aislados puros que se pueden utilizar para estudios
posteriores en epidemiologia o fisiologia (Vela et al., 2015).

En los 85 aislados obtenidos en el presente estudio, se presentaron 60
especies de bacterias pertenecientes en mayor abundancia al filo Firmicutes con
un 65 %, seguido de Actinobacteria 21 % y Proteobacteria 14%. Varios estudios
de microbiota intestinal en aves silvestres reportan Firmicutes como el filo méas
abundante (Xenoulis et al., 2010; Sue et al., 2014; Bodawatta et al., 2020). La
mayoria de las especies de aves muestreadas en este estudio pertenecen al
orden Passeriformes, solamente dos especies de aves Zenaida macroura y
Zenaida asiatica son representantes del orden Columbiformes. Las aves
paserinas son uno de los grupos taxondmicos mas estudiados. Oliveros et al.
(2019), en un estudio de la composicion y funcidn de la microbiota en heces de
aves paseriformes y psitaciformes encontraron que la mayoria de la microbiota
estaba compuesta por cinco filos, siendo Firmicutes el de mayor porcentaje
mientras Proteobacteria, Actinobacteria, Tenericutes y Bacterioidetes se
encontraron en proporcion (Garcia et al., 2021). En aves columbiformes se
reporté una alta proporcion en Actinobacteria en un estudio comparativo de la
microbiota de la molleja y los intestinos en aves silvestres neotropicales (Garcia
et al., 2018). En este estudio fue visible que Z. macroura presenta en su mayoria
especies de bacterias perteneciente al filo de Actinobacteria, lo que concuerda
con el mencionado estudio. Al comparar la abundancia relativa de Firmicutes
entre humanos y aves de produccién, se ha observado que es muy similiar,
siendo de alrededor de un 50% aproximadamente, mientras que en aves
domésticas y silvestres se presenta una abundancia relativa alta del filo
Proteobacteria de un 25% en contraste con el 1% en un humanos (Grond et al.,
2018).

La dieta es un factor intrinseco de ingestion de microorganismos

asociados con las fuentes de alimentos disponibles en el medio ambiente (Grond

34



et al., 2018). Las aves presentan diferentes grupos de alimentacion, tales como
las especies que se alimentan de néctar, hojas, carrofia, insectos, entre otras.
Existen pocos estudios en aves silvestres donde investiguen la relacion de la
dieta con la microbiota intestinal. En un reciente estudio sobre la variacion del
microbioma fecal y la dieta en 41 especies de aves no paserinas de un zooldgico
en Guangzhou, China, reportaron que las aves con dieta a base de granos y
semillas presentan una abundancia relativa alta en especies de bacterias del filo
Firmicutes, mientras que especies de aves carrofieras, fructivoras y piscivoras,
presentan un aumento en especies de bacterias pertenecientes del filo
Proteobacteria y Actinobacteria (Xiao et al., 2021). En cuanto aves que se
alimentan de insectos, un estudio realizado con aves carboneras Pajus major
capturadas de poblaciones silvestres, fueron sometidas a un experimento de dos
tratamientos de dieta para calcular la abundancia relativa de su microbiota
intestinal, donde los resultados mostraron que las aves tratadas con una dieta a
base de insectos presentaron una abundancia relativa alta en especies
microbianas del filo Proteobacteria en comparacién con el grupo de aves que
fueron tratadas con una dieta de semillas donde presentaron un ligero aumento
en el filo Proteobacteria (Davidson et al., 2020). En las aves muestreadas de este
presente estudio las especies de aves granivoras presentaron un 78% de
especies microbianas del filo Firmicutes y 22% de Actinobacterias, a diferencia
de las especies de aves insectivoras que fueron las que presentaron solamente
especies microbianas del filo Proteobacteria. Por lo tanto, podemos asumir que
la diversidad de bacterias aisladas de las aves muestreadas esta relacionada con

la dieta del ave y a los recursos alimenticios disponibles del medio ambiente.

En este estudio detectamos diversas especies del genero Bacillus, que
posiblemente esté asociado a que el ave tenga contacto con el suelo, tal como
se reporta con la codorniz de Virginia (Colinus virginianus) en un estudio de la
microbiota intestinal de bacterias cultivables donde obtuvieron especies como B.

cereus, B. megaterium, B. nealsonii, B. pumilus, B. simplex y B. subtilis (Su et al.,
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2014) las cuales fueron también identificadas en el presente estudio. Algo similar
se observé en un estudio de la diversidad de microorganismos cultivables en las
plumas de aves silvestres (Shawkey et al.,2005). Un aspecto importante de la
microbiota intestinal de las aves silvestres es que puede ser una fuente de una
serie de enfermedades en humanos y animales a través de la transmision directa
0 actuar como vectores de patdgenos zoonoticos (Tsiodras et al., 2008). El filo
Proteobacteria incluye una diversidad de géneros de patdgenos oportunistas
tales como, Campylobacter, Escherichia, Heliobacter, Rickettsia, Salmonella y
Vibrio, todos ellos aislados de aves (Grond et al., 2018), en tanto, varios
patbgenos han sido aislados de aves silvestre del filo Firmicutes como
Mycoplasma galliseptium, Clostridium botulinum y C. perfringens (Benskin et al.,
2009). En este estudio hubo una baja proporcion de bacterias patdgenas,
posiblemente asociada a la limitacibn de la técnica de cultivo de
microorganismos. Sin embargo, se pudieron aislar algunas especies patdogenas
oportunistas, tales como Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca, Lactococcus
garvieae, Gordonia terrae, Enterococcus faecalis y E. casseliflavus, de manera
similar a lo observado en algunos estudios realizados en la microbiota cloacal,
faringe, heces y tracto digestivo de aves silvestres (Stenkat et al., 2014; Su et al.,
2014; Kropackova et al., 2017; Musitelli et al., 2017; Bodawatta et al., 2018).

El medio ambiente ocasiona variaciones temporales de las comunidades
microbianas ambientales debido a los factores abidticos y bidticos que se
presenten (Grond, et al., 2018). La microbiota de los animales silvestres puede
estar influenciada por la exposicion de microorganismos a través de la variacion
del habitat y la dieta (Fuirst et al., 2018). Sin embargo, la informacion es casi nula
en cuanto a la comparacion de bacterias de la microbiota intestinal de aves
silvestres en diferentes sitios, aunque existen algunos estudios donde investigan
los efectos de la urbanizacion y el impacto ambiental del habitat en la microbiota
intestinal de aves paserinas y anseriformes (Fuirst et al., 2018; Teyssier et al.,

2018; Wu et al., 2018). Se compararon las especies bacterianas aisladas en las
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dos temporadas de muestreo, observdndose que en el sitio MA se presentd una
mayor similitud de especies entre invierno y verano todas ellas pertenecientes al
filo Firmicutes. En los sitios de estudio CILA y RCLH se presenté una menor
similitud de especies entre invierno y verano (Figura V) lo cual puede deberse
porque se obtuvo un menor numero de muestras. Es posible que las
comunidades de bacterias compartidas estén correlacionadas al medio ambiente
o a las fuentes de alimento disponibles del sitio, por ejemplo, el rascador del
desierto (Melozone aberti) que es una especie residente insectivora, que fué
capturada en ambas temporadas del mismo sitio presentd en su microbiota
intestinal Bacillus endophyticus y B. filamentosus, mientras que la paloma alas
blancas (Zenaida asiatica) un ave migratoria granivora veraniega tuvo presencia
de B. endophyticus en el muestreo de verano. Por otra parte, el zorzal ermitafio
(Catharus guttatus) un ave migratoria insectivora invernal presenté Bacillus
licheniformis al igual que la paloma alas blancas (Z. asiatica), siendo ambas aves
migratorias, por lo tanto, la similitud podria asociarse su comportamiento

migratorio.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo de investigacion reportd la primera evidencia de la
microbiota intestinal de bacterias aisladas en aves silvestres de la regién delta
del Rio Colorado en el Valle de Mexicali, Baja California, México. La composicion
de la diversidad de bacterias de los 85 aislados analizados presenté un mayor
porcentaje de bacterias del filo Firmicutes, y en menor porcentaje Actinobacteria

y Proteobacteria.

La composicion de la diversidad de la microbiota intestinal esta
influenciada por los factores extrinsecos e intrinsecos a que estan sometidos los
individuos, sin embargo, es necesario llevar a cabo futuros estudios sobre
analisis de la microbiota de las heces, sitios de anidacion, plumaje, cuerpos de
agua y recursos alimenticios disponibles para observar la correlacién con la

microbiota intestinal en las aves.

Este tipo de estudios puede ser de interés para salud publica y veterinaria
ya que algunas de especies de bacterias aisladas son patdgenas oportunistas,

siendo las aves silvestres sus portadoras y dispersoras.

Finalmente, se sugiere continuar con mas estudios de la microbiota
intestinal en aves silvestres de esta importante region, por ejemplo, con la
utilizacién de analisis metagenémico y otros medios cultivos para identificar un
mayor numero de especies bacterianas que nos ayuden a comprender las
relaciones existentes con el hospedero, su estado sanitario, y la obtencion de
bacterias con potencial biotecnoldgico en la industria alimentaria, farmacéutica,

agricola y veterinaria.
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