Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A. C.

Estudio taxonémico de bacterias
del género Vibrio aisladas de. ostion
(Crassostrea gigas) de cultivo

POR:

RICARDO ALVAREZ VILLASENOR

TESIS APROBADA POR LA

UNIDAD MAZATLAN EN ACUICULTURA Y MANEJO AMBIENTAL

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

MAZATLAN, SINALOA DICIEMBRE 2006




DECLARACION INSTITUCIONAL

Se permiten citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso
especial del autor, siempre y cuando se dé el crédito correspondiente. Para la
reproduccion total o parcial de esta tesis con fines acadéemicos, se debera
contar con la autorizacion escrita del director del Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo, A. C. (CIAD).

La publicacién en comunidades cientificas o de divulgacion popular de los datos
contenidos en esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa aprobacion
escrita del director de tesis.




i

APROBACION

Los miembros del comité designado para revisar la tesis de Ricardo Alvarez
Villasefor, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada
como requisito parcial para obtener el grado de Maestro en Ciencias, con
especialidad en Acuicultura.

i
7

]

v ¥

Dr. Bruno Gémez Gil Rodriguez Sala
Director de tesis

Dra. Ana Roque

| ,,J-
|

W

Dra. Silvia Alejandra Garcla Gasca

e

Dra. Sonia Araceli Soto Rodriguez

S

Ii(ll_‘ rturo Ruiz Luna




AGRADECIMIENTOS

Al CONACYT por el crédito otorgado para la realizacion de mi maestria.

Al proyecto FOSEMARNAT-2004-01-33 "Estudio taxonémico de cepas
bacterianas aisladas de sistemas y organismos marinos”,

" Al CIAD por la ayuda para la culminacion de esta tesis.

Al IRTA-Acuicultura y por el apoyo y la disposicion de sus instalaciones para
realizar parte del trabajo de investigacion de esta tesis, asi como a todo su
personal por las atenciones brindadas durante mi estancia en el centro.

Al Dr. Bruno Gémez Gil Rodriguez Sala por su amistad y confianza, asi como
por la acertada direccion de esta tesis.

A la Dra. Ana Rogue, S. Alejandra Garcia Gasca, Sonia A. Soto y el Dr. Arturo
Ruiz Luna quienes formaron parte del comité tutoral, se agradece sus
comentarios acertados que enriquecieron el presente trabajo.

A Dra. Dolors Furones Nozal directora del IRTA-Acuicultura por su amistad y
por todas las facilidades prestadas durante mi estancia en San Carles de la
Rapita.

A Carmen Bolan, Roxana Atondo, Gabriela Ramirez, Rubi Cornejo, Arnoldo
Vasquez (centro de computo) y Noelia (IRTA) sin su valiosa ayuda simplemente
esta tesis no hubiera sido posible, mil gracias.

A mis amigos y compafieros de maestria "Rafa, Bety, Pablo, Zohar y Edgar” por
su valiosa amistad.




DEDICADA...

A mi esposa

y nuestro

% @;ﬁfm ey

e e e s i

il

DBebe



INDICE

INTRODUCCTON G5 iada i e h w b e, Sl i i i aton ot 1
8109 3 g ot o 3 AR A GO B S M i UL 0 R IRl Burmy ) A S 3
OBJetiVOs PartiCUIATeS Liducinsiibivabni i i il b iaiseaniasimisin 3
ANTECEDENTES................. e R P e NSl L A 4
CraSSOSIIOn GIQAS ...luis it oot e v e e A 4
BIOIOEIR, o i it e i (e AR b T N TS b S e A s s 4
Distribucion GeOgratICa: sttt Lt Sl s bbb Dl ol 500 4
CUtIVO dO . TILAS ot b sk oy S0va s o b Lo S e 5
EStAd0 SR s s i it ssios ok s e S R e b e e e 5
Teehlcas: da. GllIVE s s it an sl bl el ittt b il 6
ErfarmatatiBm. ... it i b st e e i e b s i 8
Vibriosis.an C. Giods: o s aeidinlna ek Alaldiiai L b oo o i i i e o 10
Necrosis Daclliar t VIDEIOSIS: ... asinismmshmssmmsiis b e s s s 10
Mortalidad de. VEIANG, 5.t oot s e Ao s s vt wshsass 11
Enfarmedad del anillo Garl. ..o i diies Ao o St s 12

C. gigas como Vector de Enfermedades en Humanos............ocooocoooiioei 12

N CTTOBEE, o ox s s edy by s b Bk o s e e e N S e S BT 13

VA AN EBITIOIVHITUS .. Sy fo ki dus et es s s b b S omid v s S 13

O T ke A R AR GO T0 ANl el S0 N oS A 0 AT 14
ART Caly Latoq 1 BRI 2Ty oL AU Tl MRS O A M I e NS e NS 15
Familla ViBmonaeORe.: o sl el bl o il s 15
GCONBIO VIBFIG 1y 150005 b s st siaissomsala s s conn v s A Y0 s b b e s 16

A SO e VIBTIOB i tiins i i i i s b ok e S VT L B e bt 16
Faxonomila e VIbriosp .. s mn il s e L bt e il ot o dn o 17
Concepto'de Cspecie Procariotien ... ... i aliniumis i s e 21
Técnicas Moleculares de Identificacién Bacteriana ... 21
HIBrAACHON ADNADN 4 s e i ey bt e s i s el ey 24
Secuanciacion del oparan TARN: ... esiskossisi ki s braiiss 25

R O B N i i s st s iR R g e b SRt S i e e T S 28

g ltellor tottel o 77 -1 TR o o) e BTl - al= T glod = Fo L A S st e 28
Técnicas Moleculares de Identificacion Basadas en PCR ..o, 29
Amplificacién al azar de polimorfismos en el ADN. ... s 29
Fragmentos de restriccion polimarficos (RFLP).. ...c.oooiiiiisisininsisssssssinssiennos 30

Electroforesis de multiples loci de enzimas y anélisis mediante secuencias de

g ER1L T (=1 Lo S R A O NS S A S T N O R s Pl 30
Polimorfismos de la longitud de fragmentos amplificados. .., 32
Amplificacion de fragmentos repetitivos palindromos. ... 33
Vibrios Asociados @ C. gIgaS.........cooioiiiiiiiiiii v sss s sssrsssssssar s et s aresssnseenes 36
Areas de Estidie) iy A e T S e T L (R T 37
BTt 5 o P L el Y L R SV A Sl SN AN L 37

vi



Delta del Ebro, Catalufia, ESPama .....o......iviiiiie e et 39
Legislacion y situacion actual............i e ee e oot 41
B M s R s o e s 42
EnEspaiia i saiiniis s s s s s e e e 43
METODOLOGEA: Sl ok Sl il sl por 1 s i o 45
Obtencion de los Aislados Bacterianos..........ccocciciiesssarssessessssssssessssesssessons 45
Recuperacién de los Aislados Bacterianos del Noroeste Mexicano..................... 45
Muestrao oh 8l Dalts del EBFD ... . i i il 47
Obtencion de Aislados de C. gigas Cultivado en el Delta del Ebro..........cccccoo 50
Purificacién y Criopreservacion de los Aislados ..., 52
Caracterizacion Gendmica de los Aislados Bacterianos ........ccococvveveevennnn, 53
Caracterizacion por rep-PCR:ci i b 53
Extracelon de ADN ..otisnnbinmaiiinnmdammnmi il St s 53
Reaccién en Cadena de la Polimerasa de Elementos Palindrémicos repetidos
(PR s e e e D A e L e A s e g 55
BlaGtroforeala:. .. riumiiiai s b s i e S frr L i 55
ANAlISIS dal Patron de Banas: i s s i b e ek 56
Secuenciacion del Gen 165 FARN.........cvcvvvriinmiissisiesiessesssssessesssssssssrsssssessssses 57
Amplificacién por PCR del Gen 165 rDNA con Colas de M13..........c..cccoovevririnn, 57
Purificacion del Producto de PCR ...t 60
ROaC e On dB B OO O O R I .. i ettt aetmrei e smsssenraindonsebaness e darenbessts 60
STl Do U o et R B e e S e S e S S 6l
il ot Qs Te Teivilyy T S eI A D N AP0 Lo TR Ol N U 61
{51y B Ve o BRI AT AN SO AN ZY et AT, T TNee CA WG Y et s O 62
Exidagar) b e e b e S e L s e T e e 63
Sensibilidad al Agente Vibrioestatico O/129............c.cc.ocovviiicieo et 63
32 30 Lo m gty Tl P T o 2 e A M A St I T M MLV A ) 64
[ 1Fed 4] 11e - o IRTRE I L VLl St e A N AT e TGN 65
RESULTADDS ¥ DISCUBIOIN . blatol diiaa e bai s el ac i cd 24 66
Qbtencion de'AlSIAgRS sl sl L e e 66
Caracterizacion POr(GTG)arPUR uiiiiimssismiribesnsisstsoniiansntsossarossrbinbtsharessorsnssatin 68
Analisis del Patrén de Bandas Generado por (GTG)s-PCR....cccovcvvecininvisnsennns 69
Nimero de Bandas por Especie y Zona.............. kb T s SRR e e 70
Analisis del nimero y tamario de bandas por @SPaCIE .......cccoeveceriireeceiie s, 70
Analisis del nimero y tamafio de bandas por ZoNa. ... 73
Andlisis de Similitud del Patron de Bandas Generado por (GTG);-PCR........ 76
ARAUSIE FHOGONOHCO L\ i i i st B v b i, 83
Pruebas BlogqUImICas: s ai i s a ittt it 89
75 LT W=l eu] o] oo A o ser e e AP e N Ao P ot 91
Vibrios Identificados Durante el Verano e INVIerno..........c.oocevnnineiiisanaseines 100
Descripcion de Especies ldentificadas..........iiiciiiiininisiinnessesnssessessassesnss 101

vii




viii

PRotobaGtarium il et s nh bt s LB i e 101
WIEEIRIO b et s i ek e DR o g R e R A e s 102
Especies de Vibrios Potencialmente NUBVAS ..o oo, 114

Vi TR o R e S e D S T P e e P e e 115
Cepas que No Pertenecen a la Familia Vibrionaceae ..., 116
Copas No IdantiflCBaaE. . .. o it e e e e T 116
CONCLUSIONES ...\ b pai b itat ol i s el e ssamisleinaant e 117
RICOMENDACTONES. o s s v ie s b ems s cbais scadlss s adhamudbn i ol 120
REFERENCIAS. s s i s sa it g e e e L 121
#, 18 i, 8 1 PSR Sl S s L 0, A A0 el s g0 ol LR 135
RIBX O i i R R T i o st e eeba v 136
Ostricola GUeVara S. A. de C. V. ... i e eesssoes 136
Ostricola del 8ol 8. €. de B L. i i i ibasmsiens b erssssbrs it rosmosss o 139
Instituto de Acuicultura del Estado de SONOra..........o..ooooooooooooee 141
S.C.P.P. E.Bahia de San Jorge S. C. L. .........cciiuiivinisisimermmetssmssessssssone 143
Coop: Unlca de My eres i e 144
Agromarines S A de BV v s e e i e T 146

Sol Azul S, A, de C. V. (ENSeNada) ...ttt insiesesssessssbssetssos oo 148
SOFAZULS, A de G V. (MUlega)....umm i i i s 150

T 1T 4 R o S A S s A b R SN e AR L 153
7T L e A e S e 0D R S50 et TS Ot B 153
25051 Q1 T A e R A S A e 58

Falr 7§ R At D n i e TS R (3 P b S SO S R A e i) 164
T T R b o o N G O SR I R 1 164

— e S ——




ix

INDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Produccion en peso vivo de C. gigas en el 2003 por

ostrictitura en el MURAO L il bt i s i e el Bt 6
Tabla 2.- Principales agentes patogenos de C. gigas. ....covevooeevoeoooooeo 9
Tabla 3.- Principales técnicas moleculares empleadas en la
caracterizacion e identificacion de proCariontes. .......ocovvvviioosveoeeoeeeeoeeeeeeeeee, 23
Tabla 4.- Sitios de muestreo de ostion en el noroeste mexicano
(modificada de Cabanillas, 2008« iias i danmss i b 46
Tabla 5.- Sitios de muestreo de ostion en el Delta del EBro. ..o 48
Tabla B.- Iniciadores emMPIEAAOS. ... . i it ioiesresirsssesosnsessassstses et ese oo s s 58
Fabla 7.- Alslados de cada grania..qaum s i santsiiha s e 67
Tabla 8.- Analisis del patrén de bandas generado por (GTG)5~PCR por
BRRBOIE Rt R e b s B e e M 71
Tabla 9.- Analisis del patrén de bandas generado por (GTG)s-PCR por
73 L N P s N e U N OO T M T 1 74
Tabla 10. Especies de bacterias identificadas aisladas de ostion
cultivado en el noroeste mexicano y en el delta del rio Ebro identificadas
madiante (GTG)ROR L e s i st s g o bt et s L 79
Tabla 11.- Posicién filogenética de cepas representativas de clusters
formados por (GTG)s-PCR sobre la base de secuencias del gen 16S
BRI e e S el i TSR e 86
Tabla 12.- Frusbas bioguiiicas. & il e e mioa s it 230y v b 90
Tabla 13.- Numero de cepas aisladas de ostién identificadas por
(GTG)s-PCR pertenecientes a la familia Vibrionaceae registradas en las
zonas de cultivo del noroeste mexicano y del delta del EBro. ...........cooovvvvvevrvnnnn, 99




INDICE DE FIGURAS

Figura 1.- Arbol filogenético de Cepas tiPo ... 20
Figura 2.- Estructura secundaria de la molécula 16S rARN de E. ¢oli. ..., 27
Figura 3.- Zonas de estudio en el noroeste Mexicano .......coovvvvoooioreoeeoo o 47
. Figura 4.- Zonas de estudio en el delta del EBro...........co.ooovoooooocooeoeeoooo 49

Figura 5.- Vista panoramica de la "bateria’” de bateas ostricolas

ubicadas en la bahia de Alfacs, delta del rio Ebro, Catalufia, Espafa..................... 49
Figura 6. Diagrama de muestreo en el Delta del Ebro.. ........ocoovooeoooooooooo 51
Figura 7.- Consenso del gen 16S rARN de 65 cepas tipo de Vibrios ..., 59
Figura 8.- Diagrama de flujo para la identificacién fenotipica de

bacterias pertenecientes al GENEIO VIBIO. .........ccoccvivivioe oo 62
Figura 9. Gel de electroforesis producido por (GTG)s-PCR ......ocoovvvvoooo 68

Figura 10.- Andlisis del patréon de bandas empleando el software
GRICOMPAT I VB D  iisssisiasy i s i s s B s L 69

Figura 11.- Promedio del nimero de bandas generado por (GTG)5-PCR
ROrespecie analizada . s it s i ge il b s M T s e e e 72

Figura 12.- Promedio del tamafio de las bandas generado por (GTG)5-
PGRparespecle@natizada .ol sl haan g s D b 73

Figura 13.- Promedio del nimero de bandas generado por (GTG)5-PCR
por zongianalizads s fasse g aa i meniin SIS v g gt Tl e Nl 75

Figura 14.- Promedio del tamarfio de las bandas generado por (GTG)5-
BCRIDOr Zoha amalizada i i L il a s B i e T8 e ) Sl ik

Figura 15.- Dendrograma de cepas pertenecientes a la familia

Vibrionaceae aisladas de ostion (C. gigas) cultivado en granjas del
noroeste mexicano y en el delta del Ebro, Catalufia, Espafa ............cccccccoviviviiinnn, 82

—— e e




xi

Figura 16.- Modelo propuesto del arbol filogenético..........oooovovveiooveoeo 88
Figura 17.- Riqueza especifica por zona de estudio............oovvvieeeeeoooeeeeeeeeoo, 91

Figura 18.- Porcentaje de especies identificadas con respecto al total
identificado por zona y con respecto al total de todas las zonas. ..o 92

Figura 19. Especies identificadas durante el verano e invierno en el
RQrQeste exisana,’ /e LRl e g e o b ETAN R v LT, 101




xii

RESUMEN

Se lealizo un estudio taxonomico de bacterias del género Vibrio aisladas de ostion
(Crassostrea gigas) cultivado en ocho granjas localizadas en los estados de Sinaloa,
Sonora, Baja California y Baja California Sur, en el noroeste mexicano y de dos zonas
de produccion ostricola localizadas en el delta de rio Ebro, provincia de Tarragona;
CataluJia, Espana. El estudio se realizd empleando las técnicas de tipificacion molecular:
(GTG)s-PCR 'y secuenciacion del gen 16S rRNA, asi como algunas pruebas
bioquimicas, con ¢l objetivo de estudiar la composicion taxonomica de las bacterias del
género Vibrio aisladas de ostion cultivado en dos areas geograficas distintas. Los

‘resultados de estudio muestran que se obtuvieron 758 aislados bacterianos en total, de

los cuales 327 proceden de granjas ubicadas en el noroeste de México y 431 del delta del
rio del Ebro. Los aislados obtenidos fueron caracterizados empleando (GTG)s-PCR. Las
especies pertenecientes a la familia Vibrionaceae mostraron un promedio de 19.8 bandas
(n= 639), con un tamafo promedio de 1,414.48 pares de bases (pb) (n™ 12,628) cuando
son caracterizadas por (GTG)s-PCR. El andlisis del patron de bandas produjo un
dendrograma con 32 clusters compuesto por 620 cepas, incluyendo las cepas tipo y las
cepas de referencia y 133 cepas que no formaron ningiin cluster. (GTG)s-PCR y pruebas
bioquimicas mostraron que 27 cepas no pertenecen a la familia Vibrionaceae. El anélisis
permitio la identificacion de 20 especies pertenecientes al género Vibrio y dos especies
al género Pholobacterium: V. afginolyticus (40 cepas), V. brasiliensis (dos cepas), V'
campbellii (52 cepas), V chagasfi (215 cepas), V. coralliilyticus (una cepa), V
cyclotrophicus  (nueve cepas), V.fortis (17 cepas), V hcirveyi (65 cepas), V gigantis
(10 cepas), V. mediterranei (45 cepas), V neptunius (siete cepas), V.parahaemolyticus
(siete cepas), V. ponticus (seis cepas), V. rotiferianus (] 13 cepas), V splendidus (tres
cepas), V xuii (una cepa), Vibrio sp. nov. 1 (31 cepas), Vibrio sp. nov. 4 (una cepa),
Vibrio sp. nov. 5 (tres cepas), Vibrio sp. nov. 6 (cinco cepas) y P damselae (dos cepas),
Photobacterium sp. nov. 7 (cuatro cepas). Las cuatro especies potencialmente nuevas
fueron reconocidas mediante la secuencia completa del gen 16S rARN (>97% de
similitud rARN). Se seleccionaron 39 cepas a las cuales se les secuencid algin tercio o
todo el gen 16S rARN. H criterio de la seleccion de cepas a secuenciar se basd en los
clusters que no incluyeron cepas tipo y/o referencia o que presentaron un coeficiente de
similitud por debajo del 42% (Jaccard) con otros clusters identificados. Un analisis
cologico entre ambas regiones geograficas; el noroeste mexicano y el delta del Ebro
permitio conocer que los ostiones, comparten una flora bacteriana de 10 especies V,
alginolyticus, V campbellii, V chagasii, V. fortis, V harveyi, V mediterranei, V.
neptunius, V ponticus, V. rotiferianus y Vibrio sp. nov. 1. Estos resultados demuestran
que los ostiones cultivados en €& noroeste mexicano tienen una riqueza bacteriana
especifica mayo!' a la de los ostiones cultivados en el delta del rio Ebro. Por otro lado,
los ostiones cultivados en las ocho granjas ostricolas y en las dos bahias del delta del
Ebro analizadas en este estudio, no revelan la presencia de vibrios potencialmente
patogenos en humanos. Sin embargo, es recomendable realizar estudios enfocados en la
presencia de estos patogenos en organismos cultivados en ambas regiones geograficas.
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INTRODUCCION

La ostricultura representa dentro de |a acuicultura marina una de las actividades
acuicolas mas importantes desde el punto de vista productivo y econdmico,
siendo esta industria dominada por el cultivo del ostion japonés (Crassostreae

gigas, Thunberg, 1793) que representa el 99.5 % de la produccién ostricola

-mundial (FAO, 2003). Sin embargo, uno de los principales problemas que

frenan el desarrollo de esta actividad son las enfermedades de origen
bacteriano (Griffin ef al., 2003), y mas concretamente aquellas causadas por
bacterias pertenecientes a la familia Vibrionaceae, quienes no sélo representan
un problema para los ostiones, sino que también pueden ser patégenos de los

consumidores.

Desde la década de los 50's se han realizado esfuerzos por conocer la
composicion de la flora bacteriana de C. gigas (Colwell y Liston, 1959), sin
embargo, hasta |la fecha estos estudios han sido limitados. Aunque existe una
gran cantidad de informacion sobre los principales patégenos que son
transmitidos al hombre por el consumo de ostién, el mayor problema de los
ultimos afios es el surgimiento de enfermedades en los cultivos de moluscos
bivalvos, en los que indudablemente las especies del género Vibrio son uno de
principales agentes etiologicos (Paillard et al., 2004).

En los dltimos cuatro afios las especies descritas como pertenecientes a la
familia Vibrionaceae han aumentado de 67 especies en el 2002 (Thompson et
al., 2004a) a 85 especies descritas en el 2006 (http://www.bacterio cict fr). Es
indudable que los avances en biologia molecular han permitido el desarrollo de
herramientas que permiten caracterizar e identificar aislados bacterianos de una
forma mucho mas confiable.
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La secuencia del gen 16S rARN, secuencias de genes “housekeeping” que
codifican proteinas y la hibridacion ADN-ADN son considerados como los
criterios para la delineacion de especies procarioticas (Stackebrandt ef al,
2002). Sin embargo, muchas investigadores han promovido nuevas especies
basandose en métodos o técnicas genomicas que han demostrado tener
suficiente grado de congruencia con la reasociacion ADN-ADN, como es el caso
de AFLP y rep-PCR (Rademaker et al., 2000; Thompson et al,, 2001, Gomez-

. Gil et al., 2004).

La amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa de fragmentos
repetidos palindromos (rep-PCR) empleando el iniciador (GTG)s ha sido
reconocida como una técnica taxonémica simple que se caracteriza por tener
un alto poder discriminatorio, un bajo costo, un alto rendimiento con un gran
nimero de aislados y ha demostrado ser una herramienta confiable para la
clasificacion e identificacion de aislados bacterianos procedentes de diversas
fuentes (Versalovic et al.,, 1994, Gevers et al., 2001; Gomez-Gil et al., 2004;
Gomez-Gil et al., 2006 en prensa).

El objetivo principal de este estudio fue el de caracterizar e identificar la
composicién de la flora bacteriana perteneciente a |la familia Vibrionaceae del
ostion japonés (Crassostreae gigas) cultivado en los centros de produccion
ostricolas mas importantes del noroeste mexicano que incluyen los estados de
Sinaloa, Sonora, Baja California y Baja California Sur. También se analizaron
individuos de las zonas de produccion ostricola mas importantes de Espana
ubicadas en el delta del rio Ebro, en la provincia autonomica de Tarragona,
Catalufia, Espafia, para identificar posibles especies de bacterias patogenas
pertenecientes a la familia Vibrionaceae que supongan un riesgo para el cultivo
de ostién o para el consumidor y saber si existen especies potencialmente

nuevas.

* —— i ———
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OBJETIVO

Estudiar la composicion taxonomica de las bacterias del género Vibrio aisladas

de ostion (Crassostrea gigas) cultivado en dos areas geograficas distintas.

Objetivos Particulares

 Obtener aislados de vibrios de ostion cultivado

e Caracterizar molecular del genoma de los aislados de vibrios

Comparar la riqueza de especies entre las regiones geograficas analizadas
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ANTECEDENTES

Crassostrea gigas

Biologia

Los ostiones son organismos invertebrados de cuerpo blando sin segmentar, se
-encuentran cubiertos por una concha constituida por dos valvas de naturaleza
calcarea unidas entre si por la region dorsal y articuladas gracias a una
charnela que posee dientes que forman un engranaje, la cual hace posible los
movimientos de apertura y cierre. Los ostiones son organismos pelagicos
durante su vida larvaria y bentonicos durante su etapa adulta (Polanco y Corral,
2002b). Estos organismos se distribuyen en la zona intermareal, en aguas de
poca profundidad y estan fijos a objetos sélidos a través del biso de una de sus
valvas (Bautista, 1989; Polanco y Corral, 2002b). Son filtroalimentadores,
aproximadamente filtran unos 10 litros de agua por hora; por lo que se les ubica
en la base de la cadena alimenticia. Su crecimiento es rapido,
aproximadamente 8 cm en 18 meses, en los tropicos (Guerra, 2002) y no

requieren de la adicion de alimentos cuando son cultivados (Newkirk, 1993).

Distribucién Geografica

La distribucion de C. gigas esta en funcion de la temperatura del agua, ya que
éste es sin duda el parametro esencial para su ubicacién. Los ostiones son
propios de las zonas subtropicales y pueden extenderse mas o menos sobre las
zonas templadas en las que las corrientes de aguas calidas invaden las costas
mas frias (Polanco y Corral, 2002b).

Crassostrea gigas habita ambientes marinos y/o estuarinos, generalmente |a
zona intermareal, siendo su reparticion geografica natural las costas del norte
del mar de China y Japén (Polanco y Corral, 2002b). Sin embargo, esta especie
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ha sido introducida para su cultivo en paises como Australia, Francia, Holanda,
Portugal, Tailandia, Estados Unidos, Reino Unido, Espafa y México (Caceres-
Martinez y Vasquez-Yeomans, 2003).

Cultivo de C. gigas

Estado actual. La ostricultura estd dominada por la produccion de C. gigas. Esta
actividad aportdé el 99.5% de la produccion total de ostion en el 2003. La
produccion por capturas en el 2003 fue de 21,536 toneladas, siendo Corea y
Estados Unidos los principales productores por captura (FAQ, 2003) (tabla 1).
Sin embargo, la evolucién de la produccion muestra una reduccion significativa
de la participacion de |las capturas en el total de la produccién, adquiriendo la
ostricultura un mayor peso en el sector, que lo posiciona como la alternativa
mas viable para el abastecimiento del mercado.

El dominio de C. gigas en la ostricultura se explica por el plazo de maduracién
de las inversiones, es decir, el acelerado ritmo de crecimiento del ostion permite
el producto en el plazo de un afio y medio ya esté en el mercado listo para su
consumo. Ademas, el cultivo es relativamente facil y el nivel de mortalidad
relativamente bajo, aproximadamente del 35 % de la produccién (Polanco vy
Corral, 2002a). Estas caracteristicas sobre el cultivo del ostion japonés en
general explican la preferencia de las empresas por el cultivo de esta especie:
con menos riesgo en la inversion y mayor productividad que las demas
especies de ostras (Polanco y Corral, 2002a).
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Tabla 1. Produccién en peso vivo de C. gigas en el 2003 por ostricultura en el mundo

Rango Pais Produccion *

1 China 3,668,237

2 Japon 260,644

3 Corea 238,326

4 Francia 106,400

5 Estados Unidos 42,756

15 México 1256

16 Espafa 715

* Toneladas méltricas

Técnicas de cultivo. Descripcion breve de las principales etapas operativas en

el cultivo integrado de C. gigas propuestas por Guerra (2002):

1) Cultivo larvario y metamorfosis

El cultivo se inicia cuando tiene lugar el desove de las larvas por las hembras y
continia hasta el final de la metamorfosis. Durante este periodo tiene lugar el
desarrollo larvario tlarva veliger, pediveliger) y la metamorfosis (fijacion y
formacion de postlarvas). La conducta natural las larvas recién eclocionadas, es
nadar agrupadas en la superficie lo que facilita su captura. Posteriormente, son
colocadas en tanques de fibra de vidrio o polietileno con alimentacion microalgal
y aeracién constante (Guerra, 2002).

Cuando las larvas alcanzan la talla en que se inicia la metamorfosis, se
observan una serie de sefiales visuales (aparicion del ocelo, perdida de |a
corona ciliar, aparicién del pie, entre otras) que indican la transformacion de la
larvas que pasan de ser un organismo pelagico a uno bentdnico fijado
definitivamente a un sustrato, por una sustancia cementante que se encuentra

en la base del pie. El periodo de cultivo larvario y metamorfosis dura
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aproximadamente 21 dias, alcanzando las post-larvas una talla mayor a 3 mm
(Guerra, 2002).

2) Engorda de semilla

En general se usan contenedores en forma tubular (40-50 cm de diametro), con
diferente luz de malla en el fondo, en donde esta depositada la semilla. El agua
con suplemento de microalgas, pasa por un flujo invertido impulsada por
_sistemas de aeracion a través de la capa de semilla. Las necesidades de flujo
de agua minimos que tienen que pasar a través de los contenedores, esta
relacionado con la temperatura y el tamafo de la semilla (Guerra, 2002).
Rodhouse et al. (1981; en Guerra, 2002) la definen “cantidad de flujo necesario”

con la siguiente formula:

Fr = (0.47 + 0.04T) Lw %

Fr = tasa de flujo (mi/min"'/g”"); T = temperatura °C; Lw = peso vivo (gr)

En la produccion de microalgas para la alimentacién de las larvas y postlarvas
de ostién se siguen métodos que varian, desde los controlados en laboratorio
hasta los sistemas de produccibn masiva bajo condiciones ambientales
naturales (Lavens y Soorgelos, 1996; en Guerra, 2002). Las especies
Ishochrysis sp., Chaetoceros gracilis, Chaetoceros calcitrans. Tetraselmis
suecica y Thalassiosira pseudonana, son las cinco especies de microalgas mas

usadas en los criaderos de moluscos (Coutteau y Sorgeloos, 1992, en Guerra,
2002).

3) Cultivo exterior (engorda)
El ostion se cultiva en el medio natural sobre el fondo, directamente en el
substrato, sobre mesas o artefactos que se apoyan en el substrato de la zona

intermareal, o bien en suspensién (bateas o sistemas similares). Cuando los
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organismos alcanzan un tamafio de 3 a 4 cm se colocan en bandejas ostricolas
o bien se dejan fijados a conchas perforadas, las cuales se unen a una cuerda
de cultivo. En ambos casos los ostiones son colgados en bateas, similares a las
empleadas en el cultivo de mejillon (Guerra, 2002).

La engorda del ostién dura hasta que el ostién alcanza una talla de 8 cm
aproximadamente, con una duracién de cultivo de 18 meses, desde que se

obtiene la semilla hasta la comercializacion del producto (Guerra, 2002).

4) Depuracion

Los ostiones tienen la capacidad de autodepurarse de la contaminacién
microbiolégica que puede existir en determinadas areas de cultivo. Estos
microorganismos por su patogenicidad o por su cantidad, pueden causar
enfermedades al ostion y/o al consumidor. La depuracién es un proceso
mecanico que efectla el propio ostion de forma natural, limitandose el
depurador a administrarle agua de mar libre de patégenos, con la cual el bivalvo
lava su aparato digestivo durante un tiempo determinado hasta que los niveles
microbiolégicos no son perjudiciales para el consumo humano. La finalidad de
este proceso es el de obtener un producto que cumpla con los requisitos legales
establecidos y al mismo tiempo, posea parametros de calidad y salubridad
adecuados para su comercializacion y consumo (Guerra, 2002).

Enfermedades

Los ostiones C. gigas al igual que muchos otros organismos se ven afectados
por patégenos oportunistas durante su cultivo, los cuales provocan
enfermedades infecciosas (tabla 2). Dentro del grupo de las enfermedades
producidas por bacterias, destacan varias especies de Vibrio quienes han
estado implicadas en los brotes de enfermedad afectando a los ostiones
independientemente de su estadio de vida (Paillard et a/., 2004).
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Tabla 2.- Principales agentes patégenos de C. gigas.

Agente

patégeno Familia/Especie Referencia

Perkinsus marinus

Mikrocytos mackini

Mikrocylos roughleyi

Myicola ostrae

Herpesviridae

Virus Irldowr.lc_iae Palanco y Corral, 2002b
Papoviridae

. Reoviridae

( Vibrio tubiashi

1 Vibrio splendidus

‘ Vibrio sp.

Vibrio anguillarum

Bacterias | Alteromonas sp. Paillard et al,, 2004

Cytophaga sp.

Nocordia

Ricketssia

Chlamydia

Parasitos Polanco y Corral, 2002b

Sin embargo, algunos autores concuerdan en que las causas que favorecen la
aparicion y dispersion de las enfermedades se deben buscar en los
intercambios comerciales y en el aumento de los niveles de contaminacién
(Griffin et al., 2003). Esta situacion requiere de un mayor estudio enfocado
' hacia la identificacion y descripcion de las causas que facilitan el desarrollo de
agentes patogenos, unido a estudios epidemiologicos que permitan la adopcion
de medidas profilacticas. Este camino debe iniciarse mediante el aislado de los
agentes patogenos que contribuira en gran medida a controlar las epizootias
que tanto dafio ocasionan a los cultivos, dando lugar a grandes pérdidas

economicas y al desaliento en los productores (Bautista, 1989).

1 L =R = S ——
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| Vibriosis en C. gigas

Los ostiones por su tipo de alimentacion, pueden acumular a partir del agua una
gran cantidad de microorganismos que propician una rica flora bacteriana
(Bautista, 1989).

Las especies mas importantes de bacterias desde el punto de vista patolégico
en ostion son las pertenecientes al género Vibrio, Pseudomonas y Aeromonas
. (Bautista, 1989; Austin, 1988; Gomez-Gil et al,, 2004; Paillard et al., 2004;
Berthe, 2006; Hernandez-Zarate y Olmos-Soto, 2006), estos grupos son
capaces de proliferar aprovechando las condiciones favorables que tienen lugar
en los tanques de cultivos larvarios y en las zonas de engorda de ostion. En
general, estos cultivos suelen verse afectados por vibriosis (Polanco y Corral,
2002b; Paillard et al., 2004), debida la produccién de toxinas (Lampbert et al.,
2001) y/o presencia de inhibidores de proteasas (Faisal et al., 1998)

Necrosis baciliar o vibriosis. Comunmente, las infecciones por vibrios son

conocidas como: necrosis baciliar, necrosis larval o vibriosis, y es conocida
como una enfermedad oportunista afectando principalmente los cultivos
larvarios (Elston, 1990, Berthe, 2006). Muchas especies de vibrios han sido
asociadas a esta enfermedad: V. tubiashi, V. anguillarum, V. splendidus, V.
ordali, V. alginolyticus y Vibrio sp. Sin embargo, especies de Pseudomonas y
Aeromonas también se les ha involucrado en la enfermedad (Berthe, 2006).

Esta enfermedad se presenta en todos los ambientes marinos donde se
practique el cultivo larvario de bivalvos. La infeccion generalmente es iniciada
por la adherencia de bacterias a la superficie externa de la concha. Cuando la
bacteria logra penetrar la concha, el resultado e's la necrosis del manto y la
penetracion de la bacteria en todos los tejidos blandos via cavidad celémica. De

la infeccion sistematica de los tejidos blandos de las larvas o juveniles del ostién
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resulta la necrosis del tejido y la muerte. Los signos de la infeccion incluyen una
infeccion repentina de la bacteria lo que reduce la alimentacion de Ia larva, nado
erratico, comportamiento posiblemente debido al dafio velar, sin embargo, los
signos clinicos de esta enfermedad son poco conocidos. El diagnostico
definitivo de esta enfermedad requiere de la identificacién de las especies
especificas que producen la vibriosis (Waechter et al., 2002; Paillard et al, 2004,
Berthe, 2006).

Mortalidad de verano. Recientemente, varios investigadores describieron
mortalidades cronicas en los cultivos ostricolas del norte de Francia durante el
verano de la Gltima década (Lacoste et al, 2001; Le Roux et al., 2002;
Waechter et al., 2002; Le Roux et al., 2004; Gay et al., 2004a; Gay et al., 2004b;
Paillard et al., 2004). Dichas mortalidades se han reportado principalmente en
juveniles de C. gigas y fueron asociadas con un absceso (acumulacion de pus)
en el espacio extra-palial resultado de la invasion por bacterias tipo bacilos a lo
largo de la concha (Elston, 1999 en Paillard et al., 2004). Se observan
alteraciones en el manto y crecimiento anormal de la concha. Esta enfermedad
ha sido reportada solamente en juveniles de C. gigas con una talla maxima de 1
cm de concha, y frecuentemente en organismos de 2 a 6 mm. El examen
microscopico del manto y la concha ha revelado una afectacion por un absceso
crénico que es diferente de la infeccion del ligamento de la charnela y de la
enfermedad del anillo café (Paillard et al., 2004). Este sindrome fue llamado
“Mortalidad de Verano” parece tener una compleja etiologia con varios factores,
implicados: las condiciones ambientales, fisiolégicas, parametros geneticos del
hospedero y agentes infecciosos (Le Roux ef al., 2002).

Solamente, tres agentes infecciosos potencialmente patogenos han sido
asociados a la "Mortalidad de Verano”: virus del herpes (Renault et al., 2000;
Renault et al., 2001), Vibrio splendidus biotipo | (Lacoste et al., 2001) y Vibrio
splendidus biotipo 1l (Waechter et al., 2002), Las dos cepas de V. splendidus




Estudio taxondmico de bacterias del género Vibrio aisladas de ostion 12

provocaron mortalidades en C. gigas bajo condiciones experimentales (Gay et

al., 2004). Sin embargo, embargo estos agentes infecciosos no pueden ser

considerados como el agente etioldgico de la “enfermedad del verano”, debido a
que aun es necesario realizar estudios experimentales para conocer el efecto
de las condiciones ambientales, fisiologia y factores genéticos de la virulencia,
asi como de la respuesta del hospedero (Le Roux et al., 2002). No se han

reportado signos clinicos especificos para esta enfermedad.

Enfermedad del anillo café. Esta enfermedad es causada por V. tapetis. Se ha

| demostrado que la virulencia del aislado varia de acuerdo a la cepa y al
molusco bivalvo hospedero. Esta enfermedad solamente ha sido reportada en
las almejas Ruditapes philippinarum y Ruditapes decussatus de Francia,
Espafia, Inglaterra e Irlanda. Sin embargo, V. tapetis ha sido aislado de otros
" moluscos bivalvos, incluyendo C. gigas (Paillard et al., 2004), aunque su
' patogenicidad ain no ha sido comprobada. La bacteria se adhiere a la
\ superficie de la lamina periostracal en el borde del manto causando una
‘ colonizacion progresiva, la secrecion resultante causa el deposito de materia
| organica café en la superficie de la almeja, el cual es considerado como el signo
: clinico de la enferrnedad. La infeccién también provoca un proceso de
' descalcificacién. Las técnicas de diagnéstico disponibles son observacion de los
lﬁ signos (el anillo café), microscopia electronica, inmunoensayos, cultivo e
identificacién bacteriolégica. No existen medidas claras para controlar la
enfermedad se recomienda reducir la densidad de los cultivos y medidas

profilacticas (Berthe, 2006).

C. gigas como Vector de Enfermedades en Humanos

Los moluscos bivalvos pueden actuar como portadores de microorganismos

que sean patégenos para el hombre, como Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
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' vulnificus y Vibrio cholerae (Bautista, 1989; Matte et al., 1994) que son de los
mas importantes desde el punto de vista patoldgico.

Muchas de las especies de Vibrio son importantes patégenos en humanos,

i entre las especies mas representativas que tienen esta facultad se pueden

considerar a:

V. cholerae. Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en ambientes

estuarinos y de agua dulce y tiene la habilidad de producir la toxina célera que

‘ provoca gastroenteritis (Fallarino et al., 2002), causante de signos clinicos como

abundante diarrea liquida, deshidratacion y en muchos casos la muerte
(Nishibuchi, 2006).

V. parahaemolyticus. Esta bacteria se encuentra distribuida en ambientes

marinos y estuarinos, pero también se ha reportado como parte de la flora
bacteriana normal de una gran nimero de especies marinas (DePacla et al.,
2000). Esta especie se divide en cepas patégenas o no patogenas, clasificacion
basada en la ausencia o presencia de los genes tdh y trh que codifican para la
toxina termoestable directa (TDH) y la toxina hemolisina relacionada (TRH),
respectivamente (Nishibuchi y Kaper, 1995; en Nishibuchi, 2006). TDH tiene
actividad hemolitica sobre una variada gama de eritrocitos (fenémeno de
Kanagawa); algunas de las propiedades de esta toxina son: citotoxicidad,
aumento de la permeabilidad vascular y acumulacién de liquido en el asa de
ileon en el modelo experimental en conejos. El mecanismo patogénico es la
alteracion del flujo iénico de las células intestinales en el que desencadena una
diarrea secretora (DePaola et al., 2000, Raimondi et al., 2000; Heitmann et al.,
2005). Mientras que TRH que también produce acumulacion de liquido en el
modelo experimental de asa ileal y presenta actividad citotoxica en una
variedad de tejidos; requiere a demas de otros factores para causar
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enfermedad, como una variedad de pili, hemaglutininas, factores de
colonizacion y capacidad de invasién celular. La relacién entre ambos genes
(tdh y trh) es muy estrecha (97 % de similitud). (DePaola et al., 2000, Raimondi
et al., 2000; Heitmann et al., 2005).

V. vuinificus. Su distribucion es amplia en sistemas marinos y estuarinos. Esta

bacteria se encuentra clasificada en dos subgrupos (biogrupo 1 y biogrupo 2).

Por lo general el biogrupo 1 es un importante patégeno de humanos vy el

biogrupo 2 es patogeno de anguilas (Nishibuchi, 2006). El biogrupo 1 es
causante de infecciones y septicemia en humanos inmunocomprometidos
(Finkelstein et al., 2002).

Otras especies de la familia Vibrionaceae como V. mimicus, Grimontia hollisae,
V. fluvialis, V. furnissii, V. alginolyticus, Photobacterium damselae, V.
metschnikovii, V. cincinnatiensis y V. harveyi; han sido reportadas como
patégenos en humanos, aunque su accion patogénica es poco conocida
(Nishibuchi, 20086).

Estudios de tipificacién y taxonomia han revelado que existe una cantidad
considerable de taxa correspondientes a la familia Vibrionaceae que podrian no
estar adscritos a alguna de las especies conocidas y que podrian ser
potenciales patégenos en humanos (Ortigosa et al., 1994 en Macian et al.,
2001) y que ademas requieren de caracterizacion genética (Macian et al., 2001:
Nishibuchi, 2006).

La mayoria de los brotes de infecciones por vibrios en paises desarrollados y
subdesarrollados se da principalmente por el consumo de mariscos, siendo los
mas representativos los moluscos bivalvos y los camarones (DHHS 1999;
DePaola et al., 2003; Matté, 1994). Estas bacterias no sélo juegan un papel
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negativo en la salud publica, sino que también causan graves problemas a la
industria  ostricola, ocasionando  cuantiosas perdidas  economicas
(Vandenberghe et al, 1999) ya que la presencia de vibrios potenciales
causantes de enfermedades suponen un riesgo para el consumidor y puede

condicionar su comercializacion.

Taxonomia de Vibrios

Familia Vibrionaceae

De acuerdo con el Manual para la determinacién bacterioldgica de Bergey’ (Holt
et al., 1994), las bacterias pertenecientes a la familia Vibrionaceae son bacilos
alargados o curvos, Gram negativos, tienen motilidad mediante un flagelo polar.
Son  anaerébicos  facultativos, quimiorganotroficos  con  metabolismo
fermentativo. Muchas de las especies que pertenecen a esta familia crecen
apropiadamente a 37°C, pero algunas especies de Photobacterium y Vibrio
necesitan de 25 °C o menos para su crecimiento. Catabolizan D-glucosa y otros
carbohidratos con produccién de acidos y algunas especies producen gas. La
mayoria es oxidasa positiva. Photobacterium y la mayoria de las especies de
Vibrio requieren de 2-3 % NaCl para su optimo crecimiento, Se encuentran
distribuidas en todo el mundo, son principalmente; habitantes acuaticos
fundamentalmente marinos y algunas de agua dulce, generalmente se
encuentran en asociacion con organismos acuaticos. Muchas especies son
patégenas de humanos, peces, ranas, entre otros vertebrados e invertebrados.
Esta familia estd compuesta por siete géneros: Catenococcus, Enterovibrio,

Grimontia, Listonella, Photobacterium, Salinivibrio y Vibrio, de acuerdo a la

' La novena edicién del manual para la determinacion de Bergey contiene la descripcion de las especies
que conforman la familia Vibrionaceae y solo contempla los géneros Aeromonas, Enhydrobacter,
Phatobacterium, Plesiomonas ¥ Fibrio como pertenecientes a estd familia.
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“Lista de nombres de procariontes validos en nomenclatura”
(www.bacterio.cict.fr).

Género Vibrio

De acuerdo con manual para la determinacion bacteriologica de Bergey (Holt et

al., 1994), las bacterias del género Vibrio son bacilos rectos o curvos, Gram

‘negativos. Poseen motilidad mediante uno o mas flagelos polares los cuales

estan dentro de una vaina en el exterior de la membrana de la pared celular.
Son anaerobios facultativos y quimiorganotréficos. La temperatura para su
optimo crecimiento varia de los 20 a los 30°C para la mayoria de las especies.
Catabolizan D-glucosa y otros carbohidratos con producciéon de acidos, pero no
de gas (excepto V. furnissii, V. gazogenes, y algunas cepas de Listonella
damsela. Son oxidasa positiva (excepto V. gazogenes, V. metschnikovii y V.
ordalli). La mayoria de las especies fermentan carbohidratos incluyendo
maltosa, D-manosa y tretalosa. Son sensibles al agente vibrioestatico 0/129.
Los iones de sodio estimulan el crecimiento de todas las especies.
Fundamentalmente habitan ambientes acuaticos en un amplio rango de
salinidades. Muchas son comunes en ambientes marinos y estuarinos, y sobre
la superficie y en el contenido intestinal de animales marinos. Algunas especies
también se les encuentran en agua dulce. Algunas especies son patogenas
para el humano, y muchas especies son patégenas de vertebrados e
invertebrados marinos.

Aislamiento de Vibrios

Las especies del género Vibrio se pueden aislar facilmente de ambientes o de
muestras clinicas, aunque algunas especies pueden requerir de factores de
crecimiento y/o vitaminas (Gomez-Gil y Roque, 2006).
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La seleccion de vibrios se puede hacer cuando algunos agentes selectivos (sal
de bilis, teepol, tellurito, polimixina B y/o polimixina E (colistina) y sales biliares)
son incorporados al medio. El agar comercial TCBS (tiosulfato, citrato, sales
biliares, sacarosa) es un medio ideal para la seleccion, aislamiento y
purificacion de vibrios. La mayoria de los vibrios crecen en grandes colonias
con diferentes morfologias. Los vibrios que pueden metabolizar la sacarosa

forman colonias de color amarillo en este medio, y las que no, forman colonias

. verdes.

El crecimiento de las bacterias Gram positivas y coliformes en este medio es
inhibido por la presencia de sales biliares. Sin embargo, aunque TCBS es el
mejor medio para el aislamiento de vibrios, pueden crecer cepas de
Staphylococcus,  Flavobacterium,  Pseudoalteromonas, Streptococcus,
Aeromonas y Shewanella (Nicholls ef al., 1976; en Gémez-Gil y Roque, 20086);
pero generalmente, el crecimiento de sus colonias es muy pequefio y mediocre.
Vibrio penaeicida no crece en TCBS, y el crecimiento de V. cincinnatiensis, V.
metschnikovii y Grimontia hollisae (reclasificada de Vibrio hollisae) forman
colonias muy pequefias (Gomez-Gil y Roque, 2006).

Taxonomia de Vibrio sp.

El impulso por clasificar organismos es ancestral, como lo es el deseo de tener

una clasificacion que refleje el “orden natural” (Doolittle, 1999).

En sus inicios, la taxonomia de procariontes se basaba principalmente en
caracteristicas morfologicas, que incluian: flagelos, morfologia, curvatura de las
celulas, y aspectos de cultivo. Estas caracteristicas describieron muchas
especies nuevas, pero su caracterizacion era poco confiable (Thompson y
Swings, 2006).
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En 1965, Zuckerkandl y Pauling (en Stackebrandt, 2006) introdujeron la
poderosa idea de que las moleculas "documentan la historia de la evolucion® o
son “cronometros moleculares” (Ludwig y Schleifer, 1999). Pocos afos
después, Colwell (1970), propuso una taxonomia polifasica que ensamblaba y
asimilaba varios niveles de informacion, que incluia: la composicion de
nucledtidos ADN, homologia ADN-ADN, mediciones de diferentes secuencias
de ADN y pruebas fenotipicas (carbohidratos, lipidos, proteinas, aminoacidos,
‘acidos, alcoholes como fuente de carbon y/o energia, actividad enzimatica,
tolerancia a sales, luminiscencia, crecimiento a diferentes temperaturas y
salinidades, antibiogramas y morfologia). Esta propuesta establecio las bases

firmes de la actual taxondémia.

Collwel en 1970, selecciond el género Vibrio como modelo de estudio con el
objetivo de establecer una taxonomia polifasica para este género. Los
resultados de su estudio mostraron que cuando se integra cuidadosamente la
informacion generada en todos los niveles que va de lo molecular a lo
ecoldgico, esté podria proveer veracidad y precision en la identificacion y
clasificacion de las bacterias.

La secuenciacion de “cronémetros moleculares”, como los genes 5S y 165
rARN en la década de los 80°s revoluciond la taxonémia. Actualmente, la
columna vertebral de la taxondémia polifasica opera sobre el gen 16S rARN
(Thompson y Swings, 2006). Bajo este criterio taxonomico la familia
Vibrionaceae queda comprendida en nueve generos de acuerdo a la “Lista de

nombres de procariontes validos en nomenclatura” (www.bacterio.cict.fr): Vibrio

(65 especies), Catenococcus (una especie), Enterovibrio (dos especies),
Grimontia (una especie), Listonella (dos especies), Photobacterium (13
especies) y Salinivibrio (una especie) (figura 1).
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Figura 1.- Arbol filogenético de cepas tipo basado en el método del vecino mas cercano
(neighbor-joining), usando la secuencia completa del gen 16S rARN (~1500 pb) de las especies
pertenecientes a la familia Vibrionaceae. La distancia fue obtenida empleando el modelo de
Jukes y Cantor. Los porcentajes de similitud se muestran después de 1000 simulaciones. 0.01
divergencia estimada de la secuencia.
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Concepto de Especie Procaridtica

El concepto especie procaridtica se define como “una categoria que
circunscribe un grupo genomicamente coherente de cepas/aislados individuales
que comparten un alto grado de similitud en muchas pruebas independientes,
comparativamente analizados bajo altas condiciones de estandarizacion”
(Rossello-Mora y Amann, 2001, Stackebrandt et al,, 2002; Gevers et al., 2005;

Stackebrandt et al., 20086).

Practicamente, una especie procaridtica es considerada como un grupo de
cepas (incluyendo la cepa tipo) caracterizadas con cierto grado de consistencia
fenotipica, ademas de que muestren 270 % de similitud ADN-ADN con =5 °C de
ATy y una identidad mayor al 97 % de |la secuencia del gen 165 rARN. Segun el
reporte del ad hoc comité para la re-evaluacion de especies en bacteriologia
(Stackebrandt et al., 2002).

Técnicas Moleculares de Identificacion Bacteriana

Las metodologias de tipificacién molecular de bacterias constituyen una de las
aportaciones microbiolégicas que mas difusion han tenido en los ultimos afios.
De estas metodologias se desprenden una gran variedad de técnicas que
tienen como objeto comparar la composicion de los acidos nucleicos de dos o
mas bacterias. De esta manera se puede reconocer la relacion entre
aislamientos vinculados epidemiolégicamente, y por lo tanto, derivados
recientes de un ancestro comun. Asi mismo, estas técnicas deben ser capaces
de diferenciar aislados bacterianos no relacionados, independientemente de
gue pertenezcan a la misma especie o taxon.

La disponibilidad de técnicas de identificacion bacteriana es bastante amplia.

L.as técnicas que ofrecen una resolucion mas especifica son las que emplean el

REFC e — S o g e e hmc—
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genoma o parte de genoma bacteriano como base para la identificacion (Olive y
Bean, 1999; Thompson ef al., 2001; Gurtler y Mayall, 2001; Belkum et al., 2001
Dvorska et al, 2001; Thompson et al, 2004a). Los fundamentos de estas
técnicas son variables: estudios de restriccion del ADN cromos6mico o
extracromosomico; analisis del numero de copias de determinadas secuencias
de insercidn o repetitivas a lo largo del cromosoma 6 la amplificacion arbitraria

de fragmentos genéticos; entre otras. La mayor ventaja de estos métodos

‘radica en la estabilidad de los marcadores genéticos utilizados y en la

disponibilidad de aplicarlos universalmente a distintos géneros y especies.

Actualmente, las técnicas mas importantes de tipificacion bacteriana son:
ribotipificacion, secuenciacion de operén rrn (55 rARN, 16S rARN, 23S rARN
y/o regiones intergenéticas), hibridacién ADN-ADN, hibridacién in situ por
fluorescencia (FISH), y técnicas basadas en PCR, como por ejemplo,
amplificacién de fragmentos polimorficos extensos (AFLP), amplificacion al azar
de polimorfismos (RAPD), amplificacion de fragmentos repetitivos
extragenéticos palindromicos (rep), fragmentos de restriccién polimorficos
(RFLP), junto con electroforesis de enzimas multilocus (MLEE) v tipificacion de
secuencias multilocus (MLSA) (tabla 3), tienden a producir informacion
necesaria sobre |a estructura de la poblacion de algunas especies de la familia

Vibrionaceae y también proveen los medios de identificacién de estos
organismos.
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Tabla 3.- Principales técnicas moleculares empleadas en la caracterizacién e identificacion de

procariontes,
Técnica Gen blanco Descripcién
Hibridacién Es la técnica estandar para la descripcién de nuevas especies,
ADN-ADN Toc §l génapra si embargo, es costosa y poco reproducible.
La secuencia del gen 165 es ampliamente usada para
Secuenciacion Gen 16S rARN determinar la posicion filogenética de nuevos taxa.
rARN Es considerada como la técnica estandar en los analisis
filogenéticos y en la delineacién de especies.
Hibridiza genes del operdn rARN como el 165, 238 55 o
Ribotipificacion Operén rARN  regiones intergenéticas con sondas especificas, realizando una
tipificacion del ribosoma.
Hibridacion in Hibridiza el gen 165 con sondas especificas y
situ por Gen 165 rARN  subsecuentemente se observan por microscopia
fluorescencia epifluorescente,
Genes.
conservados Detecta cambios puntuales en las secuencias de genes
MLSA como 165 "housekeeping”, ocurrencia y portabilidad de informacian.
rARN, gyr8B é Es una técnica facil de realizar y es altamente reproducible.
rpoD
S‘:nnsaesrva e Esta técnica amplifica por PCR genes conservados, de los
RELP R, cuales se obtiene un patrén de bandas empleando
ARN. quiB 6 endonucleasas.
oD  GY Esta técnica tiene un bajo poder discriminatorio
Amplifica por PCR fragmentos de ADN gendmico usando
iniciadores arbitrarios, Se ha demostrado que esta técnica es
RAPD 9RD 8 ganbmg mas discriminatoria que RFLP y pero menaos que AFLP y rep-
PCR. Es poco reproducible y de dificil estandarizacion.
Amplifica polimorfismos genéticos por PCR en el todo el
genoma, los cuales son visualizados en geles de poliacrilamida
AFLE Tado 6l genama como patrones de bandas.
Tiene alto grado de reproducibilidad y poder discriminatorio.
Amplifica fragmentos polimorficos en todo el genoma por PCR.
Existen cuatro juegos de iniciadores: REP, ERIC, BOX y
rep-PCR Todo el genoma (GTG)s.
Tiene alto poder discriminatorio y reproducibilidad.
Le Es sencilla de estandarizar y realizar.
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Hibridacion ADN-ADN. Esta técnica es considerada como la estandar para la

descripcion de especies procarioticas.

La técnica de hibridacién puede ser llevada acabo con ADN extraido de la
célula bacteriana o directamente sobre la célula fijada a una membrana. La
reasociacibn de ADN-ADN se puede monitorear por espectrofotometria;
midiendo la cinética de la hibridacién, o bien, empleando isétopos marcados

‘con elementos radioactivos (Kuninaga, 1996).

La astringencia de la reaccion esta determinada por la concentraciéon de sales y
formamida, por la temperatura y el porcentaje molar del contenido G+C de los
ADN’s empleados. La hibridacion es cominmente realizada bajo condiciones
estandarizadas que no son las necesariamente optimas para todos los ADN's
bacterianos. Por lo general, las condiciones éptimas para la hibridacion son
estandarizadas en cada laboratorio y para cada organismo. La curva optima de
la temperatura para la alineacion es amplia (alrededor de 5 °C). Como regla
general, la hibridacion requiere de una temperatura de 22 a 26 °C, por debajo
de la temperatura de élineacién. La temperatura de alineacion (T,,) es calculada

por la concentracién de sales y el indice base de ADN (Vandamme ef a/., 1996).

La taxonémia de vibrios esta basada en experimentos masivos de
homologacion de ADN. Diferentes grupos de especies fueron reconocidas sobre
la base de su similitud ADN-ADN y la secuenciacion del gen 165 rARN. Sin
embargo, especies de cada uno de estos grupos también tienen genotipos muy
similares. Gomez-Gil et al. (2003), demostraron que la secuencia del gen 165
rARN de V. rotiferianus es similar a V. campbellii (99.8 %) y V. harveyi (99.1 %),
sin embargo, también se ha demostrado que estas tres especies pueden ser
facilmente diferenciadas por otras técnicas de tipificacién como AFLP vy rep-
PCR (Gomez-Gil et al., 2004).




Estudio taxondmica de bacterias del género Vibrio aisladas de ostion 25

La técnica de hibridacion DNA-DNA es reconocida por muchos investigadores
como la mejor técnica de identificacién. Sin embargo, es costosa y poco
reproducible en diferentes laboratorios, debido principalmente a su laboriosidad.
Después de hibridacion DNA-DNA, técnicas como AFLP y rep-PCR, muestran
una mejor delineacion de especies bacterianas. Sin embargo, REP-PCR es
mucho mas facil de adaptar al laboratorio y el anélisis de grandes colecciones
es menos demandante que AFLP (Rademaker et a/., 2000).

~La alta correlacion observada entre estudios de hibridacion DNA-DNA vy analisis
de REP-PCR y AFLP sugieren que estos métodos de tipificacién gendmica
pueden funcionar como técnicas taxonémicas, independientemente del modelo
estadistico empleado (Rademaker et a/., 2000; Rademaker y De Bruijn, 1997).

Secuenciacion del operon rARN. Los complementos del operén rrn (55, 16S vy

23S rARN) y las regiones intergenéticas, son considerados como “cronémetros
moleculares” debido a que son genes altamente conservados, sin embargo,
también tienen regiones altamente variables que pueden discriminar especies
entre géneros (Stackebrandt y Rainey 1995; Dvorska et al., 2001), En las dos
ultimas decadas, estos “cronémetros moleculares” han reconstruido la filogenia
bacteriana, también han sido empleados como marcadores taxonémicos para la
identificacion bacteriana (Thompson et al., 2004a).

La secuenciacion de 16S rARN es comlnmente empleada en analisis
filogeneticos y usada en la identificacion de patégenos clinicos y ambientales,
La secuencia del gen 23S rARN es dos veces mas grande que la del gen 16S
rARN, y sin embargo, casi no es empleada, debido a que en muchos casos no
ofrece informacion filogenética mas detallada que la que ofrece la secuencia del
gen 165 rARN, y por otro lado, debido a que la secuencia del 16S rARN es mas
empleada, las bases de datos para comparar secuencias del 23S rARN es
mucho mas pequefia que la del 16S rARN (Rosell6-Mora y Amann, 2001).
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La region intergenética 16S-23S rADN puede ser empleada en la tipificacion de
aislados, estudios de evolucion y diversidad microbiana (Gurtler y Mayall, 2001).
La figura 2 muestra la estructura secundaria de la molecula 16S rARN de

Escherichia coll.

Los andlisis comparativos de la secuencia del gen 16S rARN son extensamente

usados para determinar la posicién filogenética en nuevos aislados. Cepas que

- muestran una similitud menor al 97 % en la secuencia del gen 16S rARN de los

taxa conocidos son considerados como una potencial nueva especie (Gevers et
al., 2001). Las regiones variables (entre 129 pb — 276 pb y 430 pb — 495 pb)
son particularmente empleadas para resolver variacién entre especies (Dvorska
et al., 2001).

MacDonell y Colwell (1985, en Thompson et al., 2004a), analizaron el 5S rARN
de la superfamilia | (Vibrionaceae y Enterobacteriaceae), concluyeron que V.
marinus, V. psychroerythrus y Aeromonas sp. no eran miembros autenticos de
Vibrionaceae y los colocaron dentro de otras familias. También propusieron la

creacion de dos nuevos géneros Listonella'y Shewanella.
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Ribotipificacion. La ribotipificacion consiste en cuatro pasos: (1) restriccion del

cromosoma bacteriano con endonucleasas, (2) electroforesis de los fragmentos
resultantes, (3) transferencia de los fragmentos a una membrana y (4)
hibridacion del gel con una sonda marcada complementaria a el gen 16S rARN
y/o 23S rARN (Thompson et al., 2004). Desde la descripcién de esta técnica se
han presentado muchas variantes, pero el principio general sigue siendo el
mismo. La técnica de marcaje de la sonda rARN puede variar, por ejemplo, se
.puede marcar sélo el 16S rARN o 23S rARN o ambos, con o sin regiones
intergenéticas, o emplear oligonucledtidos de rARN conservados (Vandamme et
al., 1996).

La ribotipificacién fue una de las primeras técnicas de tipificacion que fue usada
en la taxonomia de vibrios y esta fue empleada particularmente en el estudio de
V. cholerae (Thompson ef al., 2004).

Hibridacién in situ por fluorescencia. La aplicacion de |a tecnica de hibridacion in

situ por florescencia (FISH, por sus siglas en inglés) es inherente al cultivo
bacteriano, es decir, no es necesario hacer la purificacion de los aislados en
medios de cultivo selectivos. La extraccion de acidos nucleicos es seguida de la
fijacion de las células en papel filtro hibridizadas con sondas de oligonucledtidos
marcados fluorescentemente que hibridizan el gen 16S rARN, posteriormente
se realiza una visualizacion mediante microscopia de epifluorescencia
(Thompson et al., 2004a). Esta técnica provee eficientes resultados para la
deteccion, identificacion y cuantificacion de comunidades bacterianas de
diferehtes muestras, incluidas las del genero Vibrio (Hernandez-Zarate y Olmos-
Soto, 20086).

Hernandez-Zarate y Olmos-Soto (20086), aplicaron FISH para la identificacion de
la diversidad bacteriana de C. gigas, sus resultados mostraron una alta

diversidad bacteriana en C. gigas, con una mayor actividad de crecimiento en
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branquias que en las glandulas digestivas o en la génada. En el tejido branquial,
las bacterias Gram positivas y a-Proteobacteria representaron mas del 95% de
los grupos activos. Otros tejidos mostraron la presencia de grupos miembros de
a-, Y B-Proteobacterias, Pseudomonas sp. y Bacillus sp.

Técnicas Moleculares de Identificacion Basadas en PCR

Amplificacion al azar de polimorfismos en el ADN. La técnica de amplificacion al

azar de polimorfismos (RAPD, por sus siglas en ingles) en el ADN es muy
popular en la tipificacion de genomas muy similares y a demostrado su utilidad
en una gran variedad de organismos para diferentes aplicaciones (Brown,
2001). RAPD involucra la amplificacion por PCR de fragmentos de ADN

- geonomico empleando iniciadores arbitrarios de 8 o 10 bases, los cuales

hibridizan con suficiente afinidad a baja temperatura de alineacién (Olive y
Bean, 1999; Gortler y Mayall, 2001). Esta técnica a sido empleada en
tipificacion de V. alginolyticus, V. cholerae, V. parahaemolyticus y V. vulnificus
(Thompson et al., 2004a).

En comparacién con otras técnicas, RAPD demostré ser mas discriminatoria
que el analisis de fragmentos de restriccion polimérficos (RFLP, por sus siglas
en inglés) y la region intergenética 16S-23S rARN, pero menos discriminatoria
que rep-PCR. Por otro lado, la técnica RAPD carece de reproducibilidad y
estandarizacion. Los iniciadores no estan disefiados para un locus genético en
particular, por lo que muchas de las amplificaciones son el resultado de una
hibridacién imperfecta entre el iniciador y el sitio blanco. De tal manera que el
proceso de amplificacion se hace extremadamente sensible a ligeros cambios
en la temperatura de alineacion, lo cual puede ser la principal causa de
variabilidad en el patrén de bandas (Olive y Bean, 1999).

4 - - B I —
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Fragmentos de restriccién polimérficos (RFLP). El analisis de fragmentos de

restriccion polimarficos y el examen de los heterélogos puede ser aplicado en
alelos variables de genomas de mamiferos. Recientemente, se ha demostrado
que la restriccién enzimatica de cromosomas bacterianos provee de un metodo
| reproducible y sensible para la deteccion de pequefias variaciones en la
 secuencia del ADN y para diferenciaciéon de cepas bacterianas (Brown, 2001).
Esta técnica de diferenciacion se basa en la premisa de que el ADN de dos
~cepas bacterianas diferentes podrian tener secuencias de nucleotidos
diferentes, de tal manera que la restriccion con algunas enzimas, pueden
producir diferentes mezclas de fragmentos (Brown, 2001). Estos fragmentos
son separados en agarosa o en pequenos geles de poliacrilamida, con el objeto
de visualizar los patrones de bandas producto de la digestion empleando una

tincién con bromuro de etidio (Olive y Bean, 1999).

Urakawa et al. (1997), analizaron patrones de restriccion del 165 rARN de 35
especies de la familia Vibrionaceae, esta tecnica mostro ser util para la
clasificacion e identificacion de cepas de la familia Vibrionaceae. Un examen
detallado de los datos presentados por estos autores revela que todos los
grupos centrales de V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. proteolyticus, V.
harveyi, V. campbellii y V. vulnificus tienen el mismo patrén de bandas por lo
que son indistinguibles con este método. Es notable que la similitud entre estas
especies en la secuencia del 16S rARN es <96.5 %, lo demuestra claramente el
bajo poder discriminatorio de esta técnica (Thompson et al., 2004a).

Electroforesis de multiples loci de enzimas y analisis mediante secuencias de

multiples loci. La electroforesis de enzimas multilocus (MLEE, por sus siglas en
ingles) fue la primer técnica aplicada a la sistematica bacteriana en los 80's y
fue la técnica estandar para los estudios de poblaciones genéticas e
identificacion (Thompson et al., 2004a).
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La técnica de tipificacion mediante secuencias de multilocus (MLSA, por sus
siglas en ingles) es una variacion de MLEE, la cual es una poderosa
~ herramienta en epidemiologia. Ambas tecnicas indexan la variacion en los
genes “housekeeping”. MLSA asigna alelos directamente de las secuencias de
los nucleétidos, mientras que MLEE compara la movilidad electroforetica de las
enzimas codificadas por estos genes. Es obvia la ventaja que MLSA tiene sobre
MLEE, por ejemplo: alto poder discriminatorio por que detecta cambios
puntuales y no puntuales en los genes “housekeeping’, ocurrencia y
portabilidad de la informacién, facil de realizar y reproducibilidad (Thompson et
al., 2004a).

Beltran et al. (1999) realizaron un analisis mediante MLEE de 397 cepas de V.
cholerae aisladas en México y Guatemala, sus resultados suguieren que la
transferencia horizontal y la recombinacion son procesos importantes en la
evolucién de los complejos clonales que pueden persistir por décadas. Una alta
diversidad genética, evaluada por MLEE de 15 loci de enzimas, fue observada
entre 107 aislados diversos de V. cholerae. Estos aislados mostraron 99
patrones electroforéticos distintos y un gran nimero de alélos (2 a 7) por locus,
pero no se observaron agrupaciones significantes entre serogrupos, biotipo o

pais de aislamiento.

Thompson y Swings (2006), mencionan que la imagen filogenética obtenida por
‘el estandar de oro” (secuenciacién de gen 16S rARN) a confirmado y redefinido
cronémetros evolutivos adicionales. Por ejemplo, el arbol filogenetico basado en
la unién de las secuencias de los genes 16S rARN vy los genes “"housekeeping’
oA, recA y pyrH con un total de 3,324 nucledtidos, corroboran la creacion de
tres nuevas familias de vibrios. Los diferentes grupos de especies que forman
con V. harveyi y con V. splendidus se distinguen en el arbol filogenético

producido por 165 rARN que también se distinguen en la familia Vibrionaceae.
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También se observa que las especies que forman el grupo de especies de V.
fischeri se posicionan en los contornos de la familia Vibrionaceae. Los autores
concluyen que MLSA realizado con los genes rpoA, recA y pyrH, proveen
informacion suficiente para la demarcacion de vibrios. Este tipo de informacion
ofrece facil accesibilidad, confiabilidad y una alternativa practica al "estandar de
oro” (hibridacion ADN-ADN y secuenciacion del gen 165 rARN) que puede ser
aplicada a la taxonomia actual de vibrios.

Polimorfismos de la longitud de fragmentos amplificados. La técnica

polimorfismos de la longitud de fragmentos amplificados (AFLP, por sus siglas
en inglés) consiste en tres pasos: (1) digestion total del ADN geonomico con
dos enzimas de restriccion y la subsiguiente ligacion de adaptadores
especificos a los fragmentos de restriccion, (2) amplificacion selectiva de estos
fragmentos con dos iniciadores de PCR que corresponden a las secuencias del
sitio restringido y del adaptador como su sitio blanco, y (3) la separacion por
electroforesis de los productos de PCR en geles de poliacrilamida con deteccion
selectiva de fragmentos que contienen iniciadores marcados fluorescentemente
y el posterior analisis numeérico del patron de bandas empleando programas de
computo (Savelkoul et al., 1999; Thompson y Swings, 2006).

La técnica AFLP ha sido empleada en el estudio de vibrios: V. cholerae
(Thompson et al., 2004a), V. campbellii, V. harveyi, V. rotiferianus (Gomez-Gil et
al., 2004), V. halioticoli (Sawabe et al., 2002). Thompson et al. (2001),
analizaron 506 cepas de vibrios, incluyendo casi todas las especies de |a familia
Vibrionaceae (excepto: V. lentus y V. cyclitrophicus). El patron de bandas
producido por AFLP produjo 102 + 24 bandas, ya la reproducibilidad media de
estos patrones fue 91 £ 3 %. Este estudio culmino con la descripcion de varias

nuevas especies de vibrios.
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Rademaker et al. (2000), compararon AFLP y rep-PCR contra hibridacion ADN-
ADN, empleando como modelo de estudio a bacterias del genero
Xanthomonas, los autores observaron una alta correlacion de Person entre los
estudios de homologia de ADN con rep-PCR (= 0.77; P= 0.001; n= 732) y
AFLP (r= 0.83; P= 0.001; n= 322) y siguieren que estas técnicas de tipificacion
pueden ser empledas en analisis de taxonomia polifasica, sin importar que
modelo estadistico se utilice, debido a que reflejan el genotipo, filogenia y la
. relacion taxonémica de Xanthomonas.

i Los analisis por AFLP se han establecido como una técnica de genotipificacion
con un alto grado de reproducibilidad y poder discriminatorio. Pero esta técnica
requiere de reactivos y protocolos estandarizados, asi como, de colecciones y
bases de datos de cepas internacionales para una mejor interpretacion de los
resultados (Savelkoul et al., 1999).

Amplificacién _de fragmentos repetitivos palindromos. El fundamento de las

técnicas moleculares que analizan polimorfismos genéticos en bacterias es el
analisis del numero cie copias de insercion o repetidas a lo largo del cromosoma
(rep-PCR, por sus siglas en ingles), existen cuatro juegos de iniciadores BOX,
ERIC, REP y (GTG)s (Versalovic ef al., 1991, Versalovic et al., 1994)

Los elementos REP son secuencias de 38 pb que consisten en seis posiciones
degeneradas y una variable “loop” de 5 pb a cada lado de una region
palindroma conservada (Stern et al., 1984; en Olive y Bean, 1999). Las
secuencias REP han sido descritas para diversas bacterias. La naturaleza
palindroma de los elementos REP y su habilidad para formar estructuras “stem-
loop” tienen la funcién de realizar multiples funciones altamente conservadas
(Gilson et al., 1984; en Olive y Bean, 1999).
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El patron de bandas generado por rep-PCR a partir de ADN bacteriano permite
diferenciar a nivel especie, subespecie y cepa. Esta técnica es rapida de
realizar y reproducible en el laboratorio, ademas de que puede ser aplicable a
un gran numero de aislados o a pocos aislados. Esta técnica es considerada
como una de las que tienen mayor poder discriminatorio, anteponiéndose a
otros métodos de tipificacién como electroforesis de enzimas multilocus,
caracterizaciones bioquimicas o ribotipificacion, entre otras. Finalmente,
“muchos estudios han mostrado que rep-PCR tiene una buena correlacion con
los resultados por PFGE (Olive y Bean, 1999).

Secuencias pequefas de nucledtidos pueden representar altas frecuencias
- repetitivas en la secuencia completa de genomas de procariontes (Versalovic et
al.,, 1994). Secuencias repetidas de trinucledtidos pueden representar largos
elementos con lo cual también se encuentran altamente repetidas en el genoma
bacteriano (Versalovic et al.,, 1994). Doll ef al. (1993), demostraron que el
politrinucledtido (GTG)s se encuentra altamente repetido en el cromosoma
bacteriano de E. coli y Salmonella typhimurium en comparacion a otros
trinucledtidos como (GCC)s. Ademas, los autores mencionan que (GTG)ses una
herramienta poderosa y ampliamente aplicable en investigaciones

epidemiologicas, de estructura clonal y en poblaciones bacterianas.

~ Versalovic et al. (1994), decidieron probar el trinucledtido (GTG)s en un estudio
de tipificacién gendémica de bacterias usando rep-PCR. Los autores
demostraron que esta herramienta puede estimar el grado de similitud entre
aislados y elucidar si los aislados tienen una relacion clonal. El protocolo
general para el empleo de esta tecnologia para estudios de identificacion y
clasificacion de bacterias o para estudios de epidemiologia molecular de
patdégenos de humanos o plantas esta descrito por Rademaker y De Bruijn en la

siguiente direccién web http://www.msu.edu/user/debruijn/dnal-4.htm.
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Rademaker et al. (2000), compararon AFLP y rep-PCR con estudios de
homologia de ADN-ADN empleando a Xanthomonas como modelo de estudio.
Los autores concluyeron que rep-PCR y AFLP reflejan el genotipo, |a filogenia y
la relacion taxonémica de los organismos, y proponen el empleo de esta técnica
como una medio rapido de determinacién de diversidad taxondmica y estructura

filogenética, especialmente si se trata colecciones de microorganismos grandes.

‘Wong y Lin (2001), disefiaron y evaluaron tres métodos de tipificacion para V.
parahaemolyticus basados en PCR usando iniciadores sobre la base de
secuencias conservadas de regiones espaciadores del ribosoma (RS, por sus
siglas en inglés), REP y ERIC. Los resultados de estudio demostraron que la
capacidad discriminativa de estas tres técnicas es muy cercana. Sin embargo,
REP-PCR mostré patrones de bandas mas reproducibles a los producidos por
ERIC-PCR, mientras que RS-PCR, tiene una menor capacidad discriminativa
que las anteriores, debido a que produjo pocos patrones de bandas.

Gomez-Gil et al. (2004), identificaron aislados relacionados a V. harveyi
asociados con organismos acuaticos enfermos empleando (GTG)s-PCR y otras
técnicas de tipificacion molecular, los autores reportaron que la correlacion de
hibridacion ADN-ADN entre los patrones de bandas generados por FAFLP y
(GTG)s-PCR fueron por encima de 0.68 y estadisticamente significante, y
recomiendan como el mejor método para identificar estas especies a rep-PCR
(preferentemente (GTG)s-PCR) o FAFLP.

Gomez-Gil et al. (2006, en prensa), realizaron un trabajo de tipificacion de
vibrios presentes en pargos juveniles cultivados en jaulas flotantes y silvestres
de cuatro regiones localizadas en el noroeste mexicano. El analisis se realizo
empleando rep-PCR con el iniciador (GTG)s, y secuenciacion parcial del gen

16S rARN. Los autores reconocieron la presencia de 12 especies de vibrios y

T —
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cuatro especies potenciales nuevas de vibrios por (GTG)s-PCR y secuenciacion
del 16S rARN, también identificaron 2 especies de Photobacterium.

Vibrios Asociados a C. gigas

A mediados de 1900, las publicaciones de MacArthur y Hutchinson incitaron el
campo de la ecologia en una intensa blsqueda y debate sobre el significado de
la biodiversidad. Estos y otros trabajos afirmaron que la biodiversidad es una
.medida importante para los procesos ecoldgicos, tales como: particion de
recursos, competencia, sucesion y productividad comunitaria, y asi como
también un indicador de la estabilidad de la comunidad (Morris, et al., 2002).

Colwell, en los 70°s realizé los primeros intentos en establecer una taxonomia
polifasica de bacterias del género Vibrio aislado de ambientes naturales,
empleando datos de genética molecular y distribucion ecologica, los resultados
de su estudio mostraron que la taxonomia numeérica empleada provee una
medida de similitud fenotipica en un nivel intra e inter especifico del género
Vibrio (Colwell, 1970).

De los primeros trabajos de biodiversidad de bacterias en ostion se destacan
los realizados por Colwell y Liston a finales de los afios 50°s, donde el propdsito
de su estudio fue evaluar la composicion bacteriana de C. gigas cultivado en la
bahia de Washington bajo condiciones controladas. El estudio de identificacion
se realiz6 empleando técnicas de tipificacién bioquimicas y fenotipicas. Los
resultados de este estudio mostraron la presencia de Pseudomonas/Vibrio (en
mayor cantidad), Achromobacter, Flavobacterium, Micrococus, Bacillus, entre
otros grupos (Colwell y Liston, 1959).

Vasconcelos y Lee (1971), realizaron experimentos para conocer la flora

bacteriana de la parte externa de C. gigas después de una exposicién a luz UV,

e e
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las técnicas empleadas de tipificacion fueron pruebas fenotipicas y bioquimicas,
los resultados de sus trabajos muestran la presencia de
Flavobacterium/Cytophaga, Vibrio/Pseudomonas tipo I, Pseudomonas tipo Ill o
|V, Acinetobacter/Moraxella, cocos y bacilos Gram positivos.

Hernandez-Zarate y Olmos-Soto (2006), realizaron una identificacion de la
diversidad bacteriana en C. gigas cultivado en la bahia de Todos Santos,
. México empleando hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) y PCR, utilizando
sondas especificas para el den 16S rADN/rARN para géneros y grupos
especificas. Los autores confirmaron la presencia de bacterias miembros de
grupos a- y B- Proteobacterias, Pseudomonas sp. y Bacillus sp.

Son muy pocos los trabajos que se han realizado para conocer |a biodiversidad
bacteriana en C. gigas, y casi todos los trabajos s6lo se enfocan en la
identificacién a nivel de género. Esto por la poca resolucion que ofrecen las
técnicas de tipificacion fenotipica y/o bioquimica y ademas, por la cercana

relacion de muchas de las especies bacterianas (Colwell, 1970).

Areas de Estudio

Noroeste Mexicano

En México, C. gigas se introdujo en 1973 en la bahia de San Quintin, Baja
California, como resultado del plan de creacion de los distritos de acuacultura
promovidos por la Direccion de Acuacultura del Departamento de Pesca. En los
70’s, el cultivo de ostion se ampli6 de manera importante en el noroeste del
pais, realizandose su cultivo en bahias y lagunas costeras de los estados de
Baja California, Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit (Bautista, 1989) y
actualmente se estan realizando esfuerzos por cultivario en Barra de Navidad,

Jalisco (Gallo et al., 2001). Los métodos de cultivo empleados son de fondo y
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suspension, segun las caracteristicas de cada una de las lagunas o bahias

donde se practique dicha actividad.

Las expectativas de crecimiento de esta actividad, aunque promisorias, se han
visto afectadas por la desorganizacion del sector, el cierre de las exportaciones
del producto a mercados extranjeros debido a multiples problemas de caracter
administrativo, comercial, sanitario y recientemente a la presencia de

‘mortalidades masivas (Caceres-Martinez, 2003).

En 1997, se empezaron a detectar alarmantes episodios de mortalidad masiva
de ostién, incluyendo semilla, juveniles y adultos en los estados de Sonora y
Baja California Sur, haciéndose patente la alarma del sector. En 1998, se
realizaron tres reuniones de trabajo entre productores, autoridades acuicolas y
académicos para tratar de determinar las causas de estas mortalidades, como
resultado de estas reuniones se determiné que entre las posibles causas
asociadas con estas mortalidades estaban: el aumento de la temperatura y
condiciones ambientales propiciadas por el fenémeno del Nifio en 1997 y 1998,
presencia de toxinas producidas por microalgas u otros organismos marinos,
contaminacion, cantidad y calidad de alimento disponible, patégenos o la
sinergia producida por la interaccion de dos o mas de los factores antes

mencionados (Caceres-Martinez, 2003).

En la actualidad son muy pocos los trabajos que se han realizado para elucidar
la causa de las mortalidades. Vazquez-Yeomans et al. (2004a) realizaron un
analisis de microscopia electronica en las branquias de ostiones enfermos, los
autores encontraron la presencia de bacterias tipo bacilos y de un virus
parecido al herpes. Con base en estos resultados, Vazquez-Yeomans et al
(2004b), realizaron un trabajo posterior, en el cual su objetivo fue aislar e
identificar bacterias del tejido branquial de C. gigas, colectados durante un
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episodio de mortalidad en Bahia Falsa, Baja California, los autores solo
pudieron aislar tres colonias bacterianas de los ostiones estudiados, de las

cuales solo lograron identificar dos aislados como pertenecientes al género
| Aeromonas, empleando técnicas de identificacién fisiolégica y bioquimica. El

tercero de los aislados no pudo ser identificado debido a su lento crecimiento.

El agente causal de las mortalidades en ostién aln es desconocido, aunque la
- mayoria de los estudios enfocados a determinar la causa de estas mortalidades
refieren a las bacterias como los posibles agentes causales. Entre las
principales enfermedades accionadas por bacterias en C. gigas destacan la
vibriosis y nocordiosis (Colwell y Liston, 1959, Lacoste et al., 2000, Bower et al.,
1994).

Recientemente, se realizé una trabajo para conocer la diversidad bacteriana de
C. gigas cultivado en |la bahia de Todos Santos, México, empleando FISH vy
PCR, en que se reporta como parte de la flora bacteriana de C. gigas a a-, y -
Proteobacterias, Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (Hernandez-Zarate y Olmos-
Soto, 2006). Los resultados de este trabajo confirman la precedencia de grupos
cuyos miembros pueden ser patégenos importantes tanto para el recurso como
para el consumidor,

Delta del Ebro, Catalufia, Espafa

En Europa, C. gigas fue introducido en los parques de cultivo franceses, como
especie sustitutiva y alternativa para la supervivencia del sector ostricola, en
primer lugar como sustitucion de Crassosifrea angulata y ante el deterioro del
cultivo y mortalidades sucesivas de la ostra plana.

En Espafia, la importacién de semilla para su posterior engorde, se da en la

década de los 70°s, concentrandose particularmente en Galicia, con todos los
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problemas que esto conlleva: introduccion de fauna asociada, patégenos, entre
otras. En la década de los 80's se empezo la produccion de semilla espafiola,
sin embargo, esta produccién no abastece la demanda, dandose, una
importacion de semilla incontrolada principalmente de otros paises Europeos
(Polanco y Corral, 2002a).

Actualmente Catalufia es una las principales provincias espafolas productoras
de moluscos bivalvos, siendo la region del Delta del Ebro la zona de cultivo de
“mayor producciéon (Polanco y Corral, 2002a).

El rio Ebro es un rio espafiol que forma un delta en su desembocadura al sur de
Catalufia en mar mediterraneo, su superficie territorial es de aproximadamente
350 km?, formando en la desembocadura dos hemideltas, y en cada una de
ellas hay una bahia: Fangar al norte y Els Alfacs al sur. Ambas bahias son
moderadamente eutroficas y, aungue aledanas, presentan diferencias
importantes en extension y profundidad (Montilla et al., 1993).

El Delta del Ebro esta rodeado por un area bastante poblada, principalmente en
verano y sus aguas son usadas para recreacion, En Alfacs la temperatura varia
~anualmente de 7 a 31 °C y la salinidad de 16 a 38 %. y en Fangar la
temperatura a lo largo del afio va de 6 a 30 °C y la salinidad de 21 a 38 %o,
finalmente, el pH de las aguas del delta es moderadamente alcalino. Estos
factores fisicoquimicos son adecuados para el desarrollo de bacterias del
género Vibrio (Montilla et al., 1993, Montilla ef al., 1994). Por otro lado, las
actividades humanas como la agricultura resultan en una disponibilidad de
nutrientes organicos que permiten el crecimiento de microorganismos
heterotrofos.

En el Delta del Ebro, la acuicultura y el marisqueo de bivalvos son de las
actividades econémicas de mayor importancia. Entre las especies explotadas
se encuentran el mejillon (Mytilus galloprovincialis), la almeja (Ruditapes
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deccussatus y Ruditapes phillipinarum) y el ostion (C. gigas), realizandose en
cultivo de engorde de este ultimo en suspension utilizando bateas fijas al fondo,
de las cuales se cuelgas las sartas que tiene una longitud de aproximadamente
4 metros.

Como se menciond anteriormente, el ecosistema del Delta del Ebro favorece la
presencia y crecimiento de vibrios y son innegables los riesgos para la salud

publica y para el desarrollo de dicha actividad en la zona (Montilla et al., 1993).

La informacion sobre la presencia de vibrios asociados a bivalvos en esta
region es escueta y solamente se encontraron dos estudios realizados por
Montilla et al., (1993, 1994) en los cuales los autores muestrearon las bahias de
Alfacs y Fangar a lo largo de un afio, identificando, cuando se pudo, los
aislados bacterianos de vibrios a nivel de especie, la identificacion en este
estudio se realizé empleando técnicas fisiolégicas, bioguimicas y moleculares
(marcadores proteicos). Los resultados de ambos trabajos mostraron que se
aislaron vibrios mas frecuentemente en primavera, verano y otofio que en
invierno. De 380 aislados, 310 fueron identificados como vibrios de los cuales
solo 14 no fueron identificados a especie. Los datos de este estudio indicaron
una mayor presencia de bacterias en Alfacs que en Fangar debido
posiblemente a la menor tasa de recambio del agua. Sin embargo, no se
encontré ningtn trabajo que reportara casos de mortalidad masiva en esta zona
de cultivo, como ha sucedido en los ultimos afios en otras partes del mundo
donde se cultiva C. gigas.

Legislacién y situacion actual

La naturaleza biolégica del ostién y los habitos de consumo de este molusco,

hacen de este alimento un vehiculo importante en la transmision de



Estudio taxondmico de bacterias del género V. ibrio aisladas de ostion 432

enfermedades de origen microbiano, principalmente por bacterias Vibrio. Esto
ha obligado a que las agencias encargadas de la vigilancia del manejo y
procesamiento de los alimentos tomen medidas que exijan el cumplimiento de
programas de inocuidad alimentaria para que se les permita su comercializacion

a nivel local, nacional e internacional (Cabanillas, 2005).

En México. La Secretaria de Salud ejerce el control sanitario de los moluscos
'bivalvc:s con fundamento en el articulo 39 de la ley Organica de la
Administracion Publica articulos 3, 14, 15, 16, 17 y 19 de la Ley Federal de
Procedimientos Administrativos; los articulos 3°, apartado A, 21, 18 194 de la
Ley General de Salud en materia de Control Sanitario de Actividades,
Establecimientos, Productos y Servicios. Articulos 22 fraccion Ill del
Reglamento Interior de la Secretaria de Salud y la Norma Oficial Mexicana
NOM-031-SSA1-1993, NOM-032-S5A1-1992, NOM-0129-SSA1-1995, NOM-
128-SSA1-1994, NOM-127-SSA1-1994 y NOM-120-SSA1-194; asi como las
Bases de Coordinacion firmados en cada Estado participante y al Memoarandum
de Entendimiento SSA-FDA el cual le confiere el marco legal al Programa
Mexicano de Sanidad de Moluscos Bivalvos (PMSMB) (SSA, 1999 en
Cabanillas, 2005).

Los aspectos mas importantes de la legislacion mexicana en en cuanto a las
especificaciones microbiolégicas se encuentran en la Norma Oficial Mexicana
NOM-031-SSA1-1993, Bienes y Servicios. Productos de la Pesca. Moluscos
Bivalvos Frescos-Refrigerados y Congeladas.

Especificaciones Limite Méximo
Mesofilicos aerobios 500 000 UFClgr
Coliformes fecales 230 NMP/100 gr en carne
Salmonella sp. en 25ar Ausente

Vibrio cholerae toxigénico en 50 gr Ausente
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E| area de de cultivo debe cumplir con las siguientes especificaciones
microbiologicas (limites maximos): bacterias coliformes totales, la mediana de
coliformes totales o del promedio geométrico del NMP de las muestras de agua,
no debe exceder de 700 NMP/100 ml, muestras que para, bacterias coliformes
fecales no debe de exceder de 88 NMP/100 ml.

Las areas que rebasen los limites maximos seran consideras como areas no

aptas para el desarrollo del cultivo de moluscos bivalvos.

A principios del 2001, la FDA establecio un ultimatum a la SSA en México para
que cumpliera con una serie de compromisos necesarios para darle continuidad
a las exprotaciones de moluscos bivalvos, con el entendido de que al no
cumplirse antes del 17 de Febrero, el programa de envios se veria interrumpido
tajantemente (FIS, 2001a en Cabanillas, 2005). Dado que no se dio
cumplimiento al Memorandum de entendimiento con la FDA, el primero de
Marzo del 2001, se cerrd la frontera norteamericana para las exportaciones
mexicanas. Aunque el cierre no se debid a la calidad sanitaria de las aguas, los
productos o precesos, sino a las ausencias estrictamente administrativas del
Gobierno Federal Mexicano, en particular de la Secretaria de Salud y la
Subsecretaria de Pesca (FIS, 2001b en Cabanillas, 2005). Sin embargo, para el
2002 se cumplio con los requisitos demandados por la FDA y las exportaciones
se reanudaron a partir de ese afio (Cabanillas, 2005).

En Espana. El Diario Oficial de la Unién Europea menciona sobre la inocuidad
de moluscos bivalbos en el Reglamento (CE) n® 2073/2005 de la Comision, de
15 de Noviembre de 2005, relativo a los criterios microbiélogicos aplicables a
los productos alimenticios. En el inciso 2 del reglamento 852/2004 del
Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de 2004, relativo a la higiene
de los productos alimenticios, consideran que “Los productos alimenticios no

deben contener microorganismos ni sus toxinas o metabolitos en cantidades
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que supongan un riesgo inaceptable para la salud humana". El inciso 9 del
mismo reglamento menciona que el Comité cientifico de medidas veterinarias
relacionadas con la salud plblica (SCVPH, por sus siglas en inglés) emitié un
dictamen el 23 de Septiembre de 1999 sobre la evaluacién de los criterios
microbilogicos para los productos alimenticios de origen animal destinados al
consumo humano. El comité recomienda que los criterios microbiolégicos sean
pertinentes y eficaces en la que se refiere a la salud de los consumidores. En el
inciso 11, el SCVPH adopté un dictamen sobre Vibrio vulnificus y Vibrio
parahaemolyticus los dias 19 y 20 de Septiembre de 2001. El comité afirmaba
~ que las pruebas cientificas disponibles no apoyan el establecimiento de criterios
‘especificos para los patégenos Vibrio vulnificus y Vibrio parahaemolyticus en el
pescado y el marisco. Recomedaba, sin embargo, que se establecieran los
codigos de practicas para garantizar la aplicacion de buenas practicas de
higiene. En el inciso 27, el comité menciona que “cuando los métodos analiticos
estén suficientemente desarrollados, deberan establecerse criterios para los
virus patégenos en los moluscos bivalvos vivos. Asimismo, es preciso elaboraar
métodos fiables para otros riesgos microbianos, como el Vibrio vulnificus y
Vibrio parahaemolyticus.
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METODOLOGIA

Obtencién de los Aislados Bacterianos

Recuperacién de los Aislados Bacterianos del Noroeste Mexicano

Las cepas aisladas de C. gigas cultivado en el noroeste de México (Fig. 3), las
. cepas de referencia, asl como, las cepas tipo para el género Vibrio (ver anexo
1), fueron proporcionadas por la Coleccion de Microorganismos de Importancia
Acuatica (CAIM, www.ciad.mx/caim) del Centro de Investigacion en

Alimentacién y Desarrollo, Unidad Mazatlan, México.

Se realizaron tres muestreos en diversas granjas de produccién de ostién C.
gigas localizadas en noroeste mexicano durante los meses de: Noviembre del
2003, Febrero del 2004 y Septiembre del 2004. La metodologia para la
obtencion de aislados bacterianos se encuentra descrita en el trabajo de
Cabanillas (2005). En el mismo trabajo se menciona, que durante los muestreos
se tomaron datos de temperatura y salinidad de las zonas de muestreo
seleccionadas. Se menciona tambien que debido a que las condiciones
ambientales de los meses de Noviembre 2003 y Septiembre de 2004 se
registraron como el mismo dato, estan registradas como de verano (tabla 4),
mientras que las condiciones ambientales del mes de Febrero del 2004 como
invierno (Cabanillas, 2005).

Todas las cepas aisladas de C. gigas cultivado en el noroeste mexicano,
incluyendo las cepas tipo y de referencia, fueron recuperadas a partir de
crioviales congelados (REVCO Scientific Inc. USA) a -70 ° C, sembrandose en
caldo trypticasa de soya (TSB, Bioxon, México) con 2 % de cloruro de sodio
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~ (NaCl) (Fermont, México) e incubadas (VWR scientific, EUA) a 30 °C durante 24

horas con agitacion (IKA-VIBRAX-VXR, Cincinnati, EUA).

Tabla 4.- Sitios de muestreo de ostién en el noroeste mexicano (modificada de Cabanillas,

2005)
Clave* Munlciplu Granja/Empresa :eh;;?:;;:; Tempﬂagatura Sali;::dad
‘ Var, Inv. Ver. Inv.
on g [oeacman | mamen | o | o | o] o
SONI Huatabampo g%fig‘:a;ii =l 1%%:‘%&;?;:% 30 13 35 35
om |gnese | srevons | aweman | | |0 | o
SONIIl | Caborca g%g}upﬁlrgaema 13105,5 il M e - ol I
o {zoe [comtmase | stgvamn [ | s ||
BCI San Quintin 'ﬁgrngri""s ik ﬁ%:%g%%%:.’dv 1 S B
BCII Ensenada g’f’wz“' Sl 19:&: gi%%'{jv 2R A R
BCS | Mulegé St 12125,,2021311135':,’\, 24 | 18 | 32 | af

* Clave para la identificacion de cada granja o empresa ostricola. Ver, Verano; Inv, Invierno
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Figura 3 - Zonas de estudio en el noroeste mexicano. En cada imagen se menciona el municioio
y entre paréntesis el nombre que se asigno a cada zona (imagenes tomadas de Google Earth)

Muestreo en el Delta del Ebro

La otra fraccion de cepas fue aislada de C gigas cultivado en las bahias Alfacs
y Fangar en el Delta del Ebro, provincia de Tarragona, Catalufia. Espana (-
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La bahfa Alfacs (Fig. 5) se muestre6 el 20 de Septiembre del 2005 y la bahia de
Fangar el 4 de Octubre del mismo ano, ver tabla 5. Durante los muestreos se
registraron la temperatura y salinidad en cada zona de muestreo.

Tabla 5.- Sitios de muestreo de ostién en el Delta del Ebro.

Clave* | Bahia | Provincia Ubicacién Temperatura | Salinidad
geografica °c Yoa

ALF Alfacs | Tarragona 40°87'3.41 N 22.4 32
0°38'0.99"E :

40°46'22,12"N

FAN Fangar | Tarragona 0°44'35 23'E

216 33

* Clave para la identificacion.

Se seleccionaron dos puntos de muestreo a lo largo de la “bater/a” de bateas,
procurando obtener organismos de los extremos de la “hateria” de bateas de las
cuales se seleccionaron dos sartas de ostiones, de las que se obtuvieron 15
ostiones de superficie y 15 de fondo. Posteriormente, los ostiones fueron
colocados en hieleras de plastico conteniendo placas de hielo para mantener
una temperatura de 4 °C, donde fueron transportados al laboratorio de patologia
del centro de acuicultura, del Instituto de Investigacion y Tecnologia
Agroalimentaria (IRTA, por sus siglas en catalan).
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" Delta del Ebro

Figura 4.- Zonas de estudio en el delta del Ebro, entre parentesis se menciona el nombre que
se le asigno a cada zona (imagen tomada de Google Earth)

Figura 5.- Vista panoramica de la "bateria’ de bateas ostricolas ubicadas en la bahia de Alfacs,
delta del rio Ebro, Cataluna, Espana
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Obtencién de Aislados de C. gigas Cultivado en el Delta del Ebro

El mismo dia de la colecta se procesaron los ostiones para obtener los aislados
bacterianos. Se hicieron grupos de 15 ostiones de cada punto de muestreo
formados por tres grupos de cinco individuos cada uno (figura 6).

Los ostiones fueron limpiados externamente (concha) y fueron colocados en las
mismas hieleras de transporte a 4 °C, posteriormente, se abrieron con un
- cuchillo previamente esterilizado con flama, y se extrajo la pulpa y el liquido
intervalvar de cada grupo de cinco ostiones. La pulpa vy el liquido intervalvar de
cada grupo de ostiones fueron colocados en un matraz para ser macerados. El
matraz y el macerador de tejidos (Ultra-Turrax T25basic IKA™-WERKE) usado
fue esterilizado previamente en cada macerado con etanol 70% y flama.
Posteriormente, se sembraron directamente 100 pl del macerado en agar
tiosulfato-citrato-bilis-sacarosa (TCBS, Scharlau Microbiology), seguido de una
dilucién 1:10 en solucion salina estéril al 2 % de cada grupo de ostiones; de la
cual se tomaron 100 pl que se sembraron en agar TCBS, todas las placas de
agar fueron incubadas (WTW-TS606H-i) a 30 °C durante 24 horas.

Transcurrido este periodo, se seleccionaron 20 colonias verdes y amarillas al
azar de cada caja; incluyendo las de las diluciones. Cuando crecieron menos de
10 colonias en la dilucion se tomaron todas las colonias para obtencion de los
aislados y cuando la obtencion de colonias en la dilucién fue mayor a 10
colonias, la seleccion de los aislados bacterianos fue a partir de la siembra
directa y de la dilucion.

Para la seleccion al azar de las colonias, cada placa se colocé sobre un
contador de colonias cuadriculado (UL Instruments, Colony Counter) y con la
ayuda de una tabla de nUmeros al azar, se seleccionaron 20 colonias: 10
colonias de provenientes de la siembra directa y 10 colonias de la dilucion

respectiva. En total, se seleccionaron 240 colonias por cada zona de muestreo.
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Figura 6. Diagrama de muestreo en el Delta del Ebro. A y B, son los puntos de muestreoc a lo
largo de toda la "bateria” de bateas ostricolas.
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Purificacién y Criopreservacion de los Aislados

La purificacién de las colonias seleccionadas se realizd re-sembrando cada una

de las colonias en agar TCBS e incubandose a 30 °C durante 48 horas,
Posteriormente se analizo la pureza y uniformidad de las colonias con ayuda de

un microscopio estereoscopio (SMZ800, Nikon), re-sembrando nuevamente los

aislados potencialmente puros en agar TCBS e incubandose a 30 °C durante 24
horas, con el objeto de confirmar su pureza.

Los aislados fueron criopreservados, inoculando crioviales (Simport)
conteniendo cuentas de vidrio, medio de cultivo caldo trypticasa de soya (TSB,
Scharlau Microbiology), glicerol (Panreac) al 15 % y NaCl al 2%. Una vez
inoculados los crioviales, éstos se agitaron en vortex (VWR Internacional)
durante 20 segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante 10
minutos, posteriormente les fue retirado el medio de cultivo a los crioviales con
la ayuda de una pipeta Pasteur estéril. Los crioviales se almacenaron (Ing.
Climas, mod. GT 3782/80) a -80 °C.

Todos las cepas obtenidas en el delta del Ebro fueron enviadas via aérea al
laboratorio de bacteriologia del CIAD, unidad Mazatlan, Mexico, donde se re-
analizé su pureza y posteriormente se ingresaron a la coleccion CAIM. El envio
de las cepas se realizd en tubos de Eppendorf con agar TSA al 2 % NaCl y

aceite mineral estéril.

La informacién completa de cada uno de los aislados obtenidos en el Delta del

Ebro se encuentra en el anexo 2.
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Caracterizacion Genomica de los Aislados Bacterianos

Caracterizacion por rep-PCR

La técnica y algunos de los reactivos usados para la extraccion y cuantificacion
de ADN fue la misma que se empleé en ambos |aboratorios
(Bacteriologia/CIAD-Unidad Mazatlan y Patologia/IRTA Unidad Acuicultura), sin
embargo, el equipo vari6 en algunos casos. Las técnicas moleculares
" posteriores fueron realizadas en el laboratorio de Bacteriologia/CIAD-Unidad
Mazatlan

Extraccion de ADN

Cada aislado se sembro en TSB (Meéxico; Bioxon, México. Espafa; Sharlau
Microbiology) al 2 % NaCl (México; Fermont, Mexico. Espafia; Panreac)
incubandose a 30 °C durante 24 horas. Posteriormente se extrajo 1.5 ml del
cultivo bacteriano y se depositd en un tubo Eppendorf (Eppendorf), el cual se
centrifugd (México; Heraeus, Biofuge Primo R, Germany. Espaia; Jouan,
MR22i) a 13 000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente
se desechd el sobrenadante y se agregaron 600 pl de solucién de lisis nuclear
(Wizard® Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA) resuspendiendo el pelet
bacteriano con la ayuda de una pipeta esteril, despues se dejaron incubar los
tubos Eppendorf en un termoblock (México; VWR Scientific industries Inc. USA.
Espafa; LAB-LINE Multi-Block® Heater) a 80 °C durante 5 minutos, y se dejaron
enfriar a temperatura ambiente. En seguida, se agregaron 5 pl de solucidn
RNasa para lisar (Wizard® Genomic DNA Purification Kit, PROMEGA) las
células bacterianas, invirtiendo el tubo Eppendorf de 2 a 5 veces,
posteriormente se incubaron las tubos Eppendorf en bafio maria (México;
Felisa, México. Espana, VWR Instruments, mod. 11225) a 37 °C durante 60

minutos dejandose enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se
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agregaron 200 pl de solucién de precipitacién proteica (Wizard® Genomic DNA
Purification Kit, PROMEGA) a cada tubo Eppendorf, se agitaron en vortex
(México; VWR Vortex mixer, Scientific industries Inc. USA. Espafia, VWR
Internacional) a maxima velocidad durante 20 segundos y se incubaron en hielo
durante 5 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 13 000 x g durante 3
minutos a temperatura ambiente y se transfirio el sobrenadante a un tubo
Eppendorf conteniendo 600 pl de isopropanol (Sigma) a temperatura ambiente,
los tubos se mezclaron gentilmente hasta que se observo el pelet de ADN.
Posteriormente se centrifugd a 13000 x g durante 3 minutos a temperatura
ambiente, se deseché el sobrenadante y se agregaron 600 pl de etanol al 70 %
(Sigma) y se resuspendid en pelet, en seguida se centrifugd nuevamente a
13000 x g durante 3 minutos a temperatura ambiente y se desechd el
sobrenadante.

Los tubos se dejaron secar a temperatura ambiente durante 30 minutos y se
agrego a cada tubo 30 pl de solucidn de hibridacion (10 mM Tris-HCI, pH 7.4; 1
mM EDTA, pH 8.0), dejando re-hidratar el ADN durante toda la noche a 4 °C. La
extraccion de ADN se almacend (México; Frigidaire, Costa Rica. Espanfa;
LEIBHERR, Alemanid) a -20 °C.

El ADN de cada aislado se ajusté a una concentracion de 50 ng pl”', con la
ayuda de un espectrofotometro (Meéxico, Samrtspec 3000, BIORAD. Espana,
Spectrophotometer U-2001, HITACHI), diluyendo 5 pl de ADN en 995 pl de
agua milliQ esteril (1:200), usando como blanco 1 ml de agua miliQ esteril, las
lecturas de absorbancia se realizaron a una densidad éptica de 260 nm y 280
nm. Para ajustar la concentracién de ADN a 50 ng pl”', se tomé la lectura de Ia
absorbancia, la cual se multiplicd por el factor de dilucién (1:200) y por la
concentracion deseada (50 ng ul”’). Una vez conocida la concentracion de ADN
en cada extraccion se ajustaron con agua destilada ultra pura de 8 MQ estéril
todas las extracciones a 50 ng pl”'. EI ADN se almacené a -20 °C.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Elementos Palindrémicos
repetidos (rep-PCR)

La mezcla de rep-PCR se realizd bajo condiciones estériles y sobre una capa
de hielo. En un tubo de Eppendorf de 0.2 ml se agregaron los siguientes
reactivos: 10.6 pl de buffer H/C (KCI 50 mM; MgCl; 1.5 mM; Tris HCI pH 8.8 10
mM; Triton X-100 al 1 %; Wong y Lin, 2001), 0.1 ul de mezcla de dNTP’s (25
'mM), 0.5 pl de iniciador (GTG)s (0.3 pg pl', 5-GTG GTG GTG GTG GTG-3";
Versalovic et al., 1994, Gémez-Gil et al., 2004), 0.2 ul de Taq polimerasa (5 U
ul!, Amplitag; Applied Biosystems). Posteriormente se agregé 1 ul de ADN (50
ng |.|I'1) procedente de las extracciones de los aislados bacterianos, el volumen
final de cada reaccion fue de 12.5 pl. Este proceso se realizé para cada uno de
los aislados, como control negativo se utilizé una mezcla sin ADN y como
control positivo se empleo el ADN de las cepas CAIM 320" (Vibrio harveyi) y
CAIM 5137 (Vibrio parahaemolyticus).

El protocolo de rep-PCR en el termociclador (MyCycler™Thermalcycler, BIO-
RAD) fue 95 °C durahte 7 minutos, seguido de 35 ciclos de 90 °C durante 30
segundos, 45 °C durante 1 minuto y 65 °C durante 3 minutos, con una
temperatura de extension final de 70 °C durante 10 minutos.

Electroforesis

La amplificacion de los productos de la reaccion de rep-PCR se corrieron en un
gel de agarosa al 2.25 % (Grado analitico, Promega, USA) en buffer TAE 0.5X
(800 ml de agua destilada, 96.8 gr de Tris-base, 22.8 ml de acido acético
glacial, 40 ml de EDTA 0.5 M, pH 8.0), cada reaccion de PCR se mezclé con 2
pl de buffer de carga (6X, 25 mg de azul de bromofenol, 4 gr de sacarosa,
Promega, USA, se aforé a 10 ml con agua destilada estéril). Agregando 5 pl de

la solucidn en cada carril del gel; se utilizé 3 pl del marcador de peso molecular
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1 kb DNA 100 pg mI”' (Promega, USA) y como control para el analisis de cada
gel de electroforesis se emplearon las muestras procedentes de las cepas
CAIM 320" y CAIM 5137,

El gel se corri6 en una camara de electroforesis horizontal (E-C maxicell
EC360M, USA) a 4 °C durante 18 horas con una fuente de poder (EPS 301,
Amersham pharmacia biotech, USA) a 55 V. Posteriormente, el gel se tifid con
bromuro de etidio (120 pl de solucién madre de 10 mg mi” en 1 L de TAE 0.5X)
durante 30 minutos a temperatura ambiente, enjaguandose después con agua
destilada a temperatura ambiente durante 15 minutos, el gel fue transportado a
un fotodocumentador de longitud de onda corta (UVP 3.527, USA) donde se
digitalizé e integré la imagen con el software LabWorks, Ver 4.0.0.8 (Media
Cybernetics, LP), guardandose la imagen como archivo TIFF.

Analisis del Patron de Bandas

Los patrones de bandas de cada cepa presentes en las imagenes obtenidas de
la electroforesis de REP-PCR fueron analizados con el software GelCompar |
Ver. 4.5 (Applied-Maths).

La similitud entre los patrones de bandas fue calculada empleando el
coeficiente de similitud de Jaccard como lo propone Kosman y Leonard (2005).
El dendrograma fue construido con el algoritmo de Ward (optimizacion 0.35,
tolerancia de comparacion de bandas 0.60 %).

Las cepas tipo y de referencia de practicamente toda la familia Vibrionaceae
fueron incorporadas en el andlisis, asi como muchas otras cepas aisladas de
diferentes fuentes (artemia, salmén, mejillén, camaroén, jaiba, almeja, coral,
ostras, botete, pargo, rana, abulén, tiburén, rotiferos, hipocampo, sargazo,
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microalga, algas marina, cangrejo, muestras clinicas, sedimento costero, agua
marina, entre otras fuentes) (2,158 cepas), esta base de datos junto con todas
las cepas tipo y referencia esta compuesta de casi todas las cepas de vibrios de
la coleccién CAIM analizadas por (GTG)s-PCR y se encuentra en el laboratorio
de bacteriologia del CIAD, unidad Mazatlan. Este extenso analisis permitié dejar
para el final las cepas aisladas de ostion (presentadas en este trabajo) y las

cepas tipo y de referencia relevantes a las cepas aisladas de ostion.

Secuenciacion del Gen 16S rARN

Los clusters que no incluyeron cepas tipo y/o de referencia fueron analizados
por secuenciacion del gen 16S rARN, secuenciando cepas representativas de
cada cluster.

Se realizé una extraccion del ADN, la cual se ajusté a una concentracién de 50

ng pl”' para cada aislado usando la metodologia mencionada anteriormente.

Amplificacién por PCR del Gen 16S rDNA con Colas de M13

En la secuenciacion se emplearon tres juegos de iniciadores para amplificar el
gen 16S rARN, cada juego de iniciadores amplifica aproximadamente 560 pb
del gen (Fig. 7), también fueron agregadas colas de M13 (subrayado) para
hacer una amplificacion directa (sin clonar) (Gomez-Gil et al., 2006, en prensa),
los iniciadores empleados se muestran en la tabla 6.

SRS i
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Tabla 6.- Iniciadores empleados

Tercio | Iniciador | Segmento Secuencia
1er |M13F 4 pb 5'CACGACGTTGTAGTAAAACGACGAGAGTTTGATCATGGCTCAG 3
fercla M13R 558 pb SSGATAACAATTTCACACAGGCTCGCACCCTCCGTATTACC 3
2do | M13F 502 pb 5'CACGACGTTGTAAAACGACGCAGAAGAAGCACCGGCTAAC 3
tercio | M13R 1100 pb | 5GGATAACAATTTCACACAGGCCCAACATTTCACAACACGA 3
_—3m M13F 977 pb 5/ CACGACGTTGTAAAACGACGCAACGCGAAGAACCTTACCT 3
tercio | pm13R 1520 pb | 5GGATAACAATTTCACACAGGGCTACCTTGTTACGACTTCACE 3

La secuencia M13 se muestra subrayada.

La mezcla de PCR se realizd bajo condiciones estériles y sobre una capa de
hielo, en un tubo Eppendorf de 0.2 ml se agregaron los siguientes reactivos:
8.48 ul de agua destilada ultrapura de 8 MQ esteril, 0.75 ul de MgCl; 25 mM,
0.66 pul de dNTP's 2.5 mM, 1.25 pl de buffer 10X (Promega, USA); 0.13 pl de
cada iniciador 16S - M13 segun el tercio del 16S rARN a amplificar (los
iniciadores se observan en la tabla 5), 0.1 ul de Taq polimerasa (5 U
Amplitag; Applied Biosystems). Posteriormente se agrego 1 pl de ADN (50 ng
ul") procedente de las extracciones de los aislados, el volumen final fue de 12.5
ul para cada reaccién. Este proceso se realizo para cada uno de los aislados

que no se agruparon. Como control negativo se realizé una mezcla sin ADN.

El protocolo de la PCR en el termociclador fue 94 °C durante 2 minutos, seguido
de 35 ciclos de 94 °C durante 1 minuto, 65 °C durante 1 minuto y 72 °C durante

1 minutos, con una temperatura de extension final de 72 °C durante 5 minutos.

Posteriormente, se corri6 un gel de agarosa al 2 % durante 30 minutos a
temperatura ambiente aplicando un voltaje de 90 V, esto con el objetivo de

verificar la amplificacion de gen 16S.
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Purificacién del Producto de PCR

Se realizé con el kit de purificacién de Promega (Wizard® PCR Preps, DNA
Purification System, USA), con el fin de obtener Unicamente el producto de
amplificacion deseado, libre de los reactivos que quedaron de la PCR.

Se agregaron 100 ul de buffer de purificacion directa al ADN amplificado se
agito en vortex a maxima velocidad. Posteriormente, se agreg6 1 ml de resina y
'se agitd nuevamente en vortex 3 veces durante un minuto. En seguida, se
ensamblé la columna a una jeringa de 3 ml y se puso toda la solucién dentro de
la jeringa y se presion6 el émbolo lentamente (recolectando el filtrado en un
vaso de precipitado). Posteriormente, se agregaron 2 ml de isopropanol al 80 %
y se presion6 nuevamente el émbolo lentamente (gota a gota). Se paso la
columna al tubo original (eppendorf de 1.5 ml) y se centrifugd durante 2 minutos
a 13 000 x g. Posteriormente, se paso la columna a un tubo Eppendorf nuevo
de 1.5 ml y se agregaron 20 pl de agua destilada ultra pura de 8 MQ esteril, se
incubaron los tubos durante un minuto a temperatura ambiente, nuevamente se
centrifugd durante un minuto a 13 000 x g. Por ultimo, se corrié un gel de
agarosa al 2 % a temperatura ambiente durante 30 minutos a 90 V, con el
objetivo de verificar la presencia del producto purificado.

Los productos de PCR purificados se almacenaron a =20 °C.

Reaccién de Secuenciacion

Se realizé la reaccion con el kit SequiTherm EXCELL I, DNA Sequencing kit-
LC (Epicentre Technologies, USA).

La mezcla de PCR se realizé bajo condiciones esteriles y sobre una capa de
hielo, en un tubo Eppendorf de 0.2 ml se agregaron los siguientes reactivos: 3.4
ul de agua destilada ultra pura de 8 MQ estéril, 0.75 ul de cada uno de los
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iniciadores (M13 F 5-CAC GAC GTT GTA AAA ACG AC-37) (M13 R 5°-GGA
TAA CAA TTT CAC ACA GG-3') (M13 1 pmol ), 3.6 ul de buffer de
secuenciacion 3.5X, 0.5 pl de enzima Excell 1l ADN (Epicentre Technologies.
USA), 1 ul de ADN. El total de cada muestra fue de 10 ul, de los cuales se
tomaron 8 pl y fueron divididos en cuatro tubos Eppendorf de 0.2 ml, a cada
tubo se le agregd 1 pl de la mezcla de terminacién (A, G, C, T), los tubos fueron
colocados en el termociclador (PCR Express thermohybaid, UK) bajo las
‘siguientes condiciones: 92 °C durante 2 minutos, seguido de 30 ciclos de 92 °C
durante 30 segundos, 54 °C durante 30 segundos y un minuto a 72 °C.

Una vez finalizado este proceso se le agregé a cada tubo 1.5 pl de solucién

“stop”, posteriormente se desnaturalizo el ADN de cada muestra durante 3
minutos a 92 °C en el termociclador.

Secuenciacién

Al terminar la reaccién se procedié a realizar la secuenciacién (LI-COR IR?, LI-
COR Nebraska, USA), los productos fueron separados en un gel de
poliacrilamida (6.5% Gel Matrix KB plus; Li-cor biosciences, USA) y de 45 cm de
largo y 0.25 mm de espesor, el cual se cargd agregando 1 ul de cada muestra
en cada pozo del gel. Una vez obtenida la secuencia del gel esta fue analizada
en direccién 5°- 3" con el software e-Seq DNA Secuencing, Version 2.0 (LI-
COR, Inc. Nebraska, USA).

Pruebas Bioquimicas

Los aislados a las que se les realizaron las pruebas bioquimicas fueron aguellos

que amplificaron de una a siete bandas por (GTG)s-PCR, debido a se observo
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durante este estudio que un patron de pocas bandas dificulta la identificacion de
estas cepas.

Se realizaron cinco pruebas bioquimicas (tincion Gram, oxidasa, sensibilidad
07129, oxido-fermentacion y motilidad) para la identificacién de bacterias del
género Vibrio bajo el supuesto que se presenta en la figura 8. Estas cinco
pruebas fenotipicas son las basicas que determinan a las especies
pertenecientes al genero Vibrio, segin el manual para la determinacion
. bacteriolégica de Bergey (Holt et al., 1994).

|

Descartar

Oxidasa Descartar

L

_
Sensibilidad | | (njae)
O/129 (150 ug) @_'

Figura 8.- Diagrama de flujo para la identificacion fenotipica de bacterias pertenecientes al
género Vibrio. -

s —
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Tincién Gram

La tincién Gram se realizd empleando el kit de tincion Gram (HYCEL de
México).

Se realizé un frotis de los aislados en un portaobjetos limpio y se fij6 con flama,
posteriormente se agregaron unas de cristal violeta y se incubaron las laminillas
durante un minuto, posteriormente se enjuagaron con agua corriente y se
drenaron las laminillas, en seguida se agregaron unas gotas de yodo lugol y se
incubé durante un minuto y se decolord con etanol al 70 %, en seguida se
enjuagé con agua corriente y se drenaron las laminillas, posteriormente, se
agregaron unas gotas de safranina y se incubo durante 30 segundos,
posteriormente se enjuagaron con agua corriente, se drenaron y secaron las
laminas.

La visualizacion de la tincion se realizé con un microscopio de luz (Carl Zeiss,
Axiolab drd KT) a 100X.

Oxidasa

La prueba de oxidasa se realizo a los aislados que resultaron Gram negativo.

Se colocaron trozos de papel filtro en una caja de Petri, a cada trozo de papel
se le agregé una gota de tetrametil-p-fenilediamina (sin HCI) (Aldrich Chemical
CO., Milwaukee, USA). Posteriormente se agregé un poco de aislado
bacteriano puro con una asa de siembra de platino estéril. Después de 10
segundos se observo el resultado, cuando se observo un color azul/pirpura en
el papel filtro se consideré que el aislado tiene una oxidasa positiva. Las cepas

que dieron negativo fueron descartadas de las posteriores pruebas.

Sensibilidad al Agente Vibrioestatico 0/128
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Se realiz6 |a prueba de sensibilidad al agente vibrioestatico 0/129 (2,4-diamino-

6,7-disopropilpeptiridina fosfato, Sigma) a los aislados que resultaron oxidasa

positivos.

Se sembro el aislado en agar marino (extracto de levadura 1 gr, bactopeptona 5

gr, cloruro férrico 1 gr, agar bacteriolégico 15 gr, agua de mar 750 ml y agua
destilada 250 ml; ajustar el pH a 7.5 antes de agregar el agar) al 2 % NaCl con
ayuda de un hisopo estéril tratando de cubrir toda la superficie de la caja de
petri. Posteriormente, se agregaron dos discos de papel filtro humedecidos con
el agente vibrioestatico ©/129 a una concentracion de 10 pg y 150 g,
respectivamente. Las cajas se incubaron a 30 °C durante 24 horas.
Posteriormente, se midié el diametro de la zona de inhibicion de crecimiento de
ambas concentraciones.

Los aislados que no presentaron inhibicién de crecimiento al agente
vibrioestatico 0/129 al menos a 150 ug fueron descartadas de los posteriores

analisis.

Oxido-Fermentacion (O-F)

Los aislados que fueron positivos a la sensibilidad del agente vibrioestatico se
les realizé la prueba de O-F empleando el método de Hugh y Leifson
(MacFaddin, 1990).

Para la realizacion de la prueba O-F se preparo el medio Hugh y Leifson:

Peptona..............c. O 2ar
NaCl v b s 25gr
Fosfato de potasio........... 0.30 gr
BOAE & Bebns i iinoey evea 3gr
Azul de bromotimal......... 0.03-0.08 gr
Agua destilada............... 1000 mi

Después de disolver los ingredientes se ajustd el pH a 7.5 y se esterilizo el
medio en autoclave a 110 °C durante 15 min. Posteriormente, se dejo enfriar el
medio a 45 - 50 °C y se agregd glucosa estéril por filtracion al 10 %. El medio
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fue dispensado en tubos de ensaye estériles bajo condiciones de esterilidad (5
m| de medio por tubo) y se dejaron enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente, los tubos con el medio Hugh y Leifson fueron inoculados con
los aislados bacterianos que resultaron positivos al agente vibrioestatico 0O/129
bajo condiciones de esterilidad. Inmediatamente se colocé un tapon de aceite
mineral estéril a uno de los tubos inoculados procurando no producir ni dejar
burbujas de aire, y se incubaron ambos a 30 °C durante 48 horas.

.Dos tubos por duplicado fungieron como controles; el control positivo fue
inoculado con la cepa tipo de V. parahaemolyticus (CAIM 350" =LMG 2850") y
un tubo sin inocular fungié como control negativo.
Interpretacion de resultados: la oxidacién y fermentacion se observé en los
tubos que produjeron acido y mostraron color amarillo en los tubos, los
organismos que no son oxidativos ni fermentativos no se observa un cambio de
color en el tubo.

Motilidad

La prueba de motilidad empleando el metodo de la gota colgante se realizd a
aquellos aislados que fueron sensibles al agente vibrioestatico 0/129.

La motilidad se observé con la ayuda de un microscopio de luz (Carl Zeiss,
Axiolab drd KT) a 40X. Se lavaron y esterilizaron portaobjetos a los cuales se le
colocaron unas gotas de parafina derretida, inmediatamente se colocd una gota
de solucion salina estéril al 2 % inoculada con el aislado bacteriano en un
cubreobjetos limpio e estéril. El cubreobjetos con la gota conteniendo la
bacteria, se colocd cuidadosamente sobre la parafina en el portaobjetos. La
motilidad de la bacteria se observd en el microscopio. Los vibrios tienen
motilidad positiva.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de Aislados

Se obtuvieron 758 aislados bacterianos provenientes de ostion C. gigas
cultivado en ocho granjas ostricolas del noroeste mexicano y en cuatro bateas
‘ostricolas: dos en la bahia Alfacs y dos en la bahia Fangar, ambas bahias
situadas en el delta del rio Ebro, Catalufia, Espafa (tabla 7).

Se recuperaron 327 aislados procedentes de ostiones cultivados en ocho
granjas ostricolas distribuidas en el noroeste mexicano, todos estos aislados se
obtuvieron de la Coleccién de Microorganismos de Importancia Acuatica (CAIM)
del CIAD, Unidad Mazatlan, empleando agar TSA + 2 % de NaCl a 30°C e
incubado durante 24 horas. Los aislados obtenidos en cada granja se
encuentran distribuidos de la siguiente manera: del estado de Sinaloa 59
aislados proceden de la granja Ostricola Guevara S.A. de C.V. (SIN); del estado
de Sonora, 53 aislados proceden de la granja Ostricola del Sol 5.C. de R.L.
(SONI), 24 aislados del Instituto de Acuicultura del Estado de Sonora (SONII),
26 aislados de S.C.P.P.E. Bahia de San Jorge, S.C.L. (SONIII) y 29 aislados de
Cooperativa Unica de Mujeres (SONIV); del estado de Baja California; 47
aislados proceden de Agromarinos S.A. de C.V. (BCI) y 38 aislados de la
empresa Sol Azul S.A. de C.V. (BCIl); por dltimo, 51 aislados proceden de la

empresa Sol Azul S.A. de C.V. ubicada en el estado de Baja California Sur.

Del delta de Ebro se obtuvieron un total de 480 aislados bacterianos
procedentes de ostiones cultivados en cuatro bateas ostricolas; dos en la bahia
Alfacs y dos en la bahia Fangar. De los cuales se logré purificar el 90 % de los
aislados (431 aislados) a partir de agar TCBS; de las que corresponden 205
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cepas aisladas de ostidn cultivado en la bahia Alfacs (ALF) y 226 cepas de
ostion cultivado en la bahia de Fangar (FAN).

Todos los aislados que se purificaron de ambas bahias del delta del Ebro se
criopreservaron en medio de cultivo TSA mas NaCl al 2 % vy glicerol al 15 %, y

se incluyeron en la Coleccién de Microorganismos de Importancia Acuatica
(CAIM) del CIAD, Unidad Mazatlan y se encuentran cripreservados en el IRTA.

Tabla 7.- Aislados de cada granja

Estado Granja/Empresa Clave* |Aislados Tem pféatura Salll;::dad
Ver Inv Ver | Inv
o Ostricola Guevara
Sinaloa SA deC.V. SIN 59 29 21 34 31
Ostricola del Sal
SC deRL SONI 53 30 13 32 31
Inst. de Acuicultura
Sonora del Edo. de Sonora SONII 44 =9 18 A3 a2
S.C.P.P.E. Bahia de
San Jorge, S.C.L. SONIII 26 28 15 35 33
Coop. Unica de
Mujeres SONIV 29 28 15 31 29
SdannaRsaR | e 47 22 18 | 34| 33
Baja California
Sol Azul 8.A. de BCII 38 24 18 | a7 | 35
CV.
Baja California | Sol Azul S.A. de ,
Sur CV. BCS 51 24 18 35 34
Bahia Alfacs ALF 205 22.4* 32
Delta del Ebro
Bahia Fangar FAN 226 278" 33

* La clave sera utilizada para referirse a la graja o empresa ostricola.
** Sélo se registro el verano.
Ver, parametro registrado durante el verano.
Inv, parametro registrado durante el invierno.
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Caracterizacion por (GTG)s-PCR

Todos los parametros de la electroforesis fueron adaptados a las condiciones
del laboratorio de Biologia Molecular del CIAD, Unidad Mazatlan, debido a que
la reproducibilidad del patrén de bandas es uno de los pasos criticos en la
caracterizacion por rep-PCR (Rademaker y De Bruijn, 1997).

La reproducibilidad del patrén de bandas generado por (GTG)s-PCR fue
controlado por la inclusién dos cepas tipo V. parahaemolyticus (CAIM 350"
=LMG 2850") y V. harveyi (CAIM 513" =LMG 4044") en cada reaccién de PCR
y en cada electroforesis (Fig. 9), la similitud de los patrones de bandas de los
genomas de estas especies fue >80 % en cada reaccion de PCR. Los
resultados de este estudio y otros estudios (Versalovic et al., 1994; Healy et al.,
2005: Rademaker y De Bruijn, 1997) demuestran que la reproducibilidad del
patron de bandas no se ve afectada por el técnico o por las condiciones del
laboratorio una vez que la técnica de rep-PCR ha sido estandarizada.
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Figura 9. Gel de electroforesis producido por (GTG)s-PCR (2.25 % en buffer TAE 0.5X). pb,
escala del tamafo de las bandas en pares de bases. Las cepas CAIM 320" y CAIM 51 3" fueron
empleadas como controles para la reproducibilidad de las bandas.
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Analisis del Patrén de Bandas Generado por (GTG)s-PCR

Este andlisis solamente incluyd las cepas identificadas a nivel especie como
miembros de la familia Vibrionaceae (Fig.10). (GTG)s-PCR produjo un numero
de bandas promedio de 19.8 (n= 639, Des. Est.= 4.69, Max. 37 y Min. 9), con
un tamafio promedio de 1,414.48 pares de bases (pb) (n= 12,628, Des. Est.=
868.33, Max. 6,900 y Min. 248) para las cepas aisladas dé ostion analizadas en
‘este estudio. Del analisis se excluyeron las cepas que mostraron menos de
ocho bandas, debido a que el analisis se dificultaba, por otro lado, pruebas
bioquimicas demostraron que muchas de estas cepas resultaron ser Gram
positivas (ver resultados de pruebas bioquimicas en este trabajo). Versalovic et
al. (1994), recomiendan que del analisis se excluyan las cepas que amplificaron
un minimo de ocho bandas por muestra (o cepa) para que el analisis
comparativo del patron de bandas sea eficiente, debido a sus estudios de
caracterizacion bacteriana empleando REP-PCR han mostrado una mayor
dificultad al identificar estas cepas.
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Figura 10.- Anélisis del patron de bandas empleando el software GelCompar |l Ver. 4.5, pb,
escala del tamafio de las bandas en pares de bases, Las cepas CAIM 320" y CAIM 5137 fueron
empleadas como controles para la reproducibilidad de las bandas.
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Usando (GTG)s-PCR, Gevers et al. (2001), tipificaron especies de Lactobacillus
obteniendo en promedio 15.5 bandas (n= 39).

Gomez-Gil et al. (2004), reportaron que (GTG)s-PCR produjo un promedio de
24.1 bandas (n= 49) con un peso promedio de 1414 pb (n= 49) cuando
tipificaron V. harveyi, V. campbelli y V. rotiferianus. En éste estudio estas
mismas especies mostraron un promedio de 20.8 bandas (n= 230) con un peso
promedio de 1,387 pb (n= 4,784 pb), resultado mas consistente con el obtenido
de todas las especies de vibrios reportadas en este estudio. Gomez-Gil et al.
(2004), mencionan que los resultados del analisis del cluster producido por
(GTG)s-PCR son muy similares a los producidos por AFLP, sin embargo, AFLP
genero un promedio de 102 bandas con un peso promedio de 215 pb. Algunos
autores han propuesto que AFLP y (GTG)s-PCR son metodos alternativos a la
hibridacién ADN-ADN para la delineacion de especies (Rademaker ef al., 2000,
Gomez-Gil et al., 2004).

Ndmero de Bandas por Especie y Zona

Se realizé un analisis que incluyd los promedios y tamafios de cada uno de los
patrones de bandas generados por (GTG)s-PCR por especie identificada y por
zona de estudio. El objetivo de este analisis fue el de conocer el nimero y el
tamafio de las bandas que produce (GTG)s para cada una de las especies

identificadas y para cada zona de estudio.

Analisis_del nimero y tamafio de bandas por especie. El andlisis estadistico

sélo incluyé 17 especies de las identificadas por (GTG)s-PCR, excluyendo a P.
damselae, V. brasiliensis, V. coralliilyticus, V. xuii y Vibrio sp. nov. 4, debido a
que el numero de cepas que se identificaron por (GTG)s-PCR para cada una de
estas especies es menor o igual a dos cepas (tabla 8).
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Numero de bandas

Tamaio de bandas (pb)

Especies* Promedio | n o | Max. | Min. | Promedio n o Max. | Min.
‘mtabacteﬁum sp. nov.1 18.3 4 |222| 20 15 1,538.2 72 | 854.77 | 4,550 | 432
V. alginolyticus 18.6 40 | 3.50| 29 14 1,452.0 742 | 913.25 | 5,880 | 249
V. campbellii 19.8 52 | 547 | 34 10 1,396.0 | 1025 | 858.70 | 4,670 | 248
V. chagasii 182 (214 |454| 30 | 9 | 14437 |3892|858.96 |6,000 | 248
V. cy&fotrophr‘cus 20.9 9 |382)| 27 17 1,404.0 188 975:69 5150 | 259
V. fortis 174 | 17 |481| 24 | 10 | 144259 | 291 | 776.04 | 3453 | 249
V. harveyi 20.5 65 [4.12 | 34 11 1,556.2 | 1325 | 954,22 | 4570 | 248
V., gigantis 20.4 10 | 449 | 27 16 1,350.7 ‘ 205 | 802.08 | 4,360 | 259
‘V‘ mediterranei 21.5 45 | 456 | 37 15 1,407.8 968 | 878.14 | 6,900 | 249
V. neptunius 203 7 |4811| 25 11 1,470.1 142 | 834.04 | 3,915 | 278
V. parahaemolyticus 237 7 |457| 30 16 1,462.3 166 | 949.25 | 4,070 | 248
V. ponticus 21.3 6 |3.08| 24 16 1,368.2 128 | 818.52 | 3,989 | 250
V. rotiferianus 216 [113|468| 32 | 12 | 14033 |2434 | 898,51 | 5640 | 248
V. splendidus 18.7 3ol dat |21 15 1,038.5 56 | 667.94 | 2,837 | 258

| V(brio sp. nov.1 21.9 3 | 361 30 14 1,387.8 680 | 882.85 | 5,920 | 248
Vibrio sp. hov.5 19.3 3 | 058| 20 19 1,223.5 58 | B20.22 | 4,940 | 305
Vibrio sp. nov.6 18.0 6 |477| 26 12 1,455.0 108 | 783.17 | 4,320 | 2860
F. damselae 18.5 2 |354 22 17 1,115.8 39 | 594.00 | 2,329 | 263
V. brasiliensis 25.0 2 |141] 28 24 1,376.0 50 | 959.42 | 4,420 | 249
V. coralliilyticus 22.0 1 - = - 1,784.2 22 | 972,08 | 3,700 | 291
| Vibrio sp. nov.4 180 | 1| « | ~ | « | 10478 | 16 |534.47 2174 | 269

especies,

de Dunn, el software empleado fue GraphPad Prism Ver. 4.0.

*Se excluy6 del analisis estadistico a P. damselae, V. brasiliensis, V. coralliilyticus, V. xuii y
Vibrio sp. nov. 4; debido que sdlo se identificaron dos o menos genotipos de cada una de estas

Debido a que los datos no pasaron la prueba de Normalidad, el analisis de la
variacién del numero y tamafo de las bandas por especie se realizé empleando
el método de Kruskal-Wallis, utilizando comparaciones pareadas por el método
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La prueba de Kruskal-Wallis encontré diferencias significativas en el analisis del
promedio del nimero de bandas por especie (H= 68.6, P<0.0001, n= 731) (Fig.
11). Se encontré que V. splendidus (n= 3,) es significativamente diferente a V.
rotiferianus (n= 113) (Dunn, P< 0.05). También se encontraron diferencias
significativas entre V. chagasii (n= 214) contra V. rotiferianus (n= 113), V.
mediterranei (n= 45) y Vibrio sp. nov. 1 (n= 31) (Dunn, P< 0.05). No se
_encontraron diferencias significativas en el resto de las especies.
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Figura 11.- Promedio del nimero de bandas generado por (GTG)5-PCR por especie analizada,
intervalo de confianza del 95 % (barras). (o), valor maximo observado. (V), valor minimo
observado. n, tamafio de la muestra. Especies con la misma letra no son significativamente
diferentes (Dunn P> 0.05).
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Con respecto al tamafio de los fragmentos producidos por (GTG)s-PCR, el
estadistico Kruskal-Wallis (H= 43.0, P<0.0003) encontré que todas |la especies
son significativamente diferentes entre si (Fig. 12). '
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Figura 12.- Promedio del tamafio de las bandas generado por (GTG)5-PCR por especie
analizada, intervalo de confianza del 95 % (barras). (o), valor maximo observado. (V), valor
minimo observado. n, tamafio de la muestra. Se encontraron diferencias significativas entre

todas las especies analizadas (Dunn P< 0.05).

Analisis del nimero y tamafio de bandas por zona. El analisis estadistico

incluyé el nimero y tamafo del patrén de bandas generado por (GTG)s-PCR de
todas las zonas estudiadas (tabla 9). Debido a que los datos no pasaron la

prueba de Normalidad, el estadistico empleado para medir la variacion del
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numero y tamafio de las bandas por zonas fue Kruskal-Wallis, utilizando
comparaciones pareadas por el método de Dunn, empleando el software
GraphPad Prism Ver. 4.0.

Tabla 9.- Analisis del patrén de bandas generado por (GTG)s-PCR por zona

Namero de bandas Tamaiio de bandas (pb)
Zona | Promedio | n ag | Max. | Min. | Promedio n o Max. | Min.
BCl 209 | 41 |418| 30 | 14 | 13409 | 856 | 880.27 |5.660 | 248
BClI 219 | 37 |418| 29 | 12 | 1,3649 | 810 | 876.65 | 6,000 | 248
BCS 19.2 49 | 348 | 29 9 1,374.7 938 | 864.13 | 4,970 | 248
SIN | 216 |57 |520| 34 | 10 | 14466 | 1230100329 | 6,500 | 248
SONI 212 | 40 |551| 87 | 10 | 14273 | 845 | 91378 | 5980 | 248
SONII 219 | 23 |531| 34 | 14 | 13460 | 503 | 847.81 | 5150 | 248
SONIt | 231 | 26 {559| 31 | 13 | 15334 | 598 | 1,042.80 | 6,900 | 248
SONIV | 220 |27 |514| 34 | 13 | 414244 | 607 | 904.48 | 4,500 | 249
ALF 192 |205|408| 28 | o | 14121 |3941| 83235 | 5880 | 248
FAN 178|226 |419| 30 | 8 | 14243 |4015| 837.73 | 5,180 | 248

Empleando Kruskal-Wallis (H= 84.23, P<0.0001) se encontraron diferencias
significativas en el nimero de bandas cuando se analizaron los genotipos
tipificados con (GTG)s-PCR por zona de muestreo (Fig. 13). Se encontrd que
FAN (n=226) es significativamente diferente al resto de las zonas de muestreo,
e incluso a la region mas cercana ALF, por otro lado, ALF (n=205) es
significativamente diferente a BCII (n=37), SON [ll (n=26), SONIV (n=27), Dunn
(P< 0.05).

Con respecto al tamafio de las bandas, Kruskal-Wallis (H=25.58, P<0.011)
encontré que todas las zonas de muestreo son significativamente diferentes
entre si (Fig. 14).
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Figura 13.- Promedio del nimero de bandas generado por (GTG)5-PCR por zona analizada,
intervalo de confianza del 95 % (barras). (o), valor méaximo observado. (¥), valor minimo
observado. n, tamafio de la muestra. Zonas con la misma letra no son significativamente
diferentes (Dunn P= 0.05).
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Figura 14.- Promedio del tamafio de las bandas generado por (GTG)5-PCR por zona analizada,
intervalo de confianza del 95 % (barras). (o), valor maximo observado. (¥), valor minimo
observado. n, tamafio de la muestra. Se encontraron diferencias significativas entre todas las
zonas analizadas (Dunn P< 0,05).
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Analisis de Similitud del Patrén de Bandas Generado por (GTG)5-PCR

El andlisis de rep-PCR con el iniciador (GTG)s se realizé solamente para las
cepas pertenecientes a la familia Vibrionaceae (731 cepas, 96.4 %). Tambien
fueron incluidas en el andlisis 10 cepas tipo y 10 cepas de referencia
pertenecientes a esta familia.

'El anélisis de las cepas por (GTG)s-PCR produjo un dendrograma con 32
clusters compuesto por 620 cepas, incluyendo las cepas tipo y las cepas de
referencia (Fig. 15) y 21 grupos compuestos por 133 cepas gue no formaron
ningtin cluster. Se considerd un cluster cuando la similitud entre las unidades
taxonomicas operacionales (OTU, por sus siglas en ingles) fue superior al 42 %
calculado con una tolerancia del 60 % en la posicién de bandas. Los aislados
fueron considerados clones de una cepa cuando su similitud (GTG)s fue
superior al 90 %. Los criterios para la delimitacion de los clusters se basaron en
las observaciones hechas con las cepas tipo y referencia (Gomez-Gil et al.,
2006 en prensa). (GTG)s-PCR y algunas pruebas bioquimicas mostraron que
27 cepas no pertenecen a la familia Vibrionaceae.

Este analisis permitié la identificacion de 20 especies pertenecientes al género
Vibrio y dos especies al género Photobacterium: V. alginolyticus (40 cepas), V.
brasiliensis (dos cepas), V. campbellii (52 cepas), V. chagasii (215 cepas), V.
coralliilyticus (una cepa), V. cyclotrophicus (nueve cepas), V. fortis (17 cepas),
V. harveyi (65 cepas), V. gigantis (10 cepas), V. mediterranei (45 cepas), V.
neptunius (siete cepas), V. parahaemolyticus (siete cepas), V. ponticus (seis
cepas), V. rotiferianus (113 cepas), V. splendidus (tres cepas), V. xuii (una
cepa), Vibrio sp. nov. 1 (31 cepas), Vibrio sp. nov. 4 (una cepa), Vibrio sp. nov.
5 (tres cepas), Vibrio sp. nov. 6 (cinco cepas) y P. damselae (dos cepas),
Photobacterium sp. nov. 7 (cuatro cepas) (tabla 10). Las cuatro especies
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potencialmente nuevas fueron reconocidas mediante la secuenciacion completa
del gen 16S rARN (97 % de similitud rARN con las especies conocidas)
(Gevers et al., 2005). Sin embargo, estas especies potencialmente nuevas aln
estan pendientes por describirse considerando la necesidad de realizar mas
analisis que satisfagan los requerimientos establecidos (Stackebrandt et al.,
2002).

Noventa y dos cepas no fueron identificadas a nivel especie, debido su baja

similitud con los clusters formados, sin embargo, (GTG)s produjo un minimo de
nueve bandas en estas cepas. Versalovic et al. (1994), recomiendan que en
analisis se deben incluir las cepas que tengan un minimo de ocho bandas

generadas por rep-PCR para que la identificacion sea confiable.

Todas las cepas que se identificaron como Vibrio sp., mostraron una similitud
mayor al 35 % con los clusters formados cuando estas fueron analizadas con
toda la base de datos (2,158 cepas aisladas de diferentes fuentes, esta base de
datos esta compuesta por la mayoria de las cepas incluidas en la coleccién
CAIM y caracterizadas por (GTG)s-PCR). Por esta razon y por que en
amplificaron mas de nueve bandas por (GTG)s-PCR fueron consideradas como
pertenecientes al género Vibrio. Sin embargo, es necesario realizar pruebas
mas rigurosas de tipificacion (incluyendo bioquimicas) o analizarlas con
mayores bases de datos que confirmen su posicion taxonoémica. Es probable

que muchas de estas cepas sean taxa ya descritos o que sean taxa nuevos.

Se obtuvieron 27 cepas que no pertenecen a la familia Vibrionaceae de las
cuales 15 se identificaron como especies pertenecientes al genero Shewanella
sp., empleando (GTG)s-PCR y secuenciacion del primer tercio del gen 16S
rARN de las cepas CAIM 1600, CAIM 1663 y CAIM 1680, las tres cepa

mostraron una similitud del 98.4 % con la cepa tipo Shewanella alga
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(DQ883817). Ocho cepas mostraron ser Gram positivas empleando pruebas
bioquimicas y otras cuatro cepas no pudieron ser identificadas empleando
(GTG)s-PCR.

El aislamiento y purificacién de todos los aislados bacterianos analizados en
este estudio se realizaron empleando agar TCBS, el cual ha sido reportado
como el medio ideal para el aislamiento y purificacién de vibrios, inhibiendo el
crecimiento de bacterias Gram positivas y coliformes por las sales biliares que
contiene el medio (Nicholls et al., 1976 en Gomez-Gil y Roque, 2006;
Thompson et al., 2004a), sin embargo, en este estudio se identificaron ocho
cepas como Gram positivas, lo que demuestra que algunas especies de
bacterias Gram positivas también pueden ser aisladas en ese medio (Gomez-
Gil y Roque, 2006). Se ha reportado que algunas cepas de Staphylococcus,
Flavobacterium, Pseudoalteromonas, Streptococcus, Aeromonas y Shewanella
pueden crecer en este medio, formando generalmente colonias pequefas
(Nicholls et al., 1976 en Gomez-Gil y Roque, 2006), en este estudio se
identificaron por (GTG)s-PCR y secuenciacion del gen 16S rARN 15 cepas
como pertenecientes ' al genero Shewanella. Por otro lado, también se ha
reportado que V. penaeicida no crece en agar TCBS, y que cepas de V.
cincinnatiensis, V. metschnikovii forman colonias muy pequefias en este medio
(Nicholls et al., 1976 en Gomez-Gil y Roque, 2006), sin embargo, en este
estudio no se identifico ninguna cepas como pertenecientes a ninguna de estas
especies,
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Tabla 10. Especies de bacterias identificadas aisladas de ostidn cultivado en el norosste
mexicano y en el delta del rio Ebro identificadas mediante (GTG)s-PCR.

Eapacie ig::;fii::\%aaz con :ﬁs'::aag:c')) :?total

Vibrio sp. S T ZE
Photobacterium damselae 2 0.3
| Photobacterium sp. nov. 1 e 05
Vibrio alginolyticus 40 55
‘Vg'ﬁrio brasiliensis g 03
Vibrio campbellii 52 74
Vibrio chagasii 215 29.4
Vibrio coralliilyticus 1 0.1
Vibrio eyclitrophicus ‘ - 12
Vibrio fortis 17 2.3
Vibrio gigantis 10 1.4
Vibrio harveyi 65 8.9
Vibrio mediterranei 45 6.2
Vibrio neptunius 7 1.0
Vibrio parahaemolyticus 7 il
Vibrio ponticus . 6 0.8
Vibrio rotiferianus ' 113 16.5
Vibrio sp. nov.1 31 4.2
Vibrio sp. nov.4 1 0.1
Vibrio sp. nov.5 3 0.4
Vibrio sp. nov.6 5 07
Vibrio splendidus 3 0.4
Vibrio xuii 1 0.1
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% de similitud del dendrograma

—..n..r:_'_“::__ﬁ:l V. gigantis (6. 163)

-Hﬁ-*m*:::f_'_;_ 2 V. cyclitrophicus (7

s

V. splendidus (3. 185)

AV camphallit (4

. B|V. camphballii (37.7,R)

1 B|Vibrio sp.nov. 1 (27, 168)

TV rotifarianus  {27)
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B|Vv. gigantis (2.16%)
V. brasitiensis (2}

V. rotiferianus (3)

=2\ BlVibrio sp.nov. 5§ (3, T. R)
=t71Vibrio sp.nov. 6

V. xuii (2)

V. neptunius (8, T. 165)

V. fortis (13)
i V parahamolfyticus (8, T)

22|V fortis (14, R)

23|V. chagasii (24, 168)

31



Estudio taxondmico de bacterias del género Vibrio aisladas de ostion 82

2_ V. mediterranei (5
23| Vibrio sp. nov. 6 (3, 168)

//

B|V. mediterranei ~ (16, 183)

27\ mediterranei (23)

it 23 V. rotifarianus (153, T, 165)

29|V, aiginolyticus (42, T)
30|v harveyi (70.T. R)

31|V chagasii (81, 165)

32lv. chagasii (90, 168)

Figura 15.- Dendrograma de cepas pertenecientes a la familia Vibrionaceae aisladas de ostion
(C. gigas) cultivado en granjas del noroeste mexicano y en el delta del Ebro, Catalufa, Espafia.
La matriz de similitud se calculdé con el coeficiente de Jaccard (optimizacion 0.35, tolerancia
0.60) a partir de patrones de bandas electroforéticos obtenidos por (GTG)s-PCR. El nimero
indica la asignacién que se le dio al cluster, las letras indican los grupos de cepas que no se
agruparon en algun cluster. Entre paréntesis se muestra el numero de cepas gue se algjaron en
cada cluster (similitud 42 %), si en el cluster se alojé una cepa tipo (T), una de referencia (R) o
si se secuencid algun tercio o el gen completo 165 rARN de algunas de las cepas (16s). La
escala muestra el porcentaje de similitud del dendrograma. El tamafio de los clusters no es
proporcional al nimero de cepas.
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Analisis Filogenético

El gen 165 rARN es una molécula que contiene regiones altamente
conservadas que pueden elucidar relaciones entre clases o filos. Sin embargo,
también tiene regiones variables que pueden discriminar entre especies de
géneros (Stackebrandt y Rainey 1995; Thompson et al., 2004a), por tal motivo,
en este estudio se dividié el gen 16S rARN en tres tercios de aproximadamente
500 pb cada uno. La secuenciacién del primer tercio mostré mayor variabilidad
seguida del tercero, por tal razén, la primera region fue la mas frecuentemente
secuenciada en las cepas seleccionadas.

Se seleccionaron 39 cepas a las cuales se les secuencio algun tercio o todo el
gen 16S rARN. El criterio de la seleccién de cepas a secuenciar se baso en los
clusters que no incluyeron cepas tipo y/o referencia o que presentaron un
coeficiente de similitud por debajo del 42 % (Jaccard) con ofros clusters

identificados (tabla 11), la secuencias se observan en el anexo 3.

Se secuencio el gen 16S completo de las cepas tipo de V. gigantis (CAIM 25'=
LMG 227417, EF094888) y V. crassostreae (CAIM 1405'= LMG 222407,
EF094887) porque ambas secuencias no fueron reportadas completas en el

GenBank por los autores que describieron a la especie.

En este estudio se identificaron tres especies pertenecientes a la familia
Vibrionaceae potencialmente nuevas por los resultados empleando (GTG)s-
PCR vy la secuenciacion completa del gen 16S rARN. Rep-PCR ha demostrado
ser una técnica con un alto poder discriminatorio para la delineacion de
especies (Rademaker el al., 2000; Gomez-Gil et al., 2004), por otro lado, la
secuenciaciéon del gen 16S rARN es considerada como la herramienta mas
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confiable para elucidar la estructura filogenética (género, especie y cepa) de la
familia Vibrionaceae (Thompson et al., 2004a).

Las cepas seleccionadas para la descripcibn de estas tres especies
potencialmente nuevas fueron R-339" (cluster 25), CAIM 1437" (cluster 16) y
CAIM 14397 (cluster 15). El andlisis de las secuencias completas del gen 165
rARN de las tres especies mostraron que Vibrio sp. nov, 5 (CAIM 1437T) tiene
una similitud con V. hispanicus (AY254039) del 97.0 %, Vibrio sp. nov. 6 (R-
339") tiene una similitud con V. mediterranei (X74710) del 98.5 %; mientras que,
Photobacterium sp. nov. 1 (CAIM 14397) tiene una similitud con P. frigidiphilum
(AY538749) del 97.0 %. Aunque la similitud del gen 16S rARN es relativamente
alta, en las regiones variables la variabilidad se mostraron claramente
diferencias importantes. Por otro lado, estos taxa se encuentran claramente
diferenciadas de la especie mas cercana por (GTG)s-PCR. Estudios de
diversidad genémica han demostrado que la familia Vibrionaceae tiene taxa que
aun no han sido descritos.

El nuimero de especies pertenecientes a la familia Vibrionaceae ha
incrementado en las dos ultimas décadas de 20 especies en 1981 a 63 en 2004
(Thompson et al., 2004b). Actualmente se han descrito 85 especies

pertenecientes a esta familia (www.bacterio.cict.fr), siendo la gran mayoria

especies aisladas de ambientes marinos. Empleando (GTG)s-PCR y secuencias
del gen 16S rARN el laboratorio de bacteriologia del CIAD/Mazatlan ha
encontrado siete especies potencialmente nuevas; seis de ellas pertenecientes
al género Vibrio (Vibrio sp. nov. 1 (CAIM 48"), Vibrio sp. nov. 2 (CAIM 9327),
Vibrio sp. nov. 3 (CAIM 797", Vibrio sp. nov. 4 (CAIM 1647"), Vibrio sp. nov. 5
(CAIM 1437"), Vibrio sp nov. 6 (R339") y una al género Photobacterium
(Photobacterium sp. nov. 1 (CAIM 1439")), todas ellas aisladas de pargo
(Lutjanus guttatus) y ostién (C. gigas) (Gomez-Gil ef al., 2006, en prensa), de
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las cuales tres se reportan en este estudio, sin embargo, atn faltan estudios
fenotipicos y genotipicos que las posicione como taxa nuevos ‘segl.'lln el
concepto de especie procaridtica de Rosellé-Mora & Amann (2001).
" El modelo del arbol filogenetico prt_)‘puesto se observa en figura 16.
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Tabla 11.- Posicion filogenética de cepas representativas de clusters formados por (GTG)s-PCR
sobre la base de secuencias del gen 165 rARN. La relacion filogenética fue realizada

empleando el programa BioEdit ver. 7.0.5.3

;:3;? Cepa 1;;:::{,'\' Cepa mas cercana S'mnl'tud
1 CAIM 1129 [ 1er tercio V. gigantis (CAIM 25") 99,1
3 CAIM 1479 | 1er tercio V. splendidus (CAIM 319')}(74?24 98.1

CAIM 1569 | Completo Vibrio sp. nov. 1 (CAIM 48") 98.3
5 |CAIM 1621 | fer tercio Vibrio sp. nov. 1 (CAIM 48") 97.2
CAIM 1653 | Completo Vibrio sp. nov. 1 (CAIM 48) 98.8
CAIM 1683 | Completo Vibrio sp. nov. 1 (CAIM 4_@T) 881
CAIM 1441 | 1er tercio V. gigantis (CAIM 25") 100

' |cAIM 1442 |lery 3er V. giganti T
Yarcic . gigantis (CAIM 257) 100
14 R-306 1er tercio V. ponticus (CAIM 1731 ') AJ6301013 99.7

Photobacterium sp. nov 7

15 |CAIM 1206 | Completo (CAIM1438" P 99.7
CAIM 1439" Completo P. frigidiphilum (CAIM 20T) AY538749 97.0
16 CAIM 1437 | Completo V. hispanicus (CAIM 525') AY254039 97.0
19 R-356 1er tercio V. neptunius (CAIM 532") AJ316171 100
R-358 1er tercio V. neptunius (CAIM 532") AJ316171 99.7
20 CAIM 1130 | 1er tercio V. chagasii (CAIM 431T) AJ316199 99.3
CAIM 964 1er tercio V. chagasii (CAIM 431T) AJ316199 98.4
23 CAIM 1108 |1er tercio V. chagasii (CAIM 431T) AJ316199 99.1
CAIM 1143 | 1er tercio V. chagasii (CAIM 431T) AJ3767889 98.0
25 |R-339' Completo V. mediterranei (CAIM 316") X74710 98.5
on | R-481 1er tercio V. mediterranei (CAIM 316") X74710 99.3
R-606 fer tercio V. mediterranei (CAIM 3167) X74710 99.3
28 CAIM 1445 | 1er tercio V. rotiferianus (CAIM 577') AJ440007 99.5
R-381 Completo V. chagasii (CAIM 431 ') AJ316199 99.6
R-410 Completo V. chagasii (CAIM 431T) AJ316198 99.7
R-412 1er tercio V. chagasii (CAIM 431") AJ316199 99.3
31 |R-550 1er tercio V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 99.3
R-559 1er tercio V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 99.5
R-571 1er tercio V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 99.1
R-753 1er tercio V. chagasii (CAIM 431") AJ316199 98.6
R-554 1er tercio V. chagasii (CAIM 431 I) AJ3167199 98.9
R-600 1er tercio V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 99.1
R-657 1er tercio V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 99.3
s |RE77 o s V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 98.9
R-718 ler tercio V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 99.5
R-719 AL ¥ 38 V. chagasii (CAIM 4317) AJ316199 99.3
R-761 1er tercio V. chagasii (CAIM 431T) AJ3167199 99.3
D CAIM 1438 | 1er tercio V. chagasii (CAIM 431") AJ3167199 99.2
J CAIM 1115 [ 1er tercio V. chagasii (CAIM 431") AJ316199 89.5

En cursiva se observa el nimero de acceso a GenBank
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V.alginalyticus (X74690 X56576)
L V.natriegens (X74714)
V.parahaemolyticus (X74720 M59767 X56..,
O V.sp.nov.1 (CAIM 487)
O V.sp.nov.2 (CAIM 932T)
V.harveyl (AY74706 X56578 X74693)
T V.eampbelli (X56575)
gal V.rofiferianus (AJ440007)
V.diaholicus (X93762)
V.mytili (X99761)
— [.pelagia (AJ283802 X74722)
| oo V.fortis (AJ514916)
ss — O V.sp.nov.3 (CAIM 797T)
V.braslllensis (AJ316172)
V.nigripulchrituda (X74717)

64
e V.proteolyticus (X74723 X56579)
V.lubiashii (X74725)

g1 V.nereis (X74716)
V.hepatarius (AJ345063)
V.xuil (AJ316181)

B V.coralliilyticus (AJ440005)
?Evkneptunlus (AJ316171)

@ V.sp.nov.5 (CAIM 1437T)

V.hispanicus (AY254039)

V.orientalis (X74719)

® V.sp.nov.6 (R-339T)

V.mediterranei (X74710)
V.pectenicida (Y13830)

V.tapelis (Y08430)
V.chagasii (AJ3161399)
V.kanaloae (AJ316193)
V.splendidus (X74724)
V.crassostreae (AJ582808)
V.glgantis (AJ582810 CAIMZ5T)
V.pomerayi (AJ4581280)
V.cyclitrophicus (U57919)
V.ientus (AJZ278881)
V.tasmaniensis (AJ5149712)
[ [~ V.gazogenes (X74705)
81 L[—ﬂmgenas (AF124055)
V.ruber (AF462458)
9o — V.fluvialls (X74703 X76335)
88 E V.furnisii (X74704 X76336)
V.ponticus (AJG630103)
90 — L.anguillarum (X16895)
V.ordalii (X74718 X70641)
V.diazotrophicus (X56577 X74701)

V.navarrensis (X74715)
V.vulnificus (X76333 X56582 X74726)

V.ichthyoenteri (AJ437192 AJ421445)
V.scophthalmi (U46579)

V.aestuarianus (X74688)
V.pacinii (AJ316194)
V.cinglnnatiensis (X74698)

V.melschnikovil (X74717)

61

62

08
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86 V.ezurae (AY426980)
V.neonatus (AY426979)
V.halioticoli (ABO00390)
V.superstes (AY155585)
V agarivorans (AJ310647)
V.gallicus (AY257972)
V.fisheri (X70640)

a7 — V.wodanjs (AJ132227)

"m@ogel (X74708 AJ437616)

o8 V.salmonicida (X70643)
V.penaeicida (AJ421444 AJ437191)
Al V.rumoiensis (AB013297)
e O V.8p.110v.4 (CAIM 1643T)
99 P.frigidiphilum (AY5387483)
- P.profundum (D21226)
P.lipolyticum (AY554008)
® P.sp.nov. 1 (CAIM 1439T)
o3| —e4 — P.aplysiae (AY781193)
P.angustum (X74685 D25307)
P.llioplscarium (ABOQOZ78 AY643710)
ool P phosphoraum (X74687 AY341437)
— 09, P.dam selae.damselae (D25308 ABO32015 .,
P.damselae.piscicida (X78105 others)
P.leiognathi (X74686 D25309)
- P.ganghwense (AYS60847)
P halotolarans (AY551088)
P.eurnsenbergil (AJ842344)
a8 — 5.costicola (X74699 X95527)
29 [ S.costicola.alcallphilus (AJ640132)
L s.costicola.vallismortis (AF057016)
G hollisae (AJ514908 X74707 DQOEEI39)
E.coralii (AJB42343)
E.norvegicus (AJ437193)
82 V.calviensis (AF118021)

{- V.cholerae (X74695 Z21856)
agt V.mimicus (X74713)
E.coli

64

0.01

Figura 16.- Modelo propuesto del arbol filogenético basado en el metodo del vecino mas
cercano (neighbor-joining), usando la secuencia completa del gen 165 rARN (~1500 pb) de las
especies pertenecientes a la familia Vibrionaceae. La distancia fue obtenida empleando el
modelo de Jukes y Cantor. Los porcentajes de similitud se muestran después de 1000
simulaciones. 0.01 divergencia estimada de la secuencia. Las secuencias pertenecen a sus
respectivas cepas tipo. O, especies potencialmente nuevas pertenecientes a la coleccién CAIM.
» especies potencialmente nuevas reportadas en este estudio.El arbol filogenético se realizé
empleando el software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) Ver. 3.1
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Pruebas Bioguimicas

La caracterizacion bioguimica solo se realizé en aquellas cepas que se dificultd
su identificacion genémica o que amplificaron menos de ocho bandas por
(GTG)s-PCR, en total fueron 41 cepas. Esta caracterizacion bioquimica se
realizd para conocer si estas cepas pertenecen o no, al géenero Vibrio, con el
objeto de descartar del analisis de (GTG)s-PCR aquellas cepas que no

pertenezcan a este género.

Segun el manual para la determinacion bacteriolégica de Bergey (Holt ef al.,
1994) la mayoria de las bacterias que constituyen el género Vibrio son
principalmente bacilos Gram negativos, con motilidad dada por uno o mas
flagelos polares, son anaerobios facultativos y tienen un metabolismo
fermentativo de la glucosa con produccion de acido, son bacterias con oxidasa

positiva y son sensibles al agente vibrioestatico O/129.

La prueba de Gram mostré que ocho cepas (CAIM 1050, CAIM 1083, CAIM
1157, CAIM 1170, CAIM 1550, CAIM 1560, CAIM 1590 y CAIM 1667) son Gram
positivas (tabla 12) por lo que se descartaron de las siguientes cuatro pruebas
bioquimicas (oxidasa, sensibilidad al agente vibrioestatico O/129, motilidad y
6xido-fermentacion) y del analisis de (GTG)s-PCR. 33 cepas mostraron ser
bacilos Gram positivos, oxidasa positiva, sensibles al agente vibrioestatico
0/120, moviles y fermentaron la glucosa (tabla 12) por lo que fueron
consideradas, con base, en el manual para la determinacion bacteriologica de

Bergey (Holt et al., 1994) como pertenecientes al género Vibrio.
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Tabla 12.- Pruebas hioquimicas.

Sensibilidad 0/129
CAIM Gram Oxidasa | 10 ug 150 pg Motilidad | O-F glucosa
cm cm
755 | - bacilo + 0.7 1 * +
1050 | + coco - S - T
1088 | - bacilo + 1.9 24 &

1076 - bacilo + 0.5 1.5 + *
1078 | - bacilo * 1.3 22 + +
1083 | + coco - - oy o W
1132 - bacilo + 1.1 22 +

1135 | - badilo + 1.3 1.8 +

1157 | + coco - Bt G s Al
1163 | - bacilo + 0.5 1.3 + +
1170 | + coco = s —- iy S
1184 | - bacilo + 1.3 1.8 + +
1185 | - bacilo * 1.6 2 + %
1208 | - bacilo + 0.5 0.6 + +
1209 | - coco + 0.7 1.4 + +
1226 | - bacilo + 0.6 1.5 + +
1229 | - bacilo + 0.5 1 + +
1230 | - bacilo + 06 1.2 + +
1308 | - bacilo + 0.5 1.2 + *
1310 | - bacilo + 1 1.5 + +
1313 | = bacilo + 1.8 2 + *
1315 - bacilo + 1.3 21 + +
1317 | - bacilo - 1.8 2.2 + +
1318 | - bacilo + 16 2.2 + +
1320 | - bacilo * 1.8 2 + +
1382 | - bacilo + 0 0.7 + +
1383 | - bacilo + 15 2.3 + +
1444 [ - Dbacilo + 0.5 1.5 + +
1484 | - bacilo + 1.5 17 + +
1488 | - bacilo + 1.7 2 * +
1550 | + coco = s Cias G
1560 | + coco - RAEY s At i
1589 | - baello + 08 1.5 - +
15890 | + coco - e —— i gt
1594 | - bacilo + 17 2.5 - +
1888 | - cocobacilo + 0.5 0.7 + +
1599 | - bacilo + 05 1.6 + +
1625 | - Dbacilo + 28 4 + *
1632 | - bacilo + 1.8 2.2 + +

1667 | + coco - -—-- —— sl Sana
1672 | - bacilo + 1.3 i * . ol
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Analisis Ecol6gicos

La riqueza especifica de especies es el nimero total de especies obtenido por
censo en una comunidad (Moreno, 2001), este indice varié de siete a 13
especies identificadas en todas las zonas de estudio (Fig. 17). En total se
identificaron 22 especies de las cuales 86.4 % del total fueron identificadas en

el noroeste mexicano y el 59 % de éstas se identificaron en el delta del rio Ebro.

De las 18 especies identificadas en el noroeste mexicano, 16 pertenecen al
género Vibrio y dos al género Phofobacterium, ambos géneros representados
por 247 cepas. Mientras que en el delta del rio Ebro se identificaron 13

especies, todas pertenecientes al género Vibrio, representadas por 392 cepas.

14

13 | -

2 1 o o

1 | -. Ly

MNumero de especies

@ ~N @ © o
L 4
L 4
L2

ALF  BCI SIN BCS BCIl SON FAN SON| SON SONI
I v

Zonas de estudio

Figura 17.- Riqueza especifica por zona de estudio
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Figura 18.- Porcentaje de especies identificadas con respecto al total identificado por zona y con
respecto al total de todas las zonas.

De los ostiones provenientes de la granja “Ostricola Guevara S.A. de C.V.”
(SIN), ubicada en la Cruz de Elota, Sinaloa, fue una de las mas ricas con 12
especies identificadas, lo que representa el 66.7 % de las especies identificadas
en el noroeste mexicano y el 54.5 % de total de las especies identificadas (Fig.
18). Todas estas especies estan representadas por 46 cepas, empleando
(GTG)s-PCR 11 cepas aisladas de esta zona se identificaron como Vibrio sp.
(tabla 13). En esta granja se identifico a V. brasiliensis (dos cepas) como una
especie rara debido a que solo se registré en esta zona. La especie
predominante en esta zona fue V. rotiferianus (9 cepas). La temperatura
registrada en esta granja fue de 29 °C durante el verano y de 21 °C en el

invierno, y la salinidad del 34 %o durante el verano y 31 %o en el invierno.
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De la granja “Ostricola del Sol S.C de R.L." (SONI) ubicada Huatabampo,
Sonora se identificaron ocho especies lo que representa el 42 % de las
especies identificadas en el noroeste mexicano y el 36.4 % del total de especies
(Fig. 18). Todas estas especies representadas por 30 cepas, 10 cepas soélo se
identificaron como Vibrio sp. En esta granja predominaron V. campbellii (10
cepas) y Vibrio sp. nov. 1 (ocho cepas) (tabla 13). La temperatura que se
registrd durante la toma de las muestras fue de 30 °C durante el verano y de 13

°C durante el invierno, y la salinidad se registré en 35 %o en el verano e invierno.

En los ostiones provenientes del Instituto de Acuicultura del Estado de Sonora
(SONII), ubicado en Bahia de Kino, se registré una de las riguezas mas bajas
con siete especies identificadas lo que representa el 36.8 % de las especies
identificadas en el noroeste mexicano y el 31.8 % del total de especies
identificadas (Fig. 18). Estas especies estan representadas por 18 cepas, en
esta zona cinco cepas se identificaron como Vibrio sp. empleando (GTG)s-PCR
(tabla 13). La especie mas abundante en esta granja fue V. mediterranei (cinco
cepas). La temperatura fue de 29 °C durante el verano y 12 °C en el invierno,

mientras que la salinidad fue de 37 %o durante el verano y 35 %o en el invierno.

En la granja “S. C. P. P. E. Bahia San Jorge S. C. L" (SONIIl), ubicada en
Caborca, Sonora se identificaron 10 especies lo que representa el 53.6 % de las
especies identificadas en el noroeste mexicano y el 45.5 % del total de especies
identificadas (Fig. 18). Estas especies estan representadas por 20 cepas, de
esta zona seis cepas se identificaron como Vibrio sp. (tabla 12). De esta granja
se aislé una cepa identificada como V. splendidus, esta especie solo se aislo en
dos zonas BCI| y SONIIl. También se identificaron dos cepas como Vibrio sp.
nov. 5, esta especie so6lo se aislé en SON| y SONIII. La especie mas abundante

en esta granja fue V. campbellii (4 cepas). La temperatura registrada fue de 28

SRS ey
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°C en el verano y 15 °C durante el invierno, la salinidad de 34 %. en el verano y
33 %o en el invierno.

De la granja “Cooperativa Unica de Mujeres” (SONIV) ubicada en Puerto
Pefasco, Sonora se identificaron ocho especies, el 42.1 % del total de las
cepas identificadas en el noroeste mexicano y el 36.4 % del total de las
especies identificadas (Fig. 18). Estas especies estan representadas por 15
cepas, de esta zona 12 cepas se identificaron como Vibrio sp. (tabla 13). Se
identificaron dos cepas como V. ponticus, esta especie fue considerada como
rara en el Noroeste mexicano, debido a que esta especie solo se identificd en
esta granja, sin embargo, se identificaron cuatro cepas de V. ponticus que
fueron aisladas de la bahia Alfacs las cuales formaron el cluster 14, mientras
que las aisladas en el noroeste mexicano formaron el cluster 8 (Fig. 15) la
variabilidad genética de esta especie se discute mas adelante en la descripcion
de las especies identificadas.

Las especies mas abundantes en SONIV fueron V. campbelliiy V. chagasii con
3 cepas cada una. La temperatura registrada fue de 28 °C en el verano y de 15
°C durante el invierno, y la salinidad fue de 31 %o en el verano y 29 %o en el

invierno.

En la granja “Agromarinos S. A. de C. V." (BCI) ubicada en San Quintin, Baja
California se identificaron 12 especies lo que la hace una de las zonas mas
ricas del noroeste mexicano, lo que representa el 66.7 % de las especies
identificadas en el noroeste mexicano y el 54.5 % del total de especies
identificadas (Fig. 18). Estas especies estan representadas por 36 cepas, de
esta zona cinco cepas se identificaron como Vibrio sp. (tabla 13). Una cepa se
identificé como P. damselae, esta especie solo fue registrada en esta zona y en
BCS. La especie mas abundante en esta granja fue V. alginolyticus (nueve

cepas). La temperatura registrada en la granja durante el muestreo fue de 22 °C
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en el verano y 18 °C en el invierno, y la salinidad de 35 %o en el verano y 33 %o
en el invierno.

De la granja “Sol Azul S. A. de C. V." (BCIl) ubicada en Ensenada, Baja
California se identificaron 10 especies, lo que representa el 52.6 % de las
especies identificadas en el noroeste mexicano y el 45.5 % del total de especies
identificadas (Fig. 18). Todas estas especies estan representadas por 35 cepas,
~de esta zona solo dos cepas se identificaron como Vibrio sp. empleando
(GTG)s-PCR (tabla 13). La especie mas abundante en esta granja fue V.
chagasii (13 cepas). La temperatura registrada durante el muestreo fue de 24
°C en el verano y 18 °C en el invierno, y la salinidad fue de 33 %. en el verano y
32 %o en el invierno.

En la granja “Sol Azul S. A. de C. V.” (BCS) ubicada en Mulegé, Baja California
Sur se identificaron 11 especies, el 57.8 % de las cepas identificadas en el
noroeste mexicano y el 50 % del total de especies identificadas (Fig. 18). Todas
estas especies estan representadas por 47 cepas, solo dos cepas aisladas de
esta zona se identificaron como Vibrio sp. (tabla 13). Se identificd una cepa
como V. xuii, la cual se reportd6 como una especie rara. La especie mas
abundante en esta granja fue V. alginolyticus (16 cepas). La temperatura
registrada durante el muestreo fue de 24 °C en el verano y 18 °C en el invierno,

la salinidad de 32 %o en el verano y 31 %o en el invierno.

De los ostiones obtenidos en la bahia Alfacs en el delta del rio Ebro, Catalufia,
Espana; se identificaron 13 especies, el 100 % de las especies identificadas en
el delta del Ebro y el 59.1 % del total de especies identificadas (Fig. 18). Todas
estas especies estan representadas por 182 cepas. Esta zona es una de las
que presentd mayor riqueza alfa, aqui se encontraron todas las especies

reportadas en el delta del Ebro. También se encontraron tres especies raras: V.
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neptunius (siete cepas), Vibrio sp. nov. 4 (una cepa) y Vibrio sp. nov. & (cinco
cepas); estas especies no fueron identificadas en ninguna de las otras zonas
muestreadas. También se identificé una cepa como V. coralliilyticus, y cuatro
cepas como V. ponticus también reportada en SONIV. Sin duda ambas
especies son raras en el delta del Ebro. En esa zona las especies mas
abundantes fueron: V. chagasii (60 cepas), V. rotiferianus (53 cepas), V. harveyi
(15 cepas) y V. mediterranei (14 cepas). De esta zona 23 cepas se identificaron
como Vibrio sp empleando (GTG)s-PCR (tabla 13). La temperatura regi's.trada
durante el muestreo fue de 22 °C y la salinidad de 32 %o.

De los ostiones obtenidos en la bahia Fangar (FAN) en el delta del rio Ebro,
Catalufia, Espafa se identificaron ocho especies, que representan el 61.5 % de
las especie identificadas en el delta del Ebro y el 36.4 % del total de especies
identificadas (Fig. 18). Todas estas especies estan representadas por 210
cepas, solo 16 cepas aisladas de esta zona se identificaron como Vibrio sp.
empleando (GTG)s-PCR (tabla 13). Esta zona fue una de las mas pobres en
cuanto al numero de especies identificadas, sin embargo, se identificaron a V.
chagasii (119 cepas) y V. harveyi (34 cepas) como las especies mas
abundantes de todas las zonas de estudio.

Vibrio mediterranei, V. alginolyticus y V. harveyi han sido especies reportadas
como parte de la flora bacteriana de ostiones y otros moluscos bivalvos
cultivados en el delta del Ebro y en zonas ostricolas cercanas al delta del Ebro
(Montilla et al., 1995; Pujalte et al., 1999; Arias et al., 1999), estas mismas
especies también se encontraron en los ostiones analizados en este trabajo. En
el trabajo de Montilla et al. (1995), reportan la presencia de V. cholerae y V.
parahaemolyticus en los moluscos cultivados en el delta del Ebro, sin embargo,
estas especies no fueron identificadas en los ostiones procedentes del delta
Ebro analizados es este estudio.
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Montilla et al., (1994; 1995) aislaron durante un afo (Noviembre 1989 a
Noviembre 1990), caracterizaron e identificaron 380 cepas bacterianas
procedentes de mejillén, almeja, ostras y ostion cultivados en las bahias Alfacs
y Fangar en el delta del rio Ebro. Los autores reportan que las cepas fueron
identificadas por pruebas bioguimicas y por electroforesis proteica, y reportan
17 especies pertenecientes al género Vibrio, también reportan cepas
identificadas como Aeromonas sp. (siete cepas) y Plesiomonas sp. (10 cepas).
- Los autores reportan una riqueza especifica mayor a la reportada en nuestro
trabajo, sin embargo, esta diferencia puede ser explicada porque Montilla y
colaboradores muestrearon durante un afo diversas especies de moluscos
bivalvos y por los métodos de tipificacion bacteriana empleados en ambos

estudios.

En resumen, en el noroeste mexicano se identificaron nueve especies
pertenecientes a la familia Vibrionaceae (P. damselae, V. brasiliensis, V.
cyclitrophicus, V. gigantis, V. parahaemolyticus, V. splendidus, V. xuii, Vibrio sp.
nov. 5y Photobacterium sp. nov. 1) como exclusivas de esta region geografica,
es decir, ninguna de ‘estas especies se identificaron en las bahias del delta del
rio Ebro. Mientras que en el delta del Ebro s6lo se identificaron tres especies de
la familia Vibrionaceae como exclusivas de esta zona (V. coralliilyticus, Vibrio
sp. nov, 4 y Vibrio sp. nov. 6). Los ostiones C. gigas cultivados en ambas
regiones geograficas comparten una flora bacteriana de 10 especies
pertenecientes a la familia Vibrionaceae: V. alginolyticus, V. campbellii, V.
chagasii, V. fortis, V. harveyi, V. mediterranei, V. neptunius, V. ponticus, V.

rotiferianus y Vibrio sp. nov. 1.

Estos resultados demuestran que los ostiones cultivados en el noroeste
mexicano tienen una riqueza bacteriana especifica mayor a la de los ostiones

cultivados en el delta del rio Ebro, sin embargo, los ostiones de ambas regiones
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comparten muchas especies de vibrios. Urakawa y Rivera, (2005) mencionan
de las especies de Vibrio se encuentran distribuidas en la mayoria de los
ambientes acuaticos del mundo, y que la variacién de las poblaciones de vibrios
en las regiones tropicales y subropicales es baja. La riqueza mostrada en el
noroeste de mexicano puede ser explicada por que sus aguas tienen una mayor
influencia tropical que las aguas del mar mediterraneo. Sin embargo, cabe
destacar la falta de una analisis comparativo entre ambas regiones se debe
principalmente a que ambas regiones presentan caracteristicas ambientales,
manejo de las zonas de cultivo, entre otras, muy diferentes, sin mencionar el
noroeste mexicano se muestrearon mas zonas y la extension geografica que
representa cada region.
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Vibrios Identificados Durante el Verano e Invierno

Durante los muestreos se registréd la temperatura y salinidad en todas las zonas
muestreadas. Cabanillas (2005), reporta que debido a que las condiciones
ambientales registradas durante los muestreos de Noviembre del 2003 vy
Septiembre del 2004 fueron muy similares, ambas se registraron como datos de
verano, mientras que el muestreo de Febrero del 2004 se registré como
invierno.

Las bahias de Alfacs y Fangar se muestrearon durante los meses de
Septiembre y Octubre del 2005, respectivamente. Debido a que solo se

muestreo una sola vez en esta zona geografica no se incluye en este analisis.

Durante el verano se identificaron mas cepas como V. campbellii, V. chagasii,
V. cyclitrophicus, V. gigantis, V. harveyi, V. mediterranei, V. parahaemolyticus y
V. rotiferianus que en el invierno. Sin embargo, V. alginolyticus, Vibrio nov. sp. 1
y Vibrio nov. sp. 5 fueron mas abundantes durante el invierno (Fig. 19), algunos
autores coinciden en que este fendmeno se debe a que el incremento de la
temperatura esta directamente relacionado con el incremento de las
poblaciones de las especies de vibrios (Urakawa y Rivera, 2006). La
temperatura optima para el crecimiento de V. alginolyticus es de 22 a 37 °C, sin
embargo, se ha reportado su crecimiento a una temperatura de 8 °C (Blake et
al., 1980), la temperatura minima durante el invierno de las zonas donde se
detecto esta bacteria fue de 18 °C, lo que explica la abundante presencia de
este microorganismo en comparaciéon con las demas especies aisladas durante
el invierno.

Por otro lado, P. damselae, V. brasiliensis y V. ponticus solo se presentaron en
los ostiones cultivados durante el verano y V. splendidus y V. xuii solo se

identifico en los ostiones cultivados durante el invierno (Fig. 19).
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Figura 19. Especies identificadas durante el verano e invierno en el noroeste mexicano.

Descripcién de Especies |dentificadas

Photobacterium

P. damselae (cluster 12). Fueron identificadas dos cepas por (GTG)s-PCR las
cuales fueron aisladas de las zonas BC| y BCS. La identificacion de estas cepas
sélo pudo realizarse cuando fueron analizadas en conjunto con toda la base de

datos.

Photobacterium sp. nov. 1 (cluster 15). Cluster compuesto por cuatro cepas
que podrian representar una nueva especie debido a su baja similitud en la
secuencia del gen 16S rARN. La cepa CAIM 1439" fue seleccionada como la
cepa tipo, mostré una similitud del 97.0 % con P. frigidiphilum (AY538749) en la
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secuencia del 16S rARN. De este cluster también se secuenci6 el gen completo
16S rARN de la cepa CAIM 1206 propuesta como cepa de referencia, esta
secuencia mostré una similitud del 99.7 % con la cepa tipo (CAIM 14397)
propuesta en este estudio.

Las cuatro cepas fueron aisladas de diversas zonas del noroeste mexicano:
CAIM 1439" se aislé en la zona BCII, CAIM 1206 en SIN, CAIM 1119 en BCS y
CAIM 1030 en BCIl. No se registré ningln aislado de las zonas del delta del
. Ebro.

Vibrio

V. alginolyticus (cluster 29). Se identificaron 40 aislados por (GTG)s-PCR, la
cepa tipo (CAIM 516", =LMG 4409") que describe a esta especie se alojé en el
cluster. La cepa CAIM 1219 (grupo F) no se alojé a ningun cluster, sin embargo
presentd una similitud del 44.0 % al cluster 29,

Treinta y siete cepas se aislaron en el noroeste mexicano: nueve cepas de la
zona BCI, tres en BCII, 16 en BCS, seis en SIN, una en SONIIl y dos en SONIV,
Solamente se obtuvieron tres cepas de ostiones cultivados en el delta del Ebro:
dos cepas en la zona FAN y una en ALF.

La presencia de esta especie en C. gigas como parte de su flora es de especial
importancia, ya que se ha reportado un patdégeno oportunista que provoca
severas mortalidades en los cultivos larvarios (incluyendo C. gigas) (Paillard et
al., 2004). La enfermedad producida es conocida como necrosis baciliar, la cual
se caracteriza por la desfoliacion y la pérdida de células epiteliales (Paillard et
al., 2004).

Debido a que son muy escasos los trabajos de tipificacion bacteriana en

México, esta especie no es comunmente reportada, sin embargo, Gomez-Gil et
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al., 2006 (en prensa), aislaron 11 cepas de V. alginolyticus a partir de érganos
internos (higado, rifidn y bazo) y lesiones externas de pargo (Lutjanus guttatus)
enfermos cultivado en jaulas flotantes en Manzanillo, Colima y de organismos

silvestres procedentes de Mazatlan, Sinaloa.

Motilla et al. (1994) aislaron V. alginolyticus de ostiones (incluyendo C. gigas)
cultivado en el delta del Ebro usando agar TCBS, no reportaron anomalias en
-los organismos hospederos. Esta especie también ha sido reportada en otras

zonas costeras del mediterraneo (Pujalte et al., 1999; Dumontet et al., 2000).

V. brasiliensis (cluster 10). Se identificaron dos cepas (CAIM 800 y CAIM 804)
ambas fueron aisladas en la zona SIN. Esta especie puede ser considerada
como rara ya que sélo se identifico en esta zona. La identificacion de ambas
cepas se realizd cuando fueron analizadas con toda la base de datos. V.
brasiliensis es un taxén que fue descrito recientemente por Thompson et al.

(2003c), quienes lo aislaron de larvas de Nodipecten nodosus en Brasil.

V. campbellii (clusters 4 y 5). Se identificaron 52 aislados, distribuidos cuatro
en el cluster 4 y 31 en el cluster 5, en este ultimo se agruparon la cepa tipo
(CAIM 519" =ATCC 25920") y 4 cepas de referencia (CAIM 113, CAIM 128 =R-
16623, CAIM 372 y CAIM 415 =LMG 21361), un aislado se agrupo en el cluster
7. Aunque el nivel de similitud fue alto, 16 aislados no formaron clusters; cuatro
aislados se alojaron en el grupo A, uno en el grupo B, uno en el grupo C, cuatro
en el grupo G, cuatro en grupo | y dos en el grupo F. Todos estos aislados
fueron identificados con toda la base de datos mostrando una alta similitud por
(GTG)s-PCR. Se observé luminiscencia en 10 cepas identificadas como V.
campbellii (CAIM 1043, CAIM 1045, R-290, R-298, R-353, R-376, R-503, R-633
y R-634).




Estudio taxondmico de bacterias del género Vibrio aisladas de ostion 104

Gomez-Gil et al. (2003, 2004) demostraron que V. campbellii es una especie
muy heterogénea mostrando fenotipos casi indistinguibles a los de V. harveyi y
V. rotiferianus. Los autores demostraron también que la similitud del gen 16S
rARN de estas tres especies es mayor al 69 % y la reasociacion ADN-ADN fue
del 70 %, sin embargo, Thompson ef al. (2007) mencionan que estas especies
pueden ser claramente diferenciadas por AFLP. Los resultados de este estudio
demuestran que (GTG)s-PCR puede diferenciar claramente V. campbellii de V.
~harveyi y V. rofiferianus, sin embargo también demuestra la heterogeneidad

genotipica de |a especie.

Estudios recientes de diversidad de vibrios asociados con el blanquecimiento
del coral en arrecifes coralinos de Australia y Hawai indican que V. campbellii
puede estar involucrado en estos procesos (Thompson et al., 2004a). Por otro
lado, esta especie ha sido aislada del higado, rifién, bazo y de lesiones
externas de pargos (Lutjanus guttatus) (Gomez-Gil et al., 2006, en prensa), sin

embargo, su accién patologica en estos peces aun no ha sido esclarecida.

V. campbellii se aislé de todas las zonas de estudio: una cepa de BCI, dos de

BCIl, dos de BCS, seis de SIN 10 de SON, cuatro de SONII, cuatro de SONIII,
una de SONIV, 14 de ALF y ocho de FAN.

V. chagasii (clusters 23, 31 y 32). Se identificaron 215 cepas las cuales
formaron 3 clusters principales. En el cluster 23 se alojaron 22 cepas, de este
cluster se seleccionaron tres cepas (CAIM 964, CAIM 1108 y CAIM 1143) a las
cuales se les secuencio el primer tercio del 16S rARN mostrando una similitud
mayor al 98.0 % con la cepa tipo (CAIM 431" =LMG 21353"). En el cluster 31 se
alojaron 75 cepas, de aqui fueron seleccionadas cinco cepas (R412, R550, R-
559, R-571 y R-753) para secuenciarles el primer tercio 16S rARN mostrando
una similitud mayor al 98.6 %, otras dos cepas (R-381 y R-410) se les
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secuencio el 16S rARN completo (99.6 %). En el cluster 32 se alojaron 93
cepas, de las cuales se seleccionaron cinco cepas (R-554, R-600), R-657, R-718
y R-761) para secuenciarles el primer tercio 16S rARN, la similitud mostrada fue
superior al 98.9 %, las cepas R-677 y R-719 pertenecientes a este cluster se les
secuencio el primer y tercer tercio del 16S rARN, la similitud fue mayor al 98.9
% con respecto a la cepa tipo. Tres cepas identificadas como V. chagasii se
alojaron en otros clusters: CAIM 1066 alojada en el cluster 7, CAIM 1130 en el
cluster 20 y CAIM 1165 en el cluster 5, estas cepas mostraron una alta similitud
(47.0 %, 51.7 % y 47.7% respectivamente) a los clusters que identificaron a
esta especie por (GTG)s-PCR. Otras 22 cepas identificadas como V. chagasii
no se agruparon a ningun cluster, cayeron dispersas en todo el dendrograma, a
tres de estas cepas les fue secuenciado el primer tercio 16S rARN mostrando
una alta similitud (99 %) a la cepa tipo y el resto pudieron ser identificadas con

la base de datos completa.

Se registré luminiscencia en siete cepas identificadas como V. chagasii (R-467,
R-499, R-506, R592, R599. R-670 y R-693).

V. chagasii se aislo en todas las zonas de cultivo, en el noroeste mexicano se
aislaron 13 cepas de BCI, siete de BCS, cuatro de BCI, tres de SIN, SONIII y
SONIV respectivamente, en la zona SONI sélo se aisl6 una cepa. Mientras que
en el delta del Ebro esta especie fue una de las mas predominantes
representando el 29 % (60 cepas) del total de las cepas identificadas en la zona
ALF, y el 52 % (119 cepas) del total de cepas identificadas en la zona FAN.

V. chagasii fue descrita hace poco tiempo por Thompson et al. (2003b), los
autores mencionan que esta especie tiene una similitud en la secuencia del 165
rARN mayor al 99 % con V. kanaloae y V. pomeroyi y por AFLP mayor al 97 4

%, mostrando las tres especies una fuerte similitud a V. splendidus. Sin
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embargo, el estatus de nueva especie se lo dio la hibridacion ADN-ADN
mostrando una similitud del 72 % con V. kanaloae y V. pomeroyi, y menor al 65
% con otras especies de vibrios. Esto explica la heterogeneidad que presenta V.
chagasii en este analisis, esta heterogeneidad tambiéen fue observada cuando
miembros de esta especie fueron analizados por AFLP (Thompson et al., 2001;
Thompson et al, 2003b). Los resultados de este estudio sugieren que

probablemente V. chagasii estd compuesta por una o varias subespecies.

V. coralliilyticus (grupo G). Una cepa (R347) fue aislada de ALF. La
identificacion se realizé con toda la base de datos. Esta especie es un patogeno
de coral (Pocillopora damicornis) causando dafio del tejido en el hospedero
cuando la temperatura sobrepasa los 25 °C, se ha reportado que la bacteria
esta presente en diferentes hospederos, incluyendo larvas de bivalvos (Ben-
Haim et al., 2003).

V. cyclotrophicus (cluster 2). Nueve cepas fueron identificadas, de éstas siete
cepas formaron el cluster 2. Sin embargo, dos cepas se alojaron en el cluster 31
el cual se identifico como V. chagasii. La identificacion de V. cyclotrophicus se
realizd con toda la base de datos mostrando una fuerte similitud por (GTG)s-
PCR y formando en ese analisis un solo cluster.

Todas las cepas fueron aisladas del noroeste mexicano: tres cepas de la zona
SONIII, dos en BCS y una en BCI, BCII, SIN, SONII.

V. fortis (clusters 20 y 22). 17 cepas formaron 2 clusters, cada uno con una
cepa de referencia; CAIM 631 (=LMG 21560) en el cluster 20, y CAIM 633
(=LMG 21562) en el cluster 22. La inclusion de la cepa tipo CAIM 629" (=LMG

21557") no mejord la resolucién de estos clusters, por lo contrario, la cepa tipo
no se alojé en ningun cluster.
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V. fortis ha sido reportada como una especie genotipicamente variable
formando 2 clusters en analisis por AFLP (Thompson et al., 2003a). Los mismos
resultados que se reportan en este trabajo se observaron con cepas aisladas de
pargo cuando fueron analizadas por (GTG)s-PCR (Gomez-Gil ef al., 2006, en
prensa). V. fortis y V. pelagius son especies relacionadas por el gen 16S rARN
(98.8 %) y por hibridacion ADN-ADN (65 %) (Thompson et al., 2003a). Los
resultados de este estudio y los de Gomez-Gil ef al. (2006, en prensa), sugieren
- que es indispensable |a realizacion de mas analisis de tipificacion e hibridacion
DNA-DNA con mas cepas que esclarezca si este taxon se encuentra formado
por una nueva especie o por una subespecie.

Vibrio fortis se aislé en tres zonas del noroeste mexicano: dos cepas en la zona
SIN, una en SONI y SONIII. Mientras que en el delta del Ebro se aislaron cinco
cepas en la zona ALF y ocho en FAN.

V. gigantis (clusters 1 y 9; grupo Q). 10 cepas fueron identificadas formando
dos clusters y un grupo; seis cepas formaron el cluster 1, del cual se seleccioné
una cepa (CAIM 1129) para secuenciarle el primer tercio del 16S rARN
mostrando una similitud del 99.1 % con la cepa tipo de V. gigantis (CAIM 25"
=LMG 22741"). Las dos cepas que formaron el cluster 9 fueron secuenciadas
del 16S rARN: a CAIM 1441 el primer tercio y CAIM 1442 el primer y tercer
tercio, ambas mostraron una similitud del 100 % con respecto a la cepa tipo.
Las cepas CAIM 1099 y CAIM 1481 no se agruparon a ningun cluster
alojandose en el grupo Q. Sin embargo todas estas cepas formaron un solo

clusters consistente cuando fueron analizadas con toda la base de datos.

V. gigantis es muy similar a V. splendidus (98 % en el gen 16S rARN) (Le
Roux et al., 2005). Sin embargo, otros estudios han demostrado que técnicas
de tipificacion como AFLP logra diferenciar facilmente V. gigantis de las

especies mas cercanas de vibrios (Thompson et al., 2001).
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La secuencia del gen 16S rARN de la cepa tipo que describe a la V. gigantis se
reportd incompleta en la base de datos de GenBank, lo que dificulté la
identificacion, debido a que la regién faltante muestra una regién variable
importante, por lo que en este estudio se secuencié nuevamente todo el gen
16S rARN de la cepa tipo V. gigantis (CAIM 25" =LMG 22741"),

Esta especie ha sido aislada de ostiones enfermos cultivados en el norte de
- Francia y reportada como causante de mortalidades en C. gigas (Le Roux ef al.,
2004), sin embargo su accion patolégica aln no ha sido del todo esclarecida.
Esta especie solo se aislé en el noroeste mexicano: seis cepas en la zona BCI,
dos en BCIll y una en SONIII.

V. harveyi (Cluster 30). Se identificaron 65 cepas, la mayoria se agruparon en
el cluster 30 (60 cepas) en el que también se incluyeron la cepa tipo (CAIM 5137
= LMG 4044") y dos cepas de referencia (CAIM 330 =LMG 7890, CAIM 529
=LMG 19643T). La cepa CAIM 1095 se aloj6 en el cluster 8 y la R611 en el
cluster 32, tres cepas no se agruparon en ningun cluster (CAIM 1614 en el
grupo E, CAIM 1091 en el grupo | y R380 en el grupo J), estas cinco cepas se
agruparon en el cluster que identifica a V. harveyi cuando se analizaron con
toda la base de datos.

V. harveyi s6lo se aisld en seis zonas del noroeste mexicano: dos cepas en
BCI, una en BCII, seis en SIN, cuatro en SONI, dos en SONII y cuatro en
SONIV. Mientras que en el delta del Ebro se aislaron en ambas zonas: 15
cepas en ALF y 34 en FAN.

Vibrio harveyi ha sido frecuentemente aislada de moluscos bivalvos (incluyendo
C. gigas) durante el verano en la costas espariolas del mar mediterraneo (Arias

et al., 1999; Pujalte et al., 1999). Esta especie es uno de los principales

et e na
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patogenos de camarones (principalmente Litopenaeus vannamei), causando
también mortalidades en los estadios larvarios de peces y moluscos (Thompson
et al., 2004a). Recientemente, esta especie fue aislada higado, rifidn, bazo de
pargos sanos y de lesiones externas de pargos enfermos capturados en el
noroeste mexicano (Gomez-Gil et al., 2006, en prensa). Sin embargo, la accién
patolégica de esta especie sobre C. gigas es muy poco conocida.

V. mediterranei (clusters 24, 26 y 27). Se identificaron 45 cepas distribuidas en
tres clusters principales: cuatro cepas en el cluster 24, 16 en el cluster 26; del
cual se seleccionaron dos cepas (R-841 y R-606) para secuenciar el primer
tercio del 16S rARN; ambas secuencias mostraron una similitud del 99.3 % con
la cepa tipo (CAIM 316" =LGM 11258") quien describe a esta especie, y en el
cluster 27 se agruparon 23 cepas; en este cluster también se agrupd la cepa
tipo CAIM 316" =LGM 11258'". Dos cepas cayeron en otros clusters, sin
embargo estas se agruparon mostrando una fuerte similitud por (GTG)s-PCR.

Se registro luminiscencia en una cepa (R-606).

Esta especie fue aislada de todas la zonas estudiadas: dos cepas se aislaron
en BCI, tres en BCII, seis en BCS, dos en SIN, dos en SONI, cinco en SONII,
dos en SONIIl y tres en SONIV, esto en el noroeste mexicano. Mientras que el
delta del Ebro se aislaron 14 cepas en ALF y seis en FAN. Esta especie ha sido
frecuentemente aislada en las costas del mediterraneo durante el verano (Arias
et al., 1999; Pujalte et al., 1999). Recientemente se aislaron cuatro cepas de
pargos en el noroeste mexicano (Gomez-Gil et al.,, 2006, en prensa). Esta
especie también ha sido reportada como causante de blanquecimiento del
coral, dependiendo su patogenicidad de la temperatura (Thompson et al,
2004a)

o - e T ——
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V. neptunius (cluster 19). Se identificaron siete cepas, en el cluster se agrupo
la cepa tipo (CAIM 5327 =LMG 20536') que describe a la especie, también se
secuencio el primer tercio del 16S rARN de dos cepas (CAIM 356 y CAIM 358)
ambas mostraron una similitud del 100 % y 99.7%, respectivamente, con la
cepa tipo. Todas las cepas fueron aisladas en la zona ALF, no se identifico esta
especie en ninguna otra de las zonas estudiadas. Esta especie ha sido
identificada recientemente por Thompson et al. (2003c), los autores la aislaron
de rotiferos (Brachionus plicatilis), larvas de bivalvos (Nodipecten nodosus) y
larvas de rodaballo (Scophthalmus maximus).

V. parahaemolyticus (cluster 21). Se identificaron siete cepas, en el cluster
formado se alojé la cepa tipo (CAIM 320" =LMG 2850") que describe a esta
especie. Esta especie sélo se aislé en el noroeste mexicano: tres cepas en la
zona BCI, dos en BCll y dos en SIN,

V. parahaemolyticus se encuentra ampliamente distribuida en ambientes
marinos y estuarinos, y ha sido reportada como parte de la flora bacteriana
normal de un gran nimero de especies marinas, incluyendo C. gigas (DePaola
et al., 1990; DePaola et al., 2000). La poblacién microbiana de esta especie se
ve afectada por cambios en la temperatura, salinidad, disposicién de nutrientes
y la asociacién con organismos marinos (Heitmann ef al., 2005).

Esta especie es ampliamente conocida por su patogenicidad en humanos,
provocando principalmente gastroenteritis, sin embargo, la posesion de dos
genes (tdh y trh) le confieren esta propiedad (Marshall ef al., 1999; FDA, 2000).
Se ha reportado que C. gigas es uno de los principales vectores de la
enfermedad debido principalmente al consumo crudo de este molusco (FDA,
2000).
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En el 2003 y 2004 se reportaron mas de 1230 casos de gastroenteritis en el sur
del estado de Sinaloa, provocada por la ingesta de camarén crudo o mal cocido
procedente del complejo lagunar Huizache-Caimanero, en el mismo estado
(Cabanillas et al., 2006). Los mismos autores demostraron que el agente causal

de esta enfermedad fue la cepa pandémica O3:K6 V. parahaemolyticus.

Aunque muchos autores reportan a C. gigas como uno de los principales
vectores de este patogeno a humanos, en la regiéon no se han reportado casos
de intoxicacion por el consumo de este molusco, probablemente debido a que
en la region la ostricultura en este complejo lagunar no es actividad
comunmente practicada. Por otro lado, es claro que en los ostiones analizados
en este estudio, esta especie fue una de las menos frecuentes y la cepa
pandemica no se registré, por lo que la probabilidad de una intoxicacion por el
consumo de este molusco es relativamente baja, sin embargo, es de vital

importancia mantener un constante monitoreo de esté patégeno en la regién.

Esta especie no se registro en los ostiones cultivados en el delta del rio Ebro,
sin embargo, varios autores han reportado que V. parahaemolyticus ha sido
aislado, auque no con mucha frecuencia, de ostiones cultivados en el delta del
Ebro durante el verano (Montilla et al., 1994; Montilla et al., 1995; Arias et al.,
1999; Pujalte et al., 1999). Algunos autores coinciden en que la baja presencia
de V. parahaemolyticus en ostiones y agua de las costas del mar Mediterraneo,
se debe principalmente a que la salinidad de esté es alta, en comparacion a los
sistemas estuarinos preferentes por esta especie (Arias ef al.,, 1999; Pujalte et
al., 1999).

V. ponticus (clusters 8 y 14). Se identificaron seis cepas; en el cluster 8 se
agruparon dos cepas, también se alojé la cepa tipo (CAIM 17317 =CECT 5869")

que describe a la especie; en el cluster 14 se agruparon cuatro cepas de las
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cuales a una cepa (R-306) se le secuencio el primer tercio del 16S rARN
mostrando un similitud del 99,7 % con la cepa tipo. Esta especie se aisld en dos
zonas: en la zona ALF se aislaron cuatro cepas, mismas que formaron el cluster
14 y dos cepas que fueron aisladas de SON |V las cuales formaron el cluster 8.

Gomez-Gil et al. (2006, en prensa), aislaron bacterias de pargos identificandola
como V. ponticus por 16S rARN (98.7 %). Sin embargo, V. ponticus es una
. especie que se describid recientemente por Macian et al. (2004), los autores la
aislaron de agua de mar, mejillon y dorada (Sparus aurata) en las costas del
mar mediterraneo de Espafia. Los autores mencionan que esta especie tiene
una similitud en el gen 16S rARN con V. fluvilis y V. furnissii del 97.1 % y 97.3
%, respectivamente. Sin embargo, mostré una baja similitud en la hibridacion
ADN-ADN, menor al 17 %. La fuerte similitud en el 16S con otras especies de
vibrios y la formacién de dos clusters por (GTG)s, hacen necesario la realizacion
de otras técnicas de tipificacion sobre mas cepas identificadas como V.
ponticus, para esclarecer si las cepas aisladas en el noroeste mexicano son una
especie nueva o una subespecie.

V. rotiferianus (clusters 7, 11 y 28). Se identificaron 113 cepas distribuidas en
tres clusters: en el cluster 7 se agruparon 17 cepas, en el cluster 11 se
agruparon tres cepas, y en el cluster 28 se agruparon 81 cepas; de este Ultimo
se selecciond una cepa (CAIM 1445) para secuenciar el primer tercio del 16S
rARN mostrando una similitud del 99.5 %, ademas aqui se aloj6 la cepa tipo
(CAIM 577" =LGM 21460"). 12 cepas cayeron dispersas en diferentes grupos
(A, E, F, G, I, JyL) toda ellas mostraron una fuerte similitud (>42) por (GTG)s-
PCR. V. rotiferianus es muy similar (16S rARN) a V. campbellii (99.8 %) y V.
harveyi (99.1 %) (Gomez-Gil ef al., 2003). Sin embargo, técnicas de tipificacién
gendmica como rep-PCR y FAFLP pueden distinguir claramente estos taxa

(Gomez-Gil et al., 2004). Los resultados de este estudio demuestran que estos
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taxa pueden ser diferenciados por (GTG)s-PCR, sin embargo, la formacion de
varios clusters y el que varias cepas hayan distribuido en varios grupos del
dendrograma sugieren que probablemente esta especie puede estar compuesta
de una o varias subespecies.

Se registrd luminiscencia en cinco cepas identificadas como V. rotiferianus
(CAIM 1117, R 311, R-377, R-575 y R-683).

Esta especie se aislé en casi todas las zonas de estudio: tres cepas en BClI,
siete en BCII, cuatro en BCS, nueve en SIN, tres en SONI, una en SONI| y dos
en SONIV. En el delta del Ebro fue una de las especies que mas se identifico;
en ALF el 26 % (53 cepas) de las cepas, mientras que en el FAN fue el 14 %

(31 cepas) de total de las cepas identificadas en esta zona.

V. splendidus (cluster 3). Se identificaron tres cepas, se secuencid el primer
tercio del 16S rARN de una de estas cepas (CAIM 1479) mostrando una
similitud del 98.9 % con respecto a la cepa tipo (CAIM 319" =LGM 190317).

Dos cepas se aislaron de la zona BCI y una de SONIII.

V. splendidus ha sido responsable de severas mortalidades de C. gigas (10 al
80 % del stock de produccion) en el norte de Francia durante todos los veranos
de la ultima década (Lacoste et al., 2001).

En los 90's se reportaron mortalidades masivas de ostion en el estado de Baja
California Sur y Sonora (Caceres-Martinez, 2003). Los esfuerzos gue se
hicieron para esclarecer la causa de las mortalidades fueron insuficientes, solo
se reportaron dos trabajos por Vazquez-Yeomans et al., (2004a; 2004b), en los
que los autores no pudieron esclarecer el agente causal de las mortalidades. La

presencia reportada en este estudio de V. splendius en C. gigas cultivado en el
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noroeste mexicano puede servir como un elemento importante para elucidar
estas mortalidades. Sin embargo, actuaimente no se encontraron estudios que
reporten mortalidades anormales en los cultivos de ostién del noroeste

mexicano.

V. xuii (cluster 18). Sélo se identifico una cepa (CAIM 1485), la cepa tipo (CAIM
467" =LMG 21346") que describe a la especie mostré una similitud del 62.1 %
por (GTG)s-PCR. La cepa se aisl6 en la zona BCS. Esta especie ha sido aislada

recientemente de moluscos bivalvos (Thompson ef al., 2003c).

Especies de Vibrios Potencialmente Nuevas

Vibrio sp. nov. 1 (cluster 6). Se identificaron 31 cepas, las cuales formaron un
cluster de 27 cepas del cual se seleccionaron tres cepas a las que se les
secuencio el gen 16S rARN completo (CAIM 1569, 98.3 % y CAIM 1683, 98.1
%. CAIM 1653, 98.8 %), a otra cepa se le secuencid el primer tercio (CAIM
1621, 97.2 %). Todas estas secuencias fueron comparadas con la que propone
como tipo (CAIM 48", aislada de agua de mar en Mazatlan, Sinaloa). La cepa
tipo propuesta para la descripcion de esta especie tiene una similitud en el 16S
rARN del 98.1 % con V. alginolyticus | V. parahaemalyticus (Gomez-Gil et al.,
2006 en prensa). La cepa CAIM 1683 es propuesta como cepa de referencia.
Cuatro cepas se alojaron en los grupos R y T, pero mostraron una fuerte
similitud por (GTG)s-PCR.

Todas las cepas fueron aisladas de casi todas la zonas de estudio del noroeste
mexicano: una cepa de aislé en BCI, seis en BCS, seis en SIN, ocho en SONI,
tres en SONII, dos en SONIIl y una en SONIV. Del delta del Ebro se aislaron

cuatro cepas, dos en ALF y dos en FAN.
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Vibrio sp. nov. 4 (cluster 13). Sélo se identifico una cepa (R-397) cuado se
analizd con la base de datos completa. R-397 mostré una similitud del 50.0 %
por (GTG)s-PCR con las cepas CAIM 1349 y CAIM 1565 que fueron aisladas de
pargos, e identificada como una especie potencialmente nueva (Vibrio sp. nov.
4) (Gomez-Gil et al., 2006, en prensa). La cepa R397 fue aislada en la zona
ALF, en el delta del Ebro.

Vibrio sp. nov. 5 (cluster 16). Se identificaron cuatro cepas, la cepa CAIM
14377 propuesta como cepa tipo tiene una similitud en el 16S rARN del 97.0 %
con V. hispanicus (CAIM 5257 =LGM 13240"). Las cepas fueron aisladas del
noroeste mexicano: tres cepas de la zona SONII| y una de SONI.

Vibrio sp. nov. 6 (cluster 17 y cluster 25). Se identificaron 5 cepas, las cuales
formaron dos clusters: el cluster 17 con dos cepas y el 25 con tres cepas. De
este Gltimo se secuencié la cepa R339" propuesta como cepa tipo mostrando
una similitud del 98.5 % con V. mediterranei (CAIM 316" =LGM 11258").
(GTG)s-PCR diferencié claramente Vibrio sp. nov. 6 de V. mediterranei. Todas
las cepas fueron aisladas en la zona ALF, en el delta del Ebro.

Vibrio sp.

Noventa y dos cepas solo fueron identificadas como pertenecientes al género
Vibrio. La mayoria formaron grupos en el dendrograma, sin embargo varias
cepas se alojaron en diversos clusters mostrando una baja similitud (GTG)s-
PCR con las cepas que formaron esos clusters, lo mismo se observé cuando se
analizaron con toda la base de datos. Sin embargo, estas cepas generaron un
patron de bandas mayor a nueve por (GTG)s.

En este analisis se observd que cuando existen pocos genotipos de una

especie en la base de datos su identificacion se complica, por que no se forman
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clusters consistentes de esos taxa, sin embargo, cuando incrementa el numero
de genotipos en la base de datos, muchas especies que aln no se han
identificado empiezan a formar cluster consistentes. Es probable que muchos
de estos taxa que se identificaron como Vibrio sp. pertenezcan-a especies ya
descritas o sean taxa que aun no han sido descritos, por lo que es necesario
analizarlos con ofros meétodos de tipificacion para elucidar su posicion
taxonomica.

Cepas que No Pertenecen a la Familia Vibrionaceae

Estas cepas no se incluyeron en el dendrograma. 15 cepas se identificaron
como Shewanella sp., las cuales formaron un cluster cuando fueron analizadas
con toda la base de datos. De estas se secuenciaron tres cepas (CAIM 1600,
CAIM 1663 y CAIM 1680) las cuales mostraron una similitud del 98.4 % con
Shewanella algae en el primer tercio del 16S rARN. Todas fueron aisladas del
noroeste mexicano: 11 cepas en la zona SON, tres en BC| y una en BCS.

Cepas No Identificadas.

Doce cepas no pudieron ser identificadas. De las cuales ocho fueron Gram
positivas (CAIM 1050, CAIM 1093, CAIM 1157, CAIM 1170, CAIM 1209, CAIM
1550, CAIM 1560 y CAIM 1590). Cuatro cepas no pudieron ser tipificadas CAIM
1132, CAIM 1315, CAIM1227 y CAIM 1308.

=
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CONCLUSIONES

La técnica de tipificacion empleada en este estudio reveld que las
especies presentes como parte de la flora normal de C. gigas son: P. damselae,
V. alginolyticus, V. brasiliensis, V. campbellii, V. chagasii, V. coralliilyticus, V.
cyclotrophicus, V. fortis, V. harveyi, V. gigantis, V. mediterranei, V. neptunius, V.
parahaemolyticus, V. ponticus, V. rotiferianus, V. splendidus, V. xuii, Shewanella
sp. y cinco especies potencialmente nuevas: Vibrio sp. nov. 1, Vibro sp. nov. 4,

Vibrio sp. nov. 5, Vibrio sp. nov. 6 y Photobacterium sp. nov. 1.

Las especies de la familia Vibrionaceae amplifican un promedio de 19
bandas (n = 639) con un peso promedio de 1,414 pb (n= 12,638) cuando son

caracterizadas por rep-PCR empleando en iniciador (GTG)s.

Se identificarori 22 especies de la familia Vibrionaceae representadas por
639 cepas de las cuales 20 son Vibrio y dos son Photobacterium; 18 especies
se identificaron en el noroeste mexicano y 13 especies en el delta del rio Ebro.
Las granjas del noroeste mexicano que mostraron la mayor riqueza especifica
(12 especies) fueron Ostricola Guevara S. A. de C.V. ubicada en la Cruz de
Elota, Sinaloa y Agromarinos S. A. de C. V. ubicada en San Quintin, Baja
California. La zona con mayor riqueza encontrada en este estudio fue la bahia
de Alfacs con 13 especies identificadas, ubicada en el delta del rio Ebro en
Catalufia, Espafia, Mientras que la zona mas pobre fue el Instituto de

Acuicultura del Estado de Sonora ubicado en Bahia de Kino con siete especies.
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Los ostiones cultivados en granjas ostricolas del noroeste mexicano
comparten nueve especies de vibrios con los cultivados en el delta del rio Ebro;
V. campbellii, V. chagasii, V. fortis, V. harveyi, V. mediterranei, V. ponticus, V.
rotiferianus y Vibrio sp. nov. 1. En el noroeste mexicano se identificaron nueve
especies pertenecientes a Vibrionaceae: P. damselae, Photobacterium sp. nov.
1, V. brasiliensis, V. cyclitrophicus, V. gigantis, V. parahaemolyticus, V.
splendidus, Vibrio xuii, Vibrio sp. nov. 5. y una a Shewanella sp., que no se
identificaron en el delta del Ebro. Mientras que en los aislados bacterianos de
ostiones cultivado en el delta del rio Ebro se identificaron cuatro especies de
vibrios: V. coralliilyticus, V. neptunius, Vibrio sp. nov. 4 y Vibrio sp. nov. 6 que

no fueron identificadas en el noroeste mexicano.

De las 18 especies de bacterias aisladas en el noroeste mexicano e
identificadas como pertenecientes a la familia Vibrionaceae 13 especies se
identificaron durante el verano e invierno, mostrando mayor abundancia durante
el verano, sin embargo, V. alginolyticus, Vibrio sp. nov. 1y Vibrio sp. nov. 5

mostraron ser mas abundantes durante el invierno.

Se identificaron tres taxa potencialmente nuevos empleando (GTG)s-
PCR y el andlisis de la secuencia del gen 16S rARN. El analisis filogenético del
16S rARN muestra que Vibrio sp. nov. 5 (CAIM 1437") tiene una similitud del
97.0 % con V. hispanicus (AY254039) del 97.0 %, mientras que, Vibrio sp. nov.
6 (R-339") tiene una similitud con V. mediterranei (X74710) del 98.5 %, aunque
es alta la similitud (GTG)s-PCR tiene el poder para diferenciarlas claramente.
Photobacterium sp. nov. 1 (CAIM 1439") tiene una similitud con P. frigidiphilum
(AY538749) del 97.0 %. Estos taxa potencialmente nuevos demuestran que la

e R —
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flora bacteriana de C. gigas tienen especies o subespecies que aun no han sido
descritos.

Los ostiones cultivados las ocho granjas ostricolas y en las dos bahias

“del delta del Ebro analizadas en este estudio, no revelan la presencia de vibrios

potencialmente patogenos en humanos. Sin embargo, es recomendable realizar

estudios enfocados en la presencia de estos patdgenos en organismos
cultivados en ambas regiones geograficas. '
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RECOMENDACIONES

Es necesario realizar mas estudios sobre la presencia de organismos
patdgenos en el noroeste mexicano y en el delta del rio Ebro, en los que se
indague si la presencia de éstos es un riesgo a la industria ostricola o si
representan un riesgo a la salud publica. Debido a que ambas regiones
geograficas son importantes zonas de produccion y consumo de este molusco

bivalvo.

Se necesario realizar las pruebas pertinentes a las cepas potenciales
nuevas especies reportadas en este estudio con el fin de esclarecer su posicion

filogenética dentro de la familia Vibrionaceae.
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Bahia Alfacs

Anexo 2

Aislados obtenidos de C. gigas cultivado en la bahia de Alfacs ubicada en el

delta del rio Ebro en Catalufia, Espafia.

\ Cepa
' R289
' R290
R294
R295
' R296
'R298
'R299
R300
R301
R302
| R303
R304
'R305
R306
| R307
'R308
R309
| R310
R311
R312
'R313
'R314
'R316
|R317
}R31B
'R319
R320
R321
|R322
'R324
|R325
R326
R327
R328
' R330

Acrénimo
AM 651-1
AM 651-2
AM 651-6
AM 651-7
AM 651-8
AM 651-10
AM 651-11
AM 651-12
AM 651-13
AM 651-14
AM 6S1-15
AM B51-16
AM 651-17
AM 651-18
AM 651-19
AM 651-20 .
AM 652-1
AM 652-2
AM 652-3
AM 652-4
AM 652-5
AM 652-6
AM 652-8
AM B52-9
AM 652-10
AM 652-11
AM 652-12
AM 652-13
AM 652-14
AM 652-16
AM 652-17
AM 6S2-18
AM 852-19
AM 652-20
AM B53-2

Cluster

14
14

28

30

28
31
14
14
19
31
20
29
28
28
30
28
28

28
28

28
28
28

3
31

26

Especie
Vibrio sp.
V. campbellii
V. campbellii
V. ponticus
V. ponticus
V. campbellii
V. rotiferianus
V. campbellii
V. harveyi
V. chagasii
V. rotiferianus
V. chagasii
V. ponticus
V. ponticus
V. neptunius
V. chagasii
V. fortis
V. alginolyticus
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. harveyi
V. rotiferianus
V., rotiferianus
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. chagasii
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. rofiferianus
V. chagasii
V. chagasii
V. rotiferianus

V. mediterranei

Método de
identificacion
GTGS
GTGS
GTGS
GTGE
GTGh, 1651
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTGSE
GTGS
GTGS
GTGS, 165 1
GTGS
GTG5
GTG5
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTGS
GTGH
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTGS
GTG5
GTGES
GTG5S
GTGS

e ——————

Observaciones
a
v, Lum
a
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Estudio taxondmico de bacierias del género Vibrio aisladas de ostion

'R331

R332
'R333
R335
R336
R337
R339
R341
R342
‘R343
R344
R345
R346
' R347
‘R348
'R350
'R351
| R352
R353
R354
R355
R356
R358
R359
R360
R361
R362
'R363
R364
R365
R366
R367
R370
R373
R374
R375
R376
R377
R378
R379
R380
R381
' R382
R383
R384
R385

43
44
45
47
48
49
51
53
54
55
56
57
58
59
60
B2
83
64
65
66
67
68
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
82
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98

AM 653-4
AM 683-5
AM 653-7
AM 653-8
AM B653-9
AM 653-11
AM 653-13
AM B653-14
AM 653-15
AM 653-16
AM 6S3-17
AM 653-18
AM 653-19
AM 653-20
AM 6F1-2
AM BF1-3
AM BF1-4.
AM BF1-5
AM BF1-8
AM 6F1-7
AM 6F1-8
AM 6F1-10
AM 6F1-11
AM 6F1-12
AM BF1-13
AM 6F1-14

AM BF1-15 |

AM 6F1-16
AM BF1-17
AM 6F1-18
AM B6F1-19
AM BF2-2
AM 6F2-5
AM BF2-8
AM BF2-7
AM 6F2-8
AM 6F2-9
AM 6F2-10
AM BF2-11
AM BF2-12
AM 6F2-13
AM 6F2-14
AM BF2-15
AM GF2-16
AM 6F2-17
AM BF2-18

3
19
28

31
19
25
31
19
32

19
30
31

28

19
19
28
28
27
28
28

26
31
28
30
28
31

28
30
28

31
31
31

31
20

W Eﬁégasﬁ

V. neptunius
V. rotiferianus
Vibrio sp.

V. chagasii

V. neptunius
Vibrio sp. nov.6
V. chagasii

V. neptunius
V. chagasii
Vibrio sp.

V. chagasii

V. chagasil

V. neptunius
V. harveyi

V. chagasii
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. campbellii
V. rotiferianus
V. campbellii
V. neptunius
V. neptunius
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. mediterranej
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. mediterranei
V. chagasii

V. rotiferianus
V. harveyi

V. rotiferianus
V. chagasii

V. campbellii
V. campbellii
V. rotiferianus
V. harveyi

V. rotiferianus
V. harveyi

V. chagasii

V. chagasii

V. chagasii
Vibrio sp.

V. chagasii

V. fortis

L AT L TR S

GTG5
GTGS
GTGS
GTGS
GTGS5
GTGS
GTGS, 165 C
GTGS
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTGS5
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTGS
GTGS
GTGS5, 165 1
GTGS, 165 1
GTG5
GTGS
GTGS
GTGS
GTGS
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS, 165 C
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS

GTGS

< 0 W< o<

[vi]
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'R387 | 99 AM 6F2-19 31 | V. chagasii GTG5
'R388 | 100 AM 6F2-20 Vibrio sp. GTG5
'R389 | 101 AM 6F3-1 30 |V harveyi GTG5
R380 | 102 AMGBF3-2 28 V. rotiferianus GTGS
R391 | 103 AM 6F3-3 Vibrio sp. GTG5
R392 | 104 AM 6F3-4 30 | V. harveyi GTG5
'R393 | 105 AMGF3-5 31 | V. chagasii GTG5
'R394 | 106 AM 6F3-6 6 | Vibrio sp. nov.1 GTGS
R395 | 107 AMGF3-7 24 V. mediterranei GTGS
R396 | 108 AM6F3-8 32 V. chagasii GTGS
R397 | 1089 AMBF3-9 13 Vibrio sp. nov.4 GTGA
R399 | 111 AM BF3-11 30 | V. harveyi GTG5
'R400 | 112 AMBF3-12 31 | V. chagasii GTG5
5‘R40‘I 113 AM B6F3-13 31 | V. chagasii GTGS
'R403 | 115 AM 6F3-15 7 | V. rotiferianus GTG5
R404 | 116 AMBF3-16 Vibrio sp. GTG5
'R405 | 117 AMGBF3-17 Vibrio sp. GTG5
'R406 | 118 AMGBF3-18 28 | V. rotiferianus GTGS
'R407 | 119 AM BF3-19 30 | V. harveyi GTGS
R408 | 120 AM BF3-20 7 V. rotiferianus GTGS
R409 | 121 AM 2651-1 32 | V. chagasii GTG5
R410 | 122 AM 26S81-2 31 | V. chagasii GTG5, 165 C
'R411 | 123 AM 26S1-3 31 | V. chagasii GTG5
} R412 | 124 AM 2651-4 3 V. chagasii GTGS, 1651
'R413 | 125 AM 2651-5 31 | V. chagasii GTG5
R414 | 126 AM 2651-6 31 V. chagasii GTGS
R415 | 127 AM 2651-7 17 Vibrio sp. nov.6 GTGS5
'R416 | 128 AM 26S1-8 31 | V. chagasii GTG5
(R417 | 129 AM 2651-9 30 | V. harveyi GTG5
R419 | 131 AM 26S1-11 Vibrio sp. GTG5
|R420 | 132 AM 2651-12 Vibrio sp. GTG5
R421 | 133 AM2651-13 28 V. rotiferianus GTG5S
R422 | 134 AM26S1-14 | 31 | V. chagasii GTG5
|R423 | 135 AM 26S1-15 | 28 | V. rotiferianus GTGS
'R424 | 136 AM26S1-16 | 31 | V. chagasii GTG5
'R425 | 137 AM2651-17 | 31 | V. chagasii GTG5
‘ R426 | 138 AM 26851-18 28 V. rotiferianus GTG5
R427 | 139 AM 2651-19 Vibrio sp. | GTGS
'R428 | 140 AM26S1-20 | 32 | V. chagasii GTG5
'R429 | 141 AM 2682-1 28 V., rotiferianus GTGS
|R430 | 142 AM 26S52-2 28 | V. rotiferianus GTG5
|R431 | 143 AM 2652-3 Vibrio sp. GTGS
l R433 | 145 AM 26S52-5 Vibrio sp. GTG5
|R434 | 146 AM 2682-6 20 | V. fortis GTGS
'R435 | 147 AM 26S2-7 C V. chagasii GTGA
|R436 | 148 AM 286S52-8 6 | Vibrio sp. nov,1 GTGS
|R437 | 149 AM2682:9 | G |V. coralliliycus | GTGS
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| R439
'R441
'R442
| R443
'R444
'R445
'R446
R447
R448
' R449
' R450
| R451
IR452
| R453
' R454
' R455
| R456
1R457
'R458
| R459
'R460
| R461
| R462
'R463
R464
| R465
R466
'R467
' R468
R469
'R473
R474
R475
| R477
| R478
' R479
R480
| R481
R482
' R483
'R484
 R485
R486
' RA487
| R490
R491
‘R492

151
153
154
155
156
157
158
159
160
161

162
163
164
165
166
167
168
169
170
171

172
173
174
175
176
177
178
179
180
181

185
186
187
189
190
191

192
193
194
195
196
197
198
199
202
203
204

AM 2652-11
AM 2652-13
AM 2652-14
AM 2652-15
AM 2652-16
AM 2652-17
AM 2652-18
AM 2652-19
AM 2652-20
AM 2653-1
AM 2653-2
AM 2653-3
AM 2653-4
AM 2653-5
AM 2653-6
AM 2683-7
AM 2653-8
AM 2653-9
AM 2653-10
AM 2653-11
AM 2653-12
AM 2653-13
AM 2653-14
AM 26$3-15
AM 2653-16
AM 2653-17
AM 2653-18
AM 2653-19
AM 2653-20
AM 26F1-1
AM 26F1-5
AM 26F1-6
AM 26F1-7
AM 26F1-9
AM 26F1-10
AM 26F1-11
AM 26F1-12
AM 26F1-13
AM 26F1-14
AM 26F1-15
AM 26F1-16
AM 26F1-17
AM 26F1-18
AM 26F1-19
AM 26F2-2
AM 26F2-3
AM 26F2-4

28
31
20
28
28

31
30

28
24
28

28
17
28
30
31

32
28
26
28

32
26
28
31
31
26
31
28

28
32
32

31
28

Vibrio sp.

V. campbellii
V. harveyi
Vibrio sp.

V. rotiferianus
V. chagasii

V. fortis

V. rotiferianus
V. rotiferianus
Vibrio sp.

V. chagasii

V. harveyi

V. rotiferianus
V. rotiferianus
V. mediterranei
V. rotiferianus
V. chagasii

V. rotiferianus
Vibrio sp. nov.6
V. rotiferianus
V. harveyi

V. chagasii
Vibrio sp.

V. rotiferianus
Vibrio sp.

V. campbellii
Vibrio sp.

V. chagasii

V. rotiferianus
V. mediterranei
V. rotiferianus
Vibrio sp.

V. chagasii

V. mediterranef
V. rotiferianus
V. chagasii

V. chagasii

V. mediterranei
V. chagasii

V. rotiferianus
Vibrio sp. nov.6
V. rotiferianus
V. chagasii

V. chagasii
Vibrio sp.

V. chagasii

V. rotiferianus

156

[eTGs

GTG5
GTGS
GTGS5
GTG5
GTGS
GTGS5
GTGS5
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTGS
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTGS5
GTGS5
GTGS
GTG5
GTG5
GTG5
GTGS, 16S 1
GTGS5
GTG5
GTG5
GTG5
GTGS5
GTGS5
GTG5
GTG5
GTG5
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R493 | 205 AM26F2-5 | 26 |V. mediterranei
'R495 | 207 AM 28E2-7 26 V. mediterranei
"R497 | 209 AM 26F2-9 5 V. campbellii

R498 | 210 AM 2BF2-10 26 V. mediterranei

R499 | 211 AM 26F2-11 31 V. chagasii

R500 | 212 AM 26F2-12 26 V. mediterranei
'R501 | 213 AM 26F2-13 5 V. campbellii

R502 | 214 AM 26F2-14 G V. rotiferianus
lRSOS 215 AM 26F2-15 G V. campbellii
'R504 | 216 AM 26F2-16 5 V. campbellii
IR505 | 217 AM 26F2-17 28 V. mediterranei
'R506 | 218 AM 26F2-18 31 V. chagasii
ﬁ R507 | 219 AM 26F2-19 28 V. rotiferianus
|RB08 | 220 AM 26F2-20 24 | V. mediterranei
[R511 223 AM 26F3-3 Vibrio sp.
| R513 | 225 AM 26F3-5 Vibrio sp.
'R514 | 226 AM 26F3-6 31 | V. chagasii
IR517 | 229 AM 26F3-9 30 V. harveyi

R518 | 231 AM 26F3-11 31 V. chagasii
|R520 | 232 AM 26F3-12 22 V. fortis

R521 | 233 AM 26F3-13 cH V. chagasii

R522 | 234 AM 26F3-14 32 V. chagasii

R523 | 235 AM 26F3-15 | V. chagasii
! R524 | 236 AM 26F3-16 32 V. chagasii

R525 | 237 AM 26F3-17 28 Vibrio sp. nov.6

R526 | 238 AM 26F3-18 31 V. chagasii

R527 | 239 AM 26F3-19 31 V. chagasii
|R628 | 240 AM 26F3-20 iKh V. chagasii
'R529 | 241 sinacrénimo | 31 | V. chagasii

GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGSE
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS5
GTG5
GTGS
GTG5
GTG5S
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS

_|GTGS
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Lum

a
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« Cluster: nimero, nimero del cluster que formo en el dendrograma; letra, letra de grupo que se

formé en el dendrograma.

« GTG5, (GTG)s-PCR. Biog, Pruebas bioquimicas. 165 1, secuencia del primer tercio del gen
165 rARN, 165 C, secuencia completa del gen 165 rARN.

= v, forma colonias de color verde en agar TCBS
« a, forma colonias de color amarillo en agar TCBS
= Lum, Luminiscencia

s
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Aislados obtenidos de C. gigas cultivado en la bahia de Fangar ubicada en el

delta del rio Ebro en Catalufia, Espania.

Método de
Cepa Acrénimo Cluster Especie identificacién
R530 | 242 FM 10651-1 30 V. harveyi GTGS
R531| 243 FM 10651-2 30 V. harveyi GTGS
R532 | 244 FM 10651-3 30 V. harveyi GTG5
R533 | 245 FM 10651-4 30 V. harveyi GTGS5
R&34 | 246 FM 106S1-5 30 V. harveyi GTGS
R535 | 247 FM 10651-6 30 V. harveyi GTG5
R536 | 248 FM 106S1-7 30 V. harveyi GTGS
R537 | 249 FM 106S1-8 30 V. harveyi GTG5
R538 | 250 FM 106S1-9 30 V. harveyi GTG5
R539 | 251 FM 10651-10 30 V. harveyi GTG5
R540 | 252 FM 106S1-11 30 V. harveyi GTG5
R541| 253 FM 10651-12 30 V. harveyi GTGS5
R542 | 254 FM 10651-13 30 V. harveyi GTGS
R543 | 255 FM 10651-14 30 V. harveyi GTG5
| R545 | 257 FM 10651-16 30 V. harveyi GTG5S
R546 | 258 FM 10651-17 G V. rotiferianus GTGS
R547 | 259 FM 106S1-18 30 | V. harveyi GTGS
R548 | 260 FM 10651-19 30 V. harveyi GTGS
R549 | 261 FM 10651-20 30 V. harveyi GTGS
R550 | 262 FM 106S2-1 31 V. chagasii GTG5, 165 1
R551 | 263 FM 10682-2 3z V. chagasii GTGS
R552 | 264 FM 106S82-3 30 V. harveyi GTG5
R553 | 265 FM 10652-4 32 V. chagasii GTGS
R554 | 266 FM 10652-5 32 V. chagasii GTG5, 165 1
R555 | 267 FM 10682-6 32 | V. chagasii GTG5
R556 | 268 FM 10682-7 22 V. fortis GTGS
R557 | 269 FM 106S2-8 31 V. chagasii GTGS
R558 | 270 FM 10652-9 31 V. chagasii GTGS
R559 | 271 FM 10652-10 K V. chagasii GTG5, 165 1
R560 | 272 FM 10652-11 28 | V. rotiferianus GTG5
R561| 273 FM 10652-12 Vibrio sp. GTGS
R562 | 274 FM 108652-13 32 | V. chagasil GTGS
R563 | 275 FM 106852-14 28 V. rotiferianus GTGS
R566 | 278 FM10852-17 A V. rotiferianus GTGS
R567 | 279 FM 10652-18 3z V. chagasii GTGS
R569 | 281 FM 10852-20 Vibrio sp. GTG5
R570| 282 FM 10653-1 32 V. chagasii GTGS
R571| 283 FM 10653-2 31 V. chagasii GTG5, 1681

Observaciones |
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R572
R573
R574
R575
R576
R577
R578
R579
R580
R581
R582
R583
R584
R585
R586
R587
R588
R588
R580
R591
R592
R593
R5895
R596
R&697
R598
R599
RE00
R601
RE602
R603
R604
RE05
REB06
R607
RE08
RE608
R610
R611
R612
R613
R614
R615
R616
R617
R618

R619

284
285
286
287
288
289
290
281
292
2893
294
285
206
287
298
299
300
301
302
303
304
305
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
az1
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331

FM 10653-3

FM 10653-4
FM 10853-5
FM 10653-6
FM 10653-7
FM 10653-8
FM 10653-9
FM 10653-10
FM 10653-11
FM 10653-12
FM 10653-13
FM 10653-14
FM 10653-15
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GTG5
GTG5
GTG5
GTGS
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTG5, 165 1
GTGS
GTG5
GTGS
GTGS
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTGS
GTG5
GTG5
GTGS
GTG5
GTGS
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTGS5, 165 1
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5
GTG5, 16S 1
GTG5
GTG5
GTG5

R620 332 FM 106F2-11 31 V. chagasii
R621 333 FM 106F2-12 32 V. chagasii
R&22 334 FM 106F2-13 Vibrio sp.
R624 | 336 FM 106F2-15 32 V. chagasif
R625| 337 FM 106F2-16 32 V. chagasi
R626 | 338 FM 106F2-17 28 V. rotiferianus
RB27 339 FM 106F2-18 Vibrio sp.
R628 | 340 FM 106F2-19 28 V. rotiferianus
RB629 341 FM 106F2-20 31 V. chagasii
R630| 342 FM 106F3-1 30 V. harveyi
R631 343 FM 108F3-2 G V. campbellii
R632 | 344 FM 106F3-3 32 V. chagasii
R633 | 345 FM 106F3-4 G V. campbellii
RE634 | 346 FM 106F3-5 C V. campbellii
R635| 347 FM 106F3-6 N V. chagasii
R636 | 348 FM 106F3-7 31 V. chagasii
R637 | 349 FM 106F3-8 | V. chagasii
R638 | 350 FM 106F3-9 30 V. harveyi
R639 | 351 FM 106F3-10 32 V. chagasii
R640 | 352 FM 106F3-11 Vibrio sp.
R641 353 FM 106F3-12 30 V. harveyi
RE42 _354 FM 106F3-13 28 V. rotiferianus
RE43 355 FM 106F3-14 30 V. harvayi
RE644 356 FM 106F3-15 32 V. chagasii
R645 | 357 FM 106F3-16 30 V. harvayi
RE646 | 358 FM 106F3-17 30 V. harveyi
RE647 | 359 FM 106F3-18 30 V. harveyi
R648 | 360 FM 106F3-19 30 V. harveyi
R650 | 362 FM7151-1 31 V. chagasii
R651| 363 FM7151-2 W V. chagasii
R652 | 364 FM 7151-3 32 V. chagasii
RB53| 365 FM 71514 31 V. chagasii
R654 | 366 FM7151-5 i V. chagasii
R655| 387 FM7151-6 32 V. chagasii
RG56 | 368 FM 7151-7 32 V. chagasii
RB57 | 369 FM7151-8 32 V. chagasii
RB58 | 370 FM7181-8 32 V. chagasii
RGO | 372 FM71S1-11 3 V. chagasii
RE661| 373 FM7181-12 32 | V. chagasii
R662 | 374 FM 7151-13 32 | V. chagasii
R663 | 375 FM7151-14 Vibrio sp.
Re64 | 376 FM7151-15 28 V. rotiferianus
RB65| 377 FM7151-16 28 V. rotiferianus
R666 | 378 FM7151-17 32 V. chagasii
Res7 | 379 FM7151-18 31 V. chagasii
R668 | 380 FM7151-19 28 V. rotiferianus
'R669 | 381 FM71S1-20 30 | V. harveyi
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RE70| 382 FM 7152-1 32 V. chagasii
R671| 383 FM7132-2 31 V. chagasif
RE72| 384 FM71S2-3 32 | V. chagasii
R674 | 386 FM7132-5 az2 V. chagasii
R&75| 387 FM7152-6 32 V. chagasii
RB76 | 388 FM 7152-7 Vibrio sp.
R677 | 3839 FM 7152-8 3z V. chagasii
RE678 | 380 FM7182-9 32 V. chagasii
R679| 391 FM7182-10 31 V. chagasii
R680 | 392 FM 7152-11 28 V. ratiferianus
R&82 | 394 FM 7182-13 28 V. rotiferianus
R683 | 395 FM 7152-14 28 V. rotiferianus
R684 | 396 FM7152-15 az | V. chagasii
R685| 397 FM 7152-16 20 V. fortis

R686 | 398 FM 71S2-17 31 V. chagasii
RG687 | 399 FM71S2-18 A V. campbellii
RB88 | 400 FM7152-19 31 V. chagasii
RG89 | 401 FM7152-20 22 V. fortis

RGOS0 | 402 FM 7183-1 22 V. fortis

RE91 403 FM 7153-2 5 V. campbellii
R692 | 404 FM 7183-3 32 V. chagasii
R693 | 405 FM7183-4 32 V. chagasii
R694 | 406 FM 7153-5 28 V. rotiferianus
RG85 | 407 FM 71S3-6 22 V. fortis

R696 | 408 FM 7183-7 32 V. chagasii
R697 | 409 FM 7183-8 32 V. chagasii
RE698 | 410 FM7153-89 6 Vibrio sp. nov.1
R699 | 411 FM7183-10 32 | V. chagasii
R700| 412 FM 7183-11 32 V. chagasii
R701 413 FM 7183-12 32 V. chagasii
R702| 414 FM7183-13 3 V. chagasii
R703| 415 FM7183-14 Vibrio sp.
R704 | 416 FM 7183-15 28 V. rotiferianus
R705| 417 FM7183-16 32 | V. chagasii
R706 | 418 FM7183-17 Vibrio sp.
R707 | 419 FM7153-18 32 V. chagasii
R708 | 420 FM7183-19 28 V. rotiferianus
R700| 421 FM7183-20 32 | V. chagasii
R710| 422 FM71F1-1 28 V. rotiferianus
R711 423 FM 71F1-2 i Vibrio sp.
R713| 425 FM71F1-4 B V. chagasii
R714 | 426 FMT71F1-5 32 V. chagasii
R715| 427 FMT71F1-6 7 V. rotiferianus
R716 | 428 FM71F1-7 20 V. fortis

R717 | 429 FM71F1-8 | | V. chagasii
R718| 430 FM71F1-9 3z V. chagasii
R719 | 431 FM71F1-10 32 | V. chagasii
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R720
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s Cluster: numero, nimero del cluster que formd en el dendrograma,; letra, letra de grupo que se
formd en el dendrograma.

» GTG5, (GTG)s-PCR. Biog, Pruebas bioquimicas. 16S 1, secuencia del primer tercio del gen
18S rARN. 165 1. 3, secuencia del primer y tercer tercio del gen 165 rARN. 16S C,
secuencia completa del gen 165 rARN

« v, forma colonias de color verde en agar TCES
« a, forma colonias de color amarillo en agar TCBS
« Lum, luminiscencia
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Anexo 3

Secuencias

Cluster 1

CAIM 1129, primer tercio del 165 rARN

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCAAGTCGAGCGGAANCGACACTARCAATCC
TTCGGETGCGTTAATGGGCGTCEGAGLGGCGGACGGGTGAGTAATCCCTAGGAAATTGCCT
TGATGTGGGGEGATARCCATTGGARACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCARA
GAGGGGEACCTTCGGGCCTCTCGCETCAAGATATGCCTAGGTGGGAT TAGCTAGTTGGT
AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGCAGCAGTGGEGAATATTGCACAATGEE
CGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCETGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTARAGTACTT
TCAGTTGTGAGGAAGGGGGTAGYGTTAATAGCGCTATCTCTTGACGTTAGCARCAGAAGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGA

Cluster 3

CAIM 1479, primer tercio del 165 rARN

TGCTeAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCARGTCGAGCGGAAACGACACTA
ACAATCCTTCGGETGCGT TAATGGGLGTCGAGCGGECGEACGEGTGAGTARTGCCTAGGAA
ATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAaCGATGGCTAATACCGCATARTGCCTACG
GGCCAAAGAGGGGEGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCARGATATGCCTAGCGTGGGATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAG
CCACACTGGAARCTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGEGAATATTEC
ACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCETGTATGAAGARGGECTTCGGGTTGTA
AAGTACTTTCAGT TGTGAGGAAGGGGGTagt cGTTAATAGCgCTATCTCTTGACGTTAGE
AACAGAAGARGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGagGGT

Cluster 6

CAIM 1569, secuencia completa del 16S rARN

GATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCAAGTCGAGCGGAARCGAGTTATCATGAA
CCTTCGGGGAACGATARCGGCGTCGAGCGGCGGACGGETGAGTAATGCCTAGGARATTGE
CCTGATGTGGGGGATARCCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGE
TGAGGTAAGGGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGARCTGAGACACGS TCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGaATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGATGAAGARGACTATCAGGTTGTAAAGC
TACTATTCAGTCGATGARGARGCTAGCTGTCAGTTAATAGCTGCAGTTAGTTGACGTTAG
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CGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGLCECEETAATACGGAGGGTGCGAL
CGTTAATCGGAATTACTGGGECGTAAAGCGCATGCAGGTGETTTGTTAAGTCAGATGTGAA
AGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATAGCATTTCAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGE
CGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGARGGAATACCGGTGGCGa
AGGCGGCCCCUTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAARGCGTGEGEAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCTACTTGGAGGTLGTGGCCTTGAGCT
GTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGETCGCAAGATTARA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCA
ACGEGAaGAaCCTEACCTACTCTTgACATCCAGAGRaCTTLCCAGAGATGYATTYGTG
TTCGGGAaCTCTgAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTCTGAaaTGTTGEG
GTtaAGTCCCgCAACGAGCGCAaCeCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTGGYAAC
TCCAGGGAGACTGECGGTGATARACCGGaGGAaGGTGEGGACGACGTCAAGTCATCATEE
COCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTaCAATGECGCATACAGAGGGCGGCCAACTTGE
GAGAGTGAGCGAATCCCARARAGTgCGTCGTAGTCCGGATTGGAGT CTGCAACTCGACTC
CATGAAGTCGgAATCGCTAGEAATCGTGGATCAGAATgCCACGGTGAATaCGTECCCGGE
CCTTGTACACACCGCCCGTCACaCcaTGGEAGTGGGCTGraaaAGaAGTaggTAGTTTaA
CTTCGGEEGGACGCTTACACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA

CAIM 1621, primer tercio del 16S rARN

ACCCTCCGTATTACCGCGECTGCTEGCACGGAGTTAGCCGETECTTCTTCTGTTGCTAAC
GTCAAGAGATAGCGCTATTAACGACTACCCCCTTCCTCACAACTGARAGTACTTTACAAC
CCGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGECTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATA
TTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTC TGGACCGTGTCTCAGT TCCAGTGTGGCTGATC
ATCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGETGAGCCATTACCTCACCARCTAGCTA
ATCCCACCTAGGCATATCTTGACGCGAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGCCCGTAGG
CATCATGCGGTATTAGCCATCGTTCCAATGGTTATCCCCCACATCAAGGCAATTTCCTAG
GCATTACTCACCCGTCCGCC

CAIM 1653, secuencia completa del 165 rARN

AGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGARCGCTGGEGGCAGGCCTAACACATGCARGTCGAGE
GCAAMCGAGTTATCTGARACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCEGCEGGACGGEGETEAG
TAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAARCGATGGCTARTACC
CATGATGCCTACGGGCCARAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAG
GTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGLT CACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTG
AGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
TGEGGEAATATTGCACAATGEGEGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTAGTGARGAAG
CCCTTCGEETTGTAAAGCTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCTGAGTGTCGTTAATAGCTGC
ATCTAGTTTGACGTTAGCTGACAGAAGAAGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGLCGLGEG
TAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAARTCGGAAT tACTGGECGTAAAGCGLATGCAGGEGGTT
TGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGECTCARCCTCGGAATAGCAT TTGAAACTGGCAGA
CTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCETAGAGATCTG
AAGGAATACCGETGGCGARGGCGGCCCCCTgGACACGATACTgACACTCAGATGCGAAAGE
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACCGATGTCTACTTGE
AGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGECTTTCEGAGCTAACGCETTAAGTAGACCGCCTGGEGAG
TACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATgAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGRaCCTLACCTACTCTTgACATCCAGAGRACTTEC
CAgAGATgGATtgGTGCcTtCGGgaACTCTgAGACAGETGCTGCATGGCTGTCGTCAGET

PRERTSFE - —
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CGTGTTGTGAARATGTLGGGET tAAGTCCCGCAACGAGLGCRACCCTTALCCTTgTTTGCCA
GCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGYTYATAAACCGGAGGAAGGTGGGEGaT
GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATAC
BGAGGGCaGCCAACTTGCGAPAGTGAGCGAATCCCARAAAGTGCGLCGTAGTCCGLATTG
GAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGgAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCAC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAA
aAGAaGTAGGTAGTTTaACCTTCGGGEGgACGCTTACACTTTGTGGTTCATGACTGGYYL
gaagtcgtaa

CAIM 1683, secuencia completa del 16S rARN

AGTTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTUGAGCCGARACGAGTTATCTGAAC
CTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCC
CTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAR
AGAGGGGGACCTTCCGGCSTCTCGCGTCAGGATCATGCCTAGGTAGGATTAGCTAGT TGE
TSWGGTAATGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGETCTGAGEAGATGATCAGCCAL
ACTGGAGACWGAGYCYCGGTCcAGACTCCTACGGRAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCAWGCCGCGTGTATGARGAAGGCCTTCGGETTGTARAG
TACTWTCAGTCGTGAGGAAGGCGTTGTCETTAATAGCGGCATCGTTTCGACGTTAGCGACA
GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGUGGTAATACGGAGGGLGCGAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGETGETTTETTAAGTCAGATGTGAAAGCCC
GGGGCTCAACCTCGGAATaGCATTTGAAACT GGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGEGTA
GAATTTCAGGTGTAGCGETGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCE
GCCCCOTGEACAGATACTGACACTCAGATGCGAARGCGTGGEGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGETAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACT TGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGE
TTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAARARCTCA
BATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGETGEAGCATGTGGTTTAATTCGATGCARCGCG
AAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGE
GAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTgaRaTGETGGgLTaA
GTCCCGEAACGAGCGCAaCCCETATCETEGTTTgeCAgCgAGTAaTgtCGGgARCTCeAG
GgAGACTgCCGGTgATAAACCGGAGGAAGGTGGGEACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTT
ACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGCGGCCARCT TGLGRAAG
TGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCARCTCGACTCCATGA
AGTCGgAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGgCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGEAGTGGgCTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAACCTTC
GGGGuACgeTTACACTTEGTGGTLCATGACTGGggTgaagte

Cluster 9

CAIM 1441, primer tercio del 16S rARN

ACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCAGCTAAC
GTCAAACGAGCACGCTATTAACGTACCCGCCTTCCTCACTGCTGAAAGTGCTTTACARCE
CGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTETCTCAGT TCCAGTGTGGCTGATCA
TCCTCTCAGACCAGCTRGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAA
TCCCACCTGGGCATAT CCTGACGCGAGAGGCCOGAAGGTCCCCCTCTTTGECCCGAAGGE
ATTATGCGGTATTAGCCATCGTTTCCAATGETTATCCCCCACATCAGGGCAATTTCCCAG
GCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACGCCGTTAACGTAACCCGAAGGGTCAGTTAACTC
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GTTTCCGCTCE

CAIM 1442, primer tercio del 16S rARN

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGARACGACACTAA
CAATCCTTCGGGTGCGTTAATGGGCGTCGAGCGGCGGACGGGETGAGTAATGCCTAGGAARA
TTGCCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGE
GCCARAGAGGGGGACCTTCGEGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGLTAG
TTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGE
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEAATATTGCA
CAATGGGCGECAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGETTGTAA
AGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGCGGGETAGTG T TAATAGCGCTATCTCTTGACGTTAGCAA
CAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTAATACGGA

CAIM 1442, tercer tercio del 16S rARN

GGGAGCTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGARATGT TGEGETT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGEGAGTAATGTCGGGAACTCC
AGGGAGACTGCCGGTGATARACCGGAGGAAGGTGGGEACGACGTCAAGTCATCATGGLCT
TTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGAT
AGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCLT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCARAAGAAGTGGGTAGTTTAACCT
TTCGGGGAGGACGUTCACCACTTTGTGGTTICATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA

Cluster 14

R-306, primer tercio del gen 16S rARN

TTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGECAGGCCTARACACATGCAAGTCGAGCGGTA
GCGACAACATTGAACCTTCGGGGGATTTGTTGGGCGECGAGCGGUGGACGGGTGAGTAAT
GCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGARACGATGGCTAATACCGCATG
ATGCCTACGGGCCAAAGAGEGGGACCTTCGGECCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGE
GATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAG
GATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACCGGAGGTAGCAGTGGE
GRATATTGCACAATGGGCGCARGCCTGATGCAGCCATGCCGEGTGTATGAAGAAGGCCTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTAGGGAGGAAGGTTCATGCGTTAATAGCGTATEGATTTG
ACGTTACCTACAGARAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGUGETAA

Cluster 15

CAIM 1206, secuencia completa del 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAACAGGAAGTAGCTT
GCTACTTCGCTGACGAGCGGCGGACGGETGAGTAATGCCTGGGAATATGCCTTGATGTGE
GGGATAACTAT TGGAAACGATAGCTAATACCGCATAAT GCCTACGGGCCARAGAGGGEGA
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TCTTCGGACCTCTCGCGTCAAGATTAGCCCAGGTGGGATTAGCTAGT TGGTGGGGTARAG
GCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATCGATCAGCCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEEAATATTGCACAATGGGEEGARACT
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGETTGTARAGTACTTTCAGCAG
TGAGGAAGGTGETGAGTGTTAATAGCACTATCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGARGCALC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGGTGCGAGCGTTARTCGGAATTAC
TGGEGCGETAAMAGCGCATGCAGGCGETCTGTTAAGCAAGATGTGAAAGCCCGEGECTCARCT
TCGGAACAGCATTTTGAACTGGCAGACTAGAGTCTTGTAGAGGGEGGTAGAATTTCAGGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGCLCCCCTGGAC
AARGACTGACGCTCAGATGCGAARGCGTGGGEAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGGTGTCTTGAACACTGGCTTTCGGAGCTA
ACGCGTTAAGTAGACCGCCTGEGGAGTACGETCGCAAGAT TAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACARGCGGTGGAGCATGTEGTTTAATTCGATGCARCGCGARGARCCTTAC
CTACTCTTGACATCCAGAGAATTCGCTAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGA
CAGGTGCTGCATGECTGTCGTCAGCTCGTCTTGTGARATGT TGGETTARAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCG
GTGATAAACCGGAGGARGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGE
TACACACGTGCTACAATGGCGTATACAGAGGGCTGCCAACCAGCGATGGTGAGCGAATCC
CAGARAGTACGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCARCTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGARTACGTTCCCGGGCCTTGT

CAIM 1437, secuencia completa del 16S rARN

AGAGTTTGATCATGGCTCAGAT TGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCARGTCGAGCGGAAACGAGTT
ATCTGAACCTTCGGGGAACGATARCGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGEAAATTGCCCTG
ATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTTCGGGCCARAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTCGOGT CAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGT TGETCAGGTAATGECTCACCAAGGCGACG
ATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGEGAGGEE
AGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT GCAGCCATGCCGCETGTATGAAGAAGGCCTTCG
GGTTGTARAGTACT TTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATT TGACGT TAGCGACAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTARAGCGCATGCAGGTGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAATTGCAT
TTGAAACTGGTGGACTAGAGTACTGIAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGETGARATGCGTAGAGAT
CTGARGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGEACAGATACTGACACTCAGATGCGAARGCGTGEGEAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATCTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCG
TGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGAGCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGECCOGCACAAGCGGTGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCT
TGACATCCAGAGAAGCCagCAGAGATGCAggt GTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCECGTETTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCARCCCTTATCCTTGT TTGCYAGLG
AGTAATGTCGGGARCTCCAGGGAGACTGCCGGTGATARACCGGAGGARGGTGGGGACGACGTCARGTCATC
ATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCCARCTTGCGARAGTG
AGCGAaTCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCEET
AGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGE
GAGTGGGCTGCAAAAGAAGTAGGTAGTTTAacCTTCGGGAGAACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGAC L ag
ggtgaagtcgtaacaa ‘

Cluster 19

R-356, primer tercio del gen 16S rARN
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ACCCTCCGTATTACCGCGECTGCTGGCACGGAGT TAGCCGGTGCT TCTTCTGCAGC TARC
GTCAAATGATGCCGCTATTAACGACACCACCTTCCTCACTGCTGAAAGTACTTTACAACC
CGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGGCTGCATCAGGCTTGCGCCCAT TG GCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT CTGGACCGTGTCTCAGT TCCAGTGTGGCTGATCA
TCCTCTCAGACCAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACC TCACCAACTAGCTAA
TCCCACCTGGGECATATCCTGACGCGAGAGGCCCGAAGGTCCCCOTCTTTGAGCCGRAGET
ATTATGCGGTATTAGCCATCGTTTCCAATGET TATCCCCCACATCAGGGCAATTICCCAG
GCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACGCCGTTATCTCCACCCGAAGGCTTTGATAALTE
GTTTCCGCTCGACTTGCATGTGT TAGGCCTGCCGCCAGCGTTCAAT

R-358, primer tercio del gen 16S rARN

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCAAGTCGAGCGGAARCGAGT TATCARAGCE
TTCGGGTGGAGATAACGGCGTCGAGCGGCEGACGGGETGAGTAATGCCTGGGAMATTGCCT
TGATGTGGGGGATAACCAT TGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATAGCTTCGGCTCAAR
GAGGGGGACCTTCGGECCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGAT TAGCTAGT TGGTG
AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGSCGCGTGTAT GAAGAAGGCCTTCGGGT TGTARAGTACT
TTCAGCAGTGAGGAAGGTGGTGTCGTTARTAGCGGCATCATT TGACGTTAGCTGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGUGGTAATACGGAGGGT

Cluster 20

CAIM 1130, primer tercio del gen 16S rARN

agATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGARACGAGTTATCTGAA
CCTTCGGGGAACGATARCGGCGTCGAGCGGCGEACGGGTGAGTARTGCCTAGGAAAT TG
CTTGATGTGGGGGATAACCAT TGGAARCGATGGCTAATACCGCATAACGCCTACGGGCCA
ARGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGE
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGARAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCC T TCGEGTTGTAAAGTA
CTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGA
AGAAGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA

Cluster 23

CAIM 964, primer tercio del gen 16S rARN

GATCATGGCTSCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGECTAACACATGCAAGTCEAGCGGAAAC
GACTTATCTGARCCTTCGEGGAACGATAAGCGECGTCGAGCGECGGACGGETGAGTAATG
CCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATARCCAT TGGARACGATGGC TAATACCGCATARA
TGCCTACGGEGECCAAAGACGGEGEACC T TCGGELC T CTCGC G TCAAGATATGCCTAGGTEGE
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGC TCACCAAGGLGACGATCCTAGCTGCETCTGAGAGG
ATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGEG
AATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGOCGCGTGTATGAAGAAGGCTTCG
GGTTGTAAAGTACT TTCAGT TGTGAGGArGGGEGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGAC
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GTtAGCARCAGAARGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGUGGCTAATACGgAGYY
T

CAIM 1108, primer tercio del gen 16S rARN

tgatcatggectcagATTGAACGCTGGCGGCAGGSCTARCACATGCAAGTCGAGCGGARAC
GAGTTATCTGAACCTTCGCGGYACGWTAASGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGC
CTAGGAAATTGCCTTGATGTGEGGGATAACCATTGGARACGATGGCTAATACCGTATAAC
GCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGEGCCTCTCGCGTCARGATATGCCTAGGTGGGEA
TTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGETCTGAGAGGA
TGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGCAGGCAGCAGTGGEGA
ATATTGCACRATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGLGTGTATGAAGAAGGCTTCGE
GTTGTARAGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACG
TTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGUAGCCGCGGETAATACGCAGGET

CAIM 1143, primer tercio del gen 16S rARN

acaattgacatgctagATTGAACGCTGGCGCAGGCCTARCACATGCARGTCGAGCGGRAAR
CGACTTACTGACCTTCGGGAACGTAAGGCGTCCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAG
GARATTGCCTTGATGTGEEGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATARLGCTA
CGGGCCAARGAGGGEEACCTTCGGGCCTCTCGCGTCARGATATGCCTAGGTGGGAT TAGE
TAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCAGCAGTGGGEAATATT
GCACAATGGGCGAARGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTETATGAAGAAGGCCTTCGGGTTE
TAAAGTACTTTCAGTTGTCGAGGAAGGGGGTETCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAG
CtAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGLCAGCAGCCGLGGTAATACGGAGGTGCG

Cluster 25

R-339, secuencia completa del 16S rARN

ATTGAACGCTGGCGECAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGEARACGAGTTAACTGACCE
TTCGGGETGACGTTAACGECGTCGAGCEGCGEACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGLCTE
TGATGTGGGGGATAACCATTGGAAARCGATGGCTAATACCGCATAATGCCTTCGGGCCARA
GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTA
AGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGHWCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGETCCAGACTCCTACGECAGGCAGCAGTGGGEAATATTGCACAATGS
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGARGAAGGCCTTCGGGTTGTARAGCACT
TTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTGCTTGACGTTAGCGACAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTARAGCGCATGCAGGTGGTTCGTTAAGT CAGATGTGAAAGCCCGGGEE
CTCAACCTCGGARCTGCATTTGAARCTGGCGGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TTCAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCT
CCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGG T TGTGGCCT TGAGLCGTGGCTTTC
GGAGCTAACGEGTTAAGTAGACCGCCTGEGGAGTACGGTCGCAAGAT TAARACTCARATG
AATTGACGGHEGECCCGCACAAGCGETGGAGCATGTGG T TTAAT TCGATGCARCGLGAAGA

g e i
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ACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAGT
TCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGRAARTGTTGGGTTAAGTCC
CGOAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGT T TGCCAGCGAGTAATGTCGGGARCTCCAGGGAG
ACTGCCGGTGATAAACCGGAGGARGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGA
GTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCCAACTTGCGAAAGTGAG
CGAATCCCAAARAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGEAGTCTGCARCTCGACTCCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGECTGCAAAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTCGGGA
GGACGCTCACCACTTTGTGGTTCATGACTGGEGTGAAGTCGTAACAA

Cluster 26

R-481, primer tercio del gen 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTGAC
CCTTCGGGTGACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGEACGEETGAGTAATGCCTGGGAARTTGC
CCTGATGTGGGGGATAACCATTGGARACGATGGCTAATACCGCATARTGCCTTCGGGYCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGAT TAGCTAGTTGE
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTEGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCAGTGAGGAAGGCGGGTACGT TAATAGCGTGCTCGTTTGACGTTAGCTGCAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT

R-606, primer tercio del gen 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTAACTAGA
COCTTCGGGETGACGTTAACGEGCGTCGAGCGGECGEACGGGTCGAGTAATGCCTGGGAAATTG
CCCTGATGTGGGEEATARCCATTGEARACGATGGCTAATACCGCATARTGCCTTCGGGCT
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT GATCAGCCAL
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGECGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGARAGARGGCCTTCGGETTGTARAAGO
ACTTTCAGCAGTGAGGAAGGCGGGTACGTTAATAGCGTGCTCKTTTGACGTTAGCTGCAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGGT

Cluster 28

CAIM 1445, primer tercio del gen 16S rARN

TTGATCATGgCTCAGATTGAaCGCTGgCGGCAGGCCTAaCACATGCARGTCGAGCGGAAA
CGAGTTATCTGAACCTTCGGGGaACGATAACGSCGTCGAGCGGUGGACGGGTGAGTRATG
COTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGgATAACCATTGGARACGATGGCTAATACCGCATAR
yGCCTACGGGCCARAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGUGTCAGGATATGCCTAGGTGGE
ATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGECTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGS
ATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEE
AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGLGTGTGTGAAGAAGGCCTTC
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GGGTTGTARAGCACTTTCAGTCGTGAGGAAGGTAGTGTAGT TAATAGCTGCATTACTTGA
CGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGgaggy
T

Cluster 31

R-381, secuencia completa del 16S rARN

ATTGAACGCTGGCGECAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGEAAACGAGTTATCTGAACT
TTCGGGEAACGATARCGGCGTCEAGCGGCGGACGEGTGAGTAATGCCTAGGARATTGCCT
TGATGTGEGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCARA
GAGGGGGACCTTCGGGLCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGAT TAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGOTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGEEAATATTGCACAATGE
GCGARAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGLCTTCGGETTGTAAAGTACT
TTCAGTTGTGAGGAAGGGEGTGTCGTTAATAGCGGCATY TCTTGACGT TAGCAACAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGETTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGREG
CTCAACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGETAGAAT
TTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGLGGCCC
COTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGARAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCE
TGGTAGTCCACGCCGTARACGATGTCTACT TGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGETTTC
GGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCEAAGA
ACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGEGAGE
TCTGAGACAGGTGCTGCATGGC TGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCL
CGOARCGAGCGCAACCCTTATCCTTGT T IGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGEAG
ACTGCCGGTGATARACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGA
GTAGGECTACACACGTGOTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCARACTTGCGAGAGTGAG
CGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGT TCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTRGTTTAACCTTCGGGG
AGCTATACACA

R-410, secuencia completa del 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCARGTCGAGCGGARACGAGTTATCTGAA
CCTTCGGGGAACGATRACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGL
CTTGATGTGGGGGATAACCAT TGGAAACGATGGCTAATACCGCATARYGCCTACGGGCCA
AAGAGEGGBACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGARCTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTETATGAAGAAGGCCTTCGGETTGTAARGTA
CTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTCGT TAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGA
AGAAGCACCGGCTARCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTARTACGGAGGGTGCGAGCGT TAAT
COGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTCAT TAAGTCAGATGT GAAAGCCCGE
GGOTCAACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGETAGA
ATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGE
CCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
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COTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTT
TCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCARR
TGAATTGACGGGEGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGTAACGCGAA
GAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGEAGACGCAGGTETGCCTTCGGGA
GCTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTETGAAATGTTGGGTTAAGT
CCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGARCTCCAGEE
AGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGARGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCDGCGARCTTGCGAGAGTG
AGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTC TGCAACTCGACTCCATGAAG
TCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGECCTTETA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCARAAGAAGTGGGTAGT TTAACCTTTCG
GGGCGCTGCATCACATCTTGTGTATAT

R-412, primer tercio del gen 16S rARN

ATTGAACGCTGGECGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAACT
TTCGGGGAACGATAACGGLGTCGAGCGGCEEACGEGTGAGTAATGCCTAGGARATTGCCT
TGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACCGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAR
GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGATCAGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGE
GCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCETETATGAAGAAGGCCTTCEGETTGTAARGTACT
TTCAGTTGTGAGGAAGGGGETGTCGTTAATAGCGEGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGAAL
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGEET

R-550, primer tercio del gen 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTTATCTGAA
CCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGLGGCGGACGEGETGAGTAATGCCTAGGARAATTGC
CTTGATGTGGGGCGATARCCATTGGARACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGAT TAGCTAGT TGS
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGC TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGLCTTCGGGTTGTARAGTA
CTTTCAGTTGTGAGGAAGGGEGETGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCECGGTARTACGGAGGGT

R-559, primer tercio del gen 16S rARN

ATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGARACGAGTT
ATCTGARCCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGEETGAGTAATGCCTAGS
ARATTGCCTTGATGTGGEEGATAACCATTGGARACGATGGCTAATACCGCATAAYGCCTA
CGEGCCAARGAGGGGGACCTTCEGECCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGAT TAGC
TAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGAACTGAGACACGGETCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGARAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTCGTTAATAGCGECATCTCTTGACGTTAG
CAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGA
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R-571, primer tercio del gen 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCARGTCGAGEGGAAACGAGTTATCTGAA
CCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCCACGCGLLGEACGGETGAGTAATGCCTAGGAAATTGE
CTTGATGTGGGEGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCARGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGE
TGAGGTAATGCCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTCGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEAATATTGCACAAT
GGGCGARAGCCTGATGCACCATGCCGCGTGTATGAAGARAGGCCTTCGGGETTGTAAAGTAC
TTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGETGTCETTAATAGCGGCATCTCTTGACG T TAGCAATAGAR
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGLGGTAATACGGAGGGT

R-753, primer tercio del gen 16S rARN

ACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTTGCTAAC
GTCAAGAGATAGCGCTATTAARCGCTACCCCCTTCCTCACARCTGAAAGTACTTTACAACT
CGAAGGCCTTCTTCATACACGCGGCATGECTGCATCAGECTTTCGCCCATTGTGCAATAT
TCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCA
TCCTCTCAGACCAGCTAGGCATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAR
TCCCACCTAGGCATATCTTGACGCGAGAGGCCCGAAGGTCCCCCTCTTTGGCCCGTAGGT
ATTATGCGGTATTAGCCATCGTTCCAATGGGTTATCCCCCACATCAAGGCAATTTCCTAG
GCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGACGCCCGTATCGTCCCCGAGTCAGTACTCGTTCCG
TCGCTGCATGTGTTAGGCCTGCCGCACGTCATCT

Cluster 32

R-554, primer tercio del gen 16S rARN

ATTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGEA
AACGAGCTTAATCTGAACCT TCGEGGAACGTTAASGGCGTCGAGCGGLGGACGGGTGAGT
AATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGE
ATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGEGGACCTTCGGECCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGS
TGGGATTAGCTAGTTGETGAGGTAATGGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGA
GAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGARAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGT
CTTCGGGTTGTARAGTACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGETGTCGTTAATAGCGGCATCTC
TTGACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGE
A

R-600, primer tercio del gen 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGCTTARCTGA
ACCTTCGGGGAACGTTAASGGCGTCGAGCGGLGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTG
COTTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATARTGCCTACGGGLT
AAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCARAGATATGCCTAGETGGGATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCAAGGEGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCAC
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ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCECGTGTATGAAGAAGGUCT TCLGGGTTGTAAAGT
ACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG

R-657, primer tercio del gen 16S rARN

GATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCAAGTCGAGCGGARACGAGTTATCTGAAC
CTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGARATTGCL
TTGATGTGGGEEGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAA
AGAGGGGGACCTTCGGECCTCTCGCETCAAGATATGCC TAGETGEGAT TAGCTAGT TGET
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGATCAGCCACALC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGAAAGCCTCGATGCAGCCATGCCGCETGTATGAAGAAGGCCTTCGGETTGTAAAGTAL
TTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGT TAGCAACAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGGT

R-677, primer tercio del gen 16S rARN

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCAAGTCGAGCGGARACGACT TAATCTGAAC
CTTCGGGGAACGTTARSGGSCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTARTGCCTAGGARAT TG
CTTGATGTGGGEGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATCGCCTACGGECT
AAAGAGGGGEGACCTTCEGGCCTCTCGUGTCAAGATATGCCTAGGTGGGAT TAGETAGT TG
GTGAGGTAATGECTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTC TGAGAGGATGATCAGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGARTAT TGCACAA
TGGEGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT TCGGGTTGTARAGT
ACTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGETGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAL
AAGARAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGGET

R-677, tercer tercio del gen 16S rARN

TACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAGCTCTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCETCAGCTCGTGT TGTGARATGTTGGGT TARGTCCCGLAACGA
GCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGE
TGATAAACCGGAGGAAGGTGGGEACGACGTCARGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGLT
ACACACGTGCTACARTGGCGCATACAGAGGEECEGCECACTTGCCAGAGTGAGCGAATCC
CARAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGARGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGETGAATACGTTCCCGGEGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCARAAGAAGTGGGTAGTTTAACCTTTCGGGGAGGACE
CTCACCACTTTGIGGT TCATGACTGGGGT GAAGTCGTAACAA

R-718, primer tercio del gen 165 rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTARCACATGCAAGTCGAGCGGAAACGASTTATCTGAA
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CCTTCGGGGARCGWTARSGGCGTCGAGCGGCGGACGEGTGAGTAATGCCTAGGARATTGE
CTTGATGTGOGEGATAACCAT TGGAAACGATGGC TAATACCGCATAATGCCTACGERECCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGCC TCTCGCGTCAAGATATGCCTAGG I GGGATTAGC TAGT TGS
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGC TGETC TGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGEAACT GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGOGGAATAT TGCACAAT

GGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTARAGTA

CTTTCAGT TGTGAGGAAGGGGGTCTCE I TAATAGCGEGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG

R-719, primer tercio del gen 16S rARN

GCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAARCGACT TATCTGAACCT TCGGGGAACGTTAACGG
CGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCA
TTGGAAACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAAAGAGGGEGACCTTCGGGCC
TCTCGCGTCARGATATGCCTAGGTGGGAT TAGCTAGT TGGTGAGG TAATGGCTCACCAAG
GCGACGATCCCTAGCTGGTC I GAGAGGATGATCAGCCACACTGGAAC TGAGACACGGTCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGEAATAT TGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGT
CATGCCGCGTGTATGAAGARGGCCTTCGGGET TG TAAAGTACTTTCAGTTGTGAGGARAGGE
GGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGT TAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGET

R-719, tercer tercio del gen 16S rARN

ACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGETGTGCC T TCGGEAGCTCTGAGACA
GGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCEGTE I TGTGAAATGTTGGETTAAGTCCCGCARCGAG
CGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGT
GATAAACCGGAGGAAGETGGGGACGACCTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCGCATACAGATGGCAGCGAACTTGCGAGAGTGAGCGAATCCCA
ARAAGTGCGTCGTAGT CCGGATTGGAGTCTGCARCTCGACTCCATGAAG TCGGA

R-761, primer tercio del gen 16S rARN

GATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGARACGACT TATCTGAAC
CTTCGGGGAACGTTAASGGLGTCGAGUGGECGEEACGEGTGAGTAATGCCTAGGARATTGLS
TTGATGTGGGGGATAACCATTGGARACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGGGCCAR
AGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGEGAT TAGCTAGT TGGT
GAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACAC
TGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATG
GGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTARAGTAC
TTTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTGTCGTTAATAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGGAGEET

e
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Grupo D
CAIM 1438, primer tercio del gen 16S rARN

atttgatecaTGaCTecAGATTGAACGCTGGCGGCAGGECTAACACATGCAACTCGAGCGGA
AACGACACTAACAATCCTTCGGETGCGTTAATGGGCGTCGAGCGGCGGACGGETGAGTAA
TGCCTAGGAAATTGCCTTGATGTGGGGGATAACCAT TGGAAACGATGGCTAATACCGCAT
AATgcCTACGGGCCAARGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCARGATATGCCTAGETG
GGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTUTGAGA
GGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAG
GGAATATTGCACAATGGGCGAARGCCTGATGCAGECATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTTCTGAGGAAGGGGGTAGCGTTARTAGCGCTATCTCTT
GACGTTAGCAACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGLCGCGGTAATACGGAG
GT

Grupo J
CAIM 1115, primer tercio del gen 16S rARN

AGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGARACGAGTTATCTGAA
CCTTCGEGGARCGATARGGEGCGTCCAGCGGUGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGARATTGE
CTTGATGTGGGGCATARCCATTGGARAACGATGGCTAATACCGCATAAY GCCTACGGGCCA
AAGAGGGGGACCTTCGGGECCTCTCGCGTCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGE
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTCAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGARCTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT TGCACAAT
GGGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTA
CTTTCAGTTGTGAGGAAGGGGETGTCGTTARTAGCGGCATCTCTTGACGTTAGCAACAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCAGCGGTAATACGGAG

V. gigantis
CAIM 25", secuencia completa del gen 16S rARN

ATGgCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGACACT
AACAATCCTTCGGGTGCGT TAATGEGCGTCGAGCGGCGGACGEGTCGAGTAATGCCTAGGAA
ATTGCOCTTGATGTGGGGGATAACCAT TGGARACGATGGCTAATACCGCATAATGCCTACGG
GCCAARGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCETCAAGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGT
TGETGAGGTAATGGCTCACCAAGECEACGATCCCTAGC TGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGEGAATATTGCACAA
TGGGCCARAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTARAGTA
CTTTCAGTTGTGAGGAAGGEGGTAGYGTTAATAGCGCTATCTCTTGACGTTAGCAACAGAR
GAAGCACCGGCTAACTCOGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGETTCATTAAGTCAGATGTGARAGCCCGGGEGET
TCAACCTCGGAACTGCATTTGARACTGGTGAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTT
CAGGTGTAGCGGTGARATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCT
GGACAGATACTGACACTCAGATGCGARAGCETGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGET
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AGTCCACGCCGTAAACGATGICTACT TGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGT
TAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGEEAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGRAATTGA
CGGGGGECCCGCACARGCGETAGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAGCTCTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCETGTTGTEAAATGTTGEETTAAGTCCCGCARCGAG
CGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGETG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCARAA
AGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCARCTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGETAGTTTAACCTTTCGGGGAGGACGCTCACCAC
TTTGTGETTCATGACTGGGGTGAAGTCGTARCAR

V. crassostreae

CAIM 1405", secuencia completa del gen 16S rARN

GGOTCAGATTGARCGCTGGCGECAGGCCTAACACATGCARGTCGAGCGGARACGACACTAA
CAATCCTTCGGGTGCGTTAATGGGCGTCCAGCGGCGEACGEETGAGTARTGCCTAGGAAAT
TGCCTTGATGTGEGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTARTACCGCATARTGCCTACGGGC
CAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGEGTCAAGATATGCCTAGGTGGEAT TAGCTAGTTG
GTGAGGTAATGGCTCACCARGGCGACGATCCCTAGCTGETCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGEGGAATATTGCACAATG
GGCGAAAGCCTGATGCAGCCATGCCECGTETATGAAGARGGCCTTCGGETTGTAARGTACT
TTCAGTTGTGAGGAAGGGGGTAKHG T TAATAGCGCTATCTCTTGACGTTAGCAACAGARGA
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGECGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTARTCGGA
ATTACTGGGCGTARAGCGCATGCAGETGGTTCATTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGEEECTC
AACCTCGGAACTGCATTTGAAACTGGTGAACTAGAGTACTGTRGAGGGGGGTAGAATTTCA
GGTGTAGCGGTGAAATGCETAGAGATCTGARGGAATACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTOG
ACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTGGTAG
TOCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGEAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTA
ACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCARGAT TAAAACTCARAATGARTTGACE
GGGGCCCGCACARGCGETGGAGCATGTGETTTAATTCGATGCAACGCGAAGARCCTTACCT
ACTCTTGACATCCAGAGARAGCCAGUGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAGCTCTGAGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT TGTGARATGTTGGETTAAGTCCCGCARCGAGCE
CAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGAT
ARACCGGAGGAAGGTGGEGACGACGTCAAGTCATCATGECCCTTACGAGTAGGGCTACACR
CGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCAGCAAGC TAGCGATAGTGAGCGAATCCCARARAG
TGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAAT
CGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGEECCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGGAGTGEGCTGCAARAGAAGTGGGTAGT TTAACCTTTCGGGGAGGACGCTCACCACTT
TGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA

178



