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Resumen

El lenguado peruano o nativo (Paralichthys adspersus) es una especie
relativamente nueva para la acuicultura peruana. Hasta el momento, hay pocos
reportes acerca de las enfermedades y los microorganismos asociados al cultivo de
esta especie, sin embargo, la intensificacion de su crianza puede predisponer al
desarrollo de enfermedades tanto infecciosas como no infecciosas. Los vibrios son
bacterias que habitan ambientes acuaticos marinos y salobres que estan presentes
en la microbiota de los peces marinos, sin embargo, hay especies patdgenas
asociadas a enfermedades infecciosas en peces planos. El objetivo de este estudio
fue aislar e identificar molecularmente las cepas de vibrio en el intestino del
lenguado nativo provenientes de la pesca artesanal y de una empresa de produccién
acuicola intensiva en el departamento de Ancash. Las cepas bacterianas se
identificaron mediante la secuenciacion de los genes 16s rRNA 'y hsp60. Se aislaron
35 cepas de vibrio pertenecientes a los clados Harveyi, Scophthalmi, Splendidus,
Damselae y Fischeri. Mediante el presente estudio se concluye que los vibrios estan
presentes en la microbiota intestinal del lenguado nativo procedentes de cultivo y

de la pesca, incluyendo especies con potencial patégeno para el lenguado nativo.

Palabras clave: Lenguado nativo, vibrio, intestino, microbiota, secuenciacion



Abstract

Fine flounder (Paralichthys adspersus) is a relatively new species for Peruvian
aquaculture. So far, there are few reports about the diseases and microorganisms
associated with the culture of this species, however, the intensification of its
breeding may predispose to the development of both infectious and non-infectious
diseases. Vibrios are aquatic bacteria that inhabit marine and brackish environments
which are present in the microbiota of marine fish, however, there are pathogenic
species associated with infectious diseases in flatfish. The aim of this study was to
isolate and molecularly identify Vibrio strains in the intestines of fine flounder from
the fishing and from culture in the Ancash department. Bacterial strains were
identified by sequencing the 16S rRNA and hsp60 genes. 35 Vibrios strains
belonging to the Harveyi, Scophthalmi, Splendidus, Damselae and Fischeri clades
were isolated. Through the present study, it is concluded that Vibrios are present in
the intestinal microbiota of fine flounder from aquaculture and fishing, including

species with pathogenic potential for fine flounder.

Keywords: Flounder, Vibrio, microbiota, Sequencing



I. Introduccion

El Peru es un pais con gran cantidad de recursos hidrobiolégicos, gracias al Océano
Pacifico que limita con toda la costa peruana y los cuerpos de agua continentales.
Sin embargo, la falta de informacion ambiental en las especies marinas y
continentales, la falta de politicas y medidas de ordenamiento pesquero, la
informalidad y la poca capacidad de fiscalizacidn de la pesqueria artesanal, la pesca
ilegal, y la sobreexplotacidn de las especies marinas y continentales son algunos de
los problemas que enfrenta el sector pesquero (Benavente, 2018). La acuicultura, a
nivel mundial se ha posicionado como una de las opciones productivas de mayor
trascendencia para contribuir a satisfacer la demanda de alimento a futuro, en la
biorremediacion ambiental, la restitucion de poblaciones acuéticas y para enfrentar

los desafios del cambio climatico (Berger, 2020).

La produccidn acuicola a nivel mundial ha ido creciendo constantemente, en 1974
los peces provenientes de la acuicultura representaron el 7% del pescado destinado
a consumo humano, en 1994 aumento a 26% y en 2004 fue de 39%. En 2014 a nivel
mundial, la pesca de captura generd 93,4 millones de toneladas, 81,5 millones
procedente de aguas marinas y 11,9 millones de aguas continentales. En 2014 la
produccién de animales acuaticos producto de la acuicultura fue de 73,8 millones
de toneladas, siendo China el mayor productor con 45,5 millones de toneladas, mas
del 60% de la produccion mundial (FAO, 2016). Para el afio 2018, la produccion
total de pescado alcanz6 179 millones de toneladas, de las cuales 82 millones de

toneladas provinieron de la acuicultura (FAO, 2020).



A nivel mundial se registré una produccion acuicola promedio de 192 mil TM de
peces planos (FAO, 2019), siendo China y Corea los principales productores a nivel

mundial (FishStatJ - FAO Fisheries and Aquaculture Software, 2021).

En el Per( desde principios del presente siglo ha logrado un rapido crecimiento en
la acuicultura, aunque basado principalmente en el cultivo de langostino, concha de
abanico, tilapia, trucha, y algunos peces amazonicos (PRODUCE, 2020). Sin
embargo, el pais cuenta con un alto potencial para continuar el desarrollo y
diversificar la produccién acuicola, debido a que se tiene muchas especies con
potencial para la acuicultura, recursos hidricos importantes, una costa amplia y

altamente productiva, y materias primas valiosas para la acuicultura (Berger, 2020).
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2.1 Historia del cultivo de lenguado en el Peru

El lenguado comdn Paralichthys adspersus es una especie relativamente nueva en
la acuicultura peruana, sin embargo, su desarrollo se logré gracias a diversas
investigaciones que datan desde hace varios afios. Debido al interés econémico que
representa esta especie, Samame y Castafieda (1999) estudiaron desde 1991 a 1997
la biologia y pesqueria del lenguado coman. El primer cultivo experimental de esta
especie en el pais se realizd en 1996 en el laboratorio de Cultivos Marinos del
IMARPE, donde se determind que es posible el cultivo del lenguado comun debido

a su adaptacion al cautiverio (Chinchayan et al., 1997).

Posteriormente, con el fin de impulsar el cultivo de esta especie, se realizaron
trabajos para determinar aspectos reproductivos (Cota, 2012; Montes, 2012; Perea
& Carrera,2012; Perea et al., 2015), parametros productivos (Passaro, 2015;
Contreras, 2016), dietas (Orihuela, 2015), viabilidad (Palacios & Ordinola, 2014),
aspectos genéticos (Apari, 2019; Guarnizo, 2021) y sanidad (Palacios & Ordinola,

2014; Medina et al., 2016; Rendon, 2019).

2.2 Microbiota asociada a lenguados

Multiples estudios se han realizado en diferentes especies de lenguados. En Chile,
en un estudio en P. adspersus, tanto salvajes como cultivados, se encontré en el
80% de los peces analizados, las bacterias de las clases Gammaproteobacteria,
Alphaproteobacteria, Bacilli, Clostridia, y Actinobacteria (Ramirez y Romero,
2017). En otro estudio, Salas-Leiva et al., (2017), encontraron en lenguados

salvajes 11 géneros de bacterias presentes, siendo Psychrobacter y Acinetobacter



las bacterias dominantes, constituyendo el 52% de las bacterias encontradas. En
lenguados de cultivo, se encontraron 5 géneros, siendo Vibrio y Bacillus los

dominantes.

En el lenguado japonés (Paralichthys olivaceus) se encontré que la microbiota
intestinal predominaba el género Vibrio, principalmente por tres taxones, el grupo
V. scophthalmi, V. ichthyoenteri, V. fischeri y V. harveyi. (Sugita & Ito, 2006).
Asimismo, un estudio realizado en tracto intestinal, agua de crianza, dieta viva y
alimento comercial, en condiciones aerdbicas, encontro bacterias del género Vibrio,
Moraxella, Bacillus, Corineformes, Aeromonas, Pseudomonas, Micrococcus,
Flavobacterium, Acinetobacter, Staphylococcus y enterobacterias (Sugita et al,
2002). Para la misma especie, en un trabajo realizado en Corea del Sur, mediante la
identificacion con PCR, de muestras provenientes del mucus intestinal de los peces,
la mayoria de las bacterias pertenecian al phyllum proteobacteria (76%), y de estos,
el 55% pertenecian a la familia Vibrionaceae (Kim y Kim, 2015). Anteriormente,
en otro estudio realizado en Corea del Sur, se encontr6 que las bacterias del phyllum
Proteobacteria eran las dominantes en el moco intestinal de lenguados de cultivo y
salvajes, y dentro de este phyllum, se encontrd la familia Vibrionaceae como la

predominante en ambos tipos de lenguado estudiados (Kim y Kim, 2013).

En agua de cultivo de larvas de P. olivaceus se aislaron 335 bacterias, 150
pertenecian al grupo Pseudomonas- Alteromonas, 83 al grupo Flavobacterium-

Cytophaga, y 82 al grupo Vibrio (Sugita et al., 2003).



2.3 Familia Vibrionaceae

La familia Vibrionaceae, o simplemente vibrios, son bacterias acuaticas que a
menudo son naturalmente endémicas en aguas marinas calidas y aguas estuarinas
(Kingsley, 2014). Dentro de esta familia de bacterias, se han propuesto 12 géneros:
Aliivibrio Allomonas Beneckea, Catenococcus Echinimonas, Enterovibrio,
Grimontia, Listonella, Lucibacterium, Salinivibrio, Photobacteriumy Vibrio (Boyd
et al., 2015), siendo los géneros Vibrio y Photobacterium los més grandes (Labella

etal., 2017).

Las especies del género Vibrio son bacterias curvas, bacilos gram negativos,
anaerobios facultativos, motiles por un flagelo polar, y oxidasa positiva, dentro de
este género hay mas de 100 especies reconocidas, de las cuales 10 estan implicadas
en enfermedades en humanos, causando vibriosis (PHE, 2014; Novriadi, 2016). Las
poblaciones de vibrios en los sistemas costeros se han estudiado extensamente
debido a la importancia de estos ambientes para la pesca, cosecha de mariscos,
recreacion y transporte; reportdndose su abundancia en ambientes costeros como
102 a 105 células/ml (Thompson & Polz, 2006). Los vibrios tienen una afinidad por
un ambiente célido, para su sobrevivencia, multiplicacién y diseminacion entre
peces, haciendo que la vibriosis sea una enfermedad de verano (Ina-Salwany et al.,
2018). Los peces infectados presentan decoloracion de piel, lesiones necroticas
rojas en musculos abdominales, eritema en la base de las aletas, alrededor del ano,
y en la boca (Novriadi, 2016). Un estimulo inmunosupresor, como una variacion
significativa en la temperatura puede generar una menor resistencia a la vibriosis,

haciendo al pez susceptible a esta enfermedad (Cheng et al., 2009).



Las bacterias del género Photobacterium son descritas como cocobacilos u
ocasionalmente bacilos, gran negativos, oxidasa y catalasa positivos, generalmente
motiles usando de uno a tres flagelos polar, aerobios y anaerobios facultativos (Moi
et al., 2017). Comunmente se encuentran asociadas a animales marinos como
saprofitos y como comensales intestinales, y se han reportado algunas cepas como
patdgenas para el humano y otros animales (Urbanczyk et al., 2011). Algunas
especies de este género se han reportado como patégenas en animales, siendo P.
damselae la especie mas importante, afectando a peces, moluscos, crustaceos e

incluso humanos (Labella, et al., 2017).

2.4 Estudios de vibrios en el Peru

Se ha reportado en el Peru la presencia de vibrios en varias especies marinas
destinadas a consumo, tanto peces, crustaceos y moluscos (Duefias, 2008; Aliaga et
al., 2010; Ramos et al., 2017; Sanchez, 2018). En el lenguado nativo se ha reportado

infecciones secundarias causadas por V. alginolyticus (Medina et al., 2016).

En el Perd, los estudios de vibrios en especies acuaticas se desarrollan
principalmente en moluscos y crustaceos. En Tumbes, se identificd V. communis,
V. harveyi y V. parahaemolyticus, asociadas al cultivo de langostino blanco
mediante PCR y ARDRA (Dulanto, 2013). En Tumbes, se identificd V. shilonii, V.
communis, V. harveyi, V. tubiashi, V. brasiliensis y V. parahaemolyticus en
hemolinfa y hepatopancreas de langostinos blancos obtenidos de dos langostineras
semi-intensivas mediante PCR (Oviedo, 2014). En Piuray Ancash, se identifico V.

alginolyticus, V. chagasii, V. crassostreae, V. necocaledonicus y V. owensii en



concha de abanico proveniente de criaderos, y V. alginolyticus, V. antiquarius, V.
campbelli, V. chagasii, V. crassostreae, V. madracius V. necocaledonicus, V.
owensii, V. pomeroyi y V. variabilis en concha de abanico del medio natural (Smith,
2017). En Tumbes, se identifico V. cholerae, V. mimicus, V. harveyi, V. vulnificus,
V. parahaemolyticus y V. alginolyticus a partir de hepatopancreas de Langostino
blanco (Rosado, 2018). En Lambayeque, se aislé V. alginolyticus y V. fluvialis a
partir de partes blandas de Palabritas (Donax spp.) mediante el uso del kit comercial

API (Fernandez, 2018).

En PerQ, en muestras de estbmago del lenguado Etropus ectenes se identifico V.
alginolyticus y V. parahaemolyticus mediante microbiologia convencional y el uso

del kit comercial API (Ruiz, 2012).

2.5 Vibriosis en lenguados

En el lenguado senegalés (Solea senegalensis), se reporta entre las principales
enfermedades bacterianas a la vibriosis, producida por V. anguillarum, y con menor
incidencia V. harveyi y V. alginolyticus (Rodriguez & Peleteiro, 2014). En el
lenguado de verano (Paralichthys dentatus), V. anguillarum afecta todas las etapas
productivas; otras especies de Vibrio que afectan a esta especie son el V. carchariae
(enteritis necrotizante) y V. ichthyoenteri (necrosis intestinal de las larvas de
lenguado) (Soffientino, 1999; Hughes & Smith, 2014). En el hirame japones

(Paralichthys olivaceus), V. anguillarum y V. ichthyoenteri afectan esta especie,



también hay reportes de V. scophthalmi aislados a partir de peces enfermos (Kusuda

& Kawali, 1998; Qiao et al., 2012).

En el lenguado nativo (Paralichthys adspersus) en Chile, a partir de lenguados de
cultivo experimental con signos clinicos se aislo V. spendidus y V. anguillarum
(Miranda & Rojas, 1996). En el Peru, se ha reportado a V. alginolyticus como

infeccion secundaria en lenguado nativo de cultivo (Medina et al., 2016).

2.6 Gen 16S rRNA

La amplificacion mediante PCR del gen 16S rRNA se ha usado ampliamente debido
a que este gen esta presente en todas las bacterias, teniendo dominios de secuencias
altamente conservados, intercalado con regiones variables (Woese, 1987). Las
regiones conservadas son importantes para la clasificacion de taxones superiores,
mientras las regiones variables pueden ser usadas para la identificacion de especies
(Rudi et al., 2007). Una bacteria puede ser identificada mediante el analisis de su
secuencia con secuencias conocidas en una base de datos, sin embargo, bacterias
que comparten una similitud mayor al 99% pueden ser dificiles de identificar
mediante la secuenciacion de este gen (Jenkins et al., 2012). A pesar del uso comun
del gen 16s rRNA para la identificacion bacteriana, las secuencias de este gen no
pueden distinguir entre especies de Vibrio estrechamente relacionadas, por lo que
se han ido empleando nuevos genes (Gomes-Gil et al., 2004). Sin embargo, a pesar
de las limitaciones que pueda presentar el uso del gen 16S rRNA existen bases de

datos con una gran cantidad de secuencias de este gen, de diferentes cepas ya



clasificadas, con las cuales se puede comparar facilmente una cepa desconocida

(Srinivasan et al., 2015).

2.7 Gen hsp60

El gen hsp60 (conocido también como groEL), codifica la proteina chaperona de
shock térmico 60, proteina que asiste en el correcto plegamiento y ensamblaje de
proteinas y estan envueltas en diversos procesos celulares, que incluyen la
replicacion de DNA, mutagénesis por UV, crecimiento bacteriano, transcripcion de
RNA, vy sintesis flagelar (Maleki et al., 2016). Este gen, altamente conservado,
contiene secuencias variables especificas por especie, lo cual lo hace util para la
identificacion de especies y estudios filogenéticos (Goh et al., 1996; Kwok et al.,
1999). Diversos estudios han utilizado secuencias del gen hsp60 para la
identificacion de vibrios (Kwok et al., 2002; Wong & Chow; 2002; Szabo et al.,
2012; Silvester et al., 2017; Jesser & Nobel, 2018; King et al., 2019; Padovan et
al., 2021), debido a que es mas divergente y permite una mejor diferenciacion de
especies con respecto a secuencias del gen 16s rRNA, tendiendo mayor importancia

en especies muy cercanamente relacionadas (Kwok et al., 2002).



I11. Justificacion del estudio

En nuestro pais actualmente el lenguado es una especie muy importante con un alto
valor comercial. Lastimosamente las cantidades que se obtienen provenientes de la
pesca no logran abastecer la demanda (FONDEPES, 2015), por lo que, investigar
en esta especie para impulsar su produccion es importante. La microbiota tiene un
rol importante en mantener la integridad del intestino, fortalecer la inmunidad y la
resistencia a enfermedades (Xiong et al, 2019), sin embargo, puede haber bacterias
oportunistas, las cuales ante una inmunosupresion pueden generar enfermedad

(Egerton et al, 2018).

Egerton et al., (2018) en su revisidn concluye que los vibrios serian los principales
miembros en la microbiota intestinal de los peces marinos. Adicionalmente, en el
mismo trabajo se concluye que se debe investigar la microbiota de los peces
marinos salvajes, con el fin de proveer una base con fines comparativos para

comprender mejor los efectos del cautiverio en los peces cultivados.

Algunas especies pertenecientes a la familia Vibrionaceae han sido reportadas
como causante de enfermedades en peces planos de importancia comercial
alrededor del mundo (Soffientino et al, 1999; Qiao et al, 2012; Declercq et al, 2015;
Levican et al, 2017; Sohn et al, 2019). Sin embargo, pocos estudios se han centrado
en aislar e identificar los vibrios presentes en la microbiota del Paralichthys
adspersus, los cuales, ademas de las funciones mutualistas que pueden cumplir,

ante un factor estresante pueden desencadenar un cuadro de enfermedad.

10



Debido a la poca informacion microbioldgica del lenguado nativo Paralichthys
adspersus en el Perd, la importancia de los vibrios en las especies acuaticas y la
salud publica, y la diferencia reportada entre la microbiota de peces provenientes
de pesca y de cultivo, es importante estudiar las especies de Vibrio en el Lenguado

nativo, proveniente tanto de cultivo como de la pesca, en Peru.

Este estudio resulta en un aporte Util para generar informacién de los vibrios

presentes en la microbiota intestinal del Lenguado Nativo Paralichthys adspersus.

11



V. Objetivos

4.1 Objetivo general

Aislar e identificar molecularmente las cepas de Vibrio en intestino del lenguado
nativo (P. adspersus) provenientes de la pesca artesanal y de una empresa de

produccidn acuicola intensiva en el departamento de Ancash.

4.2 Objetivos especificos

« Evaluar e identificar la presencia de especies de Vibrio con potencial
patdgeno y no patdgeno para el lenguado nativo, aisladas del intestino de
esta especie.

« Evaluar e Identificar la presencia especies de Vibrio de importancia para la
salud publica, aisladas del intestino del lenguado nativo.

» Establecer filogenias entre las cepas de Vibrio aisladas y otras cepas.

12



V. Materiales y Métodos

5.1 Muestreo

Se realizaron muestreos de lenguado nativo en el departamento de Ancash. Las
muestras provinieron de un centro de cultivo de lenguados (n=10), y a partir de la
pesca del dia en el mercado modelo de Huarmey (n=10) (Anexo 2). Se colectaron
individuos de tamafio variable, los peces provenientes de cultivo pesaban entre 500
g a 1kg de peso vivo, siendo el criterio de inclusion la talla comercial de los peces
de la empresa acuicola, los pardmetros del agua de cultivo de este grupo se
especifican en el anexo 3. Los peces provenientes de pesca pesaban entre 2509 a
1,7kg, siendo el criterio de inclusién la presencia de los lenguados en el mercado

modelo de Huarmey para la venta al pablico.

Los muestreos se realizaron en los meses de noviembre y diciembre del 2019; y
enero del 2020. Los lenguados fueron sacrificados por los pescadores locales y por
los trabajadores de la empresa del centro de cultivo, posteriormente fueron
transportados en cajas isotérmicas con hielo a la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. En todo momento se

mantuvo la cadena de frio con el fin de evitar alteraciones en la muestra.

Adicionalmente, la empresa de cultivo don6 6 peces enfermos para el estudio, 5 de
los lenguados presentaban signos clinicos inespecificos (exoftalmia y baja
condicion corporal) y uno presentaba signos presuntivos de vibriosis (lesiones
hemorragicas en piel, letargia, exoftalmia y baja condicion corporal). Se incluyeron

las muestras en el estudio.

13



5.2 Aislamiento de bacterias del género Vibrio

En condiciones estériles, se separ0 el intestino (desde el piloro hasta el recto) del
resto de las visceras, y se mantuvieron con hielo en frascos de colecta de muestra
de orina estériles hasta su uso posterior. Se obtuvo el contenido intestinal y se rasp6
la mucosa intestinal, se homogenizaron y se incubaron en agua peptona alcalina por
24 horas a 25°C. Posteriormente, se sembraron en el medio Tiosulfato Citrato Bilis
Sacarosa (TCBS) y se incubaron a 25°C durante 48 horas. Se usé una concentracion
de cloruro de sodio del 2% en el agua peptona alcalina y en el medio TCBS, debido
a que el género Vibrio puede tolerar un amplio rango de salinidades, siendo el
requerimiento optimo entre 2 a 2.5% (Leyton, 2008). Las colonias del medio TCBS
se caracterizaron morfoldgicamente segun color, transparencia, textura, tamafio y
capacidad de fermentar sacarosa. Posteriormente se realizo6 la tincion GRAM y
prueba de catalasa. Se resembraron los aislados en Agar Marino Zobell 2216 para
realizar la prueba de oxidasa y se realiz6 nuevamente la tincion GRAM para evaluar

la pureza de las cepas.

5.3 Conservacion y transporte de muestras

Los aislados caracterizados como vibrios se conservaron en viales con caldo marino
suplementado al 20% con glicerol, y se congelaron a -80°C hasta su reactivacion.
Los aislados se transportaron en un agar blando a los laboratorios del Centro de
Investigaciones Biologicas (CIBUS) de la Universidad de Santiago de Compostela,

Espana.
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5.4 Extraccion del ADN

Las cepas a partir del agar blando se resembraron en Agar Marino a 25°C por 24
horas. Posteriormente se suspendieron en agua destilada estéril. Se centrifugd por
un minuto a 12,000 rpmy se elimind el sobrenadante. Se afiadié 200 pl de Instagene
(BioRad) y se incubaron las muestras a 56°C por 30 minutos. Una vez concluida la
incubacidn, se agitaron las muestras en un vortex fuerte durante 10 segundos,
posteriormente, se sometieron las muestras a 100°C por 8 minutos. El siguiente paso
fue agitar nuevamente las muestras en vértex por 10 segundos y se centrifugaron a

12,000 rpm por 3 minutos para su conservacion a -20°C.

5.5 Amplificacion del gen 16S rRNA

Se realiz6 un PCR convencional para amplificar el gen 16S rRNA de
aproximadamente 1,540 pares de bases, utilizando los cebadores 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1510R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") y el PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific
™) (Lane, 1991). El protocolo de PCR para el gen 16S rRNA se describe en la tabla

1.
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Tabla 1: Protocolo de PCR para la amplificacion del gen 16S rRNA

Etapa Temperatura  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 2 mins
Desnaturalizacion 94°C 1 min
.35 Hibridacién 56°C 1 min
ciclos
Elongacion 72°C 1 min
Elongacion final 72°C 5 mins

5.6 Amplificacién del gen Hsp60

Se realiz6 un PCR convencional para amplificar una region del gen Hsp60 de
aproximadamente 600 pares de bases, utilizando los cebadores HSP60F (5-
GACGTNGTAGAAGGTATGYAG -37) y HSP60R (5°-
CGCCGCCAGCCAGTTTAGC -3") y el PCR Master Mix 2X (Thermo Scientific
™) El protocolo de PCR para el gen Hsp60 (Kotetishvili et al., 2005) se describe

en la tabla 2.

Tabla 2: Protocolo de PCR para la amplificacion del gen Hsp60

Etapa Temperatura  Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 mins
Desnaturalizacion 94°C 45 secs
.35 Hibridacion 45°C 45 secs
ciclos
Elongacion 72°C 1 min
Elongacion final 72°C 5 mins
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5.7 Electroforesis y secuenciacion de amplicones

Para evaluar los amplicones se realizo la electroforesis en geles de agarosa al 1.5%
en tampon Tris-Acetato-EDTA (TAE al 1%), tefiidos con GelRED® Nucleic Acid
Gel Stain (Biotium) y se visualizaron en un transluminador ultravioleta (Gel Doc
XR+, BioRad). Los amplicones se mandaron a secuenciar a la empresa STABvida

(Oporto, Portugal), donde se utilizé el método de secuenciacion Sanger.

5.8 Analisis de secuencias

Las secuencias obtenidas se ensamblaron en el programa SeqMan PRO version
7.1.0.44 (DNASTAR, Lasergene) y se corrigieron manualmente. Se realizo la
busqueda de las secuencias corregidas para los genes 16S rRNA y Hsp60 en las
bases de datos publico EzBioCloud (Yoon et al., 2017) y BLAST. Se usaron los
andlisis de similitud obtenidos a partir de EzBioCloud para analizar las secuencias.
Las secuencias de especies cercanas filogenéticamente se obtuvieron para el gen
16s rRNA a partir de la base de datos EzBiocloud, y para el gen hsp60 se obtuvieron
a partir de la base de datos Genbank®. Se utilizo el trabajo realizado por Sawabe et

al. (2013) para determinar los clados de las cepas aisladas.

Las secuencias se alinearon en el programa MEGA-X®© version 10.1.7 mediante el
método Muscle. Las secuencias alineadas se revisaron y se eliminaron los gaps,
para el posterior analisis filogenético. En el analisis filogenético se utilizé el método
Neighbor Joining, aplicando el algoritmo Kimura-2-parametros, con 1000 pseudo

réplicas para los valores “Bootstrap”. Se usd Vibrio cholerae como “outgroup”.
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5.9 Consideraciones éticas

El presente trabajo ha sido revisado y aprobado por el Comité Institucional de Etica

(DUICT) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.
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V1. Resultados
6.1 Aislamiento de bacterias

A partir de las colonias obtenidas del medio TCBS, se aislaron los bacilos Gram
negativos, catalasa y oxidasa positivos, obteniéndose 35 aislados, de los cuales 34
presentaban movilidad y 26 fermentaban sacarosa (tabla 3). En 10 lenguados
(100%) procedentes de cultivo se encontraron aislados compatibles con vibrios, en
7 (70%) de los lenguados procedentes de la pesca se aislaron vibrios, y en 3 (50%)

de los peces con sintomatologia se encontraron vibrios.

Los aislados se codificaron de acuerdo al origen de la muestra, siendo los nimeros
del 1 al 10 peces procedentes de la acuicultura, del 11 al 17 lenguados procedentes
de la pesca, y del 18 al 20 fueron peces con signos compatibles con enfermedad. En

la parte decimal del cddigo, cada décima significa una cepa diferente.

Fermentacion de

Movilidad sacarosa
Numero de

Origen Positivo  Negativo  Positivo  Negativo aislados
Cultivo 17 0 15 2 17

Pesca 10 1 5 6 11

Con signos

clinicos 7 0 6 1 7

Total 35

Tabla 3. Caracterizacion de las cepas aisladas en base a su movilidad y

capacidad de fermentacién de sacarosa.
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6.2 Caracterizacion molecular de las bacterias aisladas

6.2.1 Secuenciacion del gen 16S rRNA

El andlisis de las secuencias del gen 16s rRNA permitié confirmar el género
bacteriano de las cepas, adicionalmente permitié establecer el clado
correspondiente de cada cepa y una aproximacion de la especie bacteriana. De los
35 aislados, 31 pertenecian al género Vibrio. Adicionalmente, se identificaron 3
aislados pertenecientes al género Photobacterium y un aislado perteneciente al
género Aliivibrio. 17 aislados se obtuvieron a partir de los peces de cultivo sanos
(PC), 11 aislados se obtuvieron de peces provenientes de la pesca (PP), y 7 aislados
se obtuvieron de peces de cultivo con sintomatologia (PE). Los porcentajes de
similitud de las cepas secuenciadas fueron superiores al 99%. El analisis de
similitud entre las secuencias obtenidas y las secuencias de la base de datos
utilizadas se muestran en el anexo 4. En la tabla 4 se describe los resultados de la
identificacion de especies a partir de la comparacion secuencias en la base de datos

EzBioCloud.
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Cultivo Pesca Con signos clinicos
. N° de . N° de . N° de
Especies aislados Especies aislados Especies aislados
. V. . .
V. scophthalmi 3 alginolyticus 1 V. alginolyticus 4
V. alginolyticus 4 Vs 3 V. .
' crassostreae parahaemolyticus
V. V. :
parahaemolyticus ! scophthalmi 2 V. hyugaensis !
V. sinensis 5 V'. . V. scophthalmi 1
tasmaniensis
V. mytili 1 P. damsalae 2
V. hyugaensis 1 A. fischeri 1
V. harveyi 1
P. damsalae 1
8 17 6 11 4 7

Tabla 4: identificacion de las especies bacterianas en los peces provenientes de
cultivo, pesca y sintomaticos a partir del gen 16s rRNA

La diversidad de especies en los peces provenientes de cultivo (n=8) es superior
con respecto a los peces provenientes de la pesca (n=6), siendo las especies
predominantes V. alginolyticus y V. sinensis en los peces provenientes de cultivos,

y V. crassostreae en los peces provenientes de la pesca.

En los peces enfermos del centro de cultivo, la diversidad de especies (n=4) fue
menor con respecto a los grupos previamente descritos, siendo V. alginolyticus la

especie predominante.

6.2.2 Secuenciacion del gen hsp60

Los resultados de las secuencias parciales del gen hsp60 permitieron tener una
mayor aproximacion a la especie bacteriana. Se obtuvo las secuencias de 30
aislados. Las secuencias correspondientes a los 5 aislados restantes fueron

amplificaciones inespecificas. Los porcentajes de similitud de las cepas
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secuenciadas fueron superiores al 94%. El analisis de similitud entre las secuencias

obtenidas y las secuencias de las bases de datos utilizadas se muestran en el anexo

5. En latabla 5 se describe los resultados de la identificacion de especies a partir de

la comparacion secuencias en la base de datos EzBioCloud.

Cultivo Pesca Con signos clinicos
. N° de . Ne° de . N° de
Especies aislados Especies aislados Especies aislados
V. : : . .
alginolyticus 4 V. alginolyticus 1 V. alginolyticus 4
V. diabolicus 1 V. celticus 3 V. diabolicus 1
V. sinensis 5 . V. . 2 V. jasicida 1
cyclitrophicus
V. mytili 1 P. damsalae 2 V. scophthalmi 1
V. jasicida 1 A. fischeri 1
V. harveyi 1
P. damsalae 1
7 14 5 9 4 7

Tabla 5: identificacion de las especies bacterianas en los peces provenientes de

cultivo, pesca y enfermos a partir del gen hsp60.

6.2.3 Andlisis filogenéticos del género Vibrio

6.2.3.1 Andlisis filogenéticos a partir del gen 16S rRNA

Los arboles filogenéticos reconstruidos a partir de las secuencias del gen 16S rRNA

muestran la distribucion de las cepas en los clados Harveyi, Scophthalmi y

Splendidus respectivamente. Los rangos de similitud de las secuencias del gen 16s

rRNA fueron de entre 99.23% (3.2) y 100% (4.1).

En el arbol correspondiente al clado Harveyi (Figura 1), se evidencia 2 cepas

cercanas a V. jasicida (PC=1; PE=1), 2 cepas cercanas a V. parahaemolyticus

(PC=1; PE=1), 1 cepa relacionada a V. harveyi (PC=1), y 1 cepa relacionada a V.
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mytili. Adicionalmente, en 9 cepas no se observa relaciones claras con respecto a

las cepas de referencia.

99 4.1

73

\— Vibrio diabolicus HE800T (X99762)

L— 131
\\20_1
19.2

Vibria alginolyticus NBRC 156307 (CP006718)

Vibrio azureus NBRC 1045877 (BATL01000140)
74 L Vibrio natriegens DSM 7597 (ATWUO01000093)

91 | Vibrio campbelli CAIM 5197 (AMDGO01000189)
J4‘|- Vibrio rotiferianus LMG 214607 (AJ316187)

&1 | Vibrio hyugaensis 090810aT (LC004912)
Vibrio owensii LMG 254437 (JPRD01000038)

35

86 |— Vibrio jasicida TCFB 07727 (AB562589)

202
ssL 62

57

Vibrio japonicus JCM 314127 (LC143378)

6.1
;{ Vibrio harveyi NBRC 156347 (BCUF01000119)

8

Vibrio mytili CAIM 5287 (JXOK01000072)

b5 Vibrio parahaemolyficus NBRGC 127117 (BBQD01000032)

Vibrio choferae CECT 5147 (NR 044853.1)

0.0050

Figura 1: Arbol filogenético a partir de las secuencias del gen 16S rRNA de las
cepas aisladas ubicadas en el clado Harveyi. 1317 sitios de nucle6tidos libres de
gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo

correspondiente.
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En el arbol correspondiente al clado Scophthalmi (Figura 2), se observa 4 cepas
cercanas a V. scophthalmi (PC=3; PE=1), 5 cepas cercanas a V. sinensis (PC=5), y
dos cepas, en las cuales no se observa una relacion clara con respecto a las cepas de
referencia.

81

3.1
Vibrio scophthalmiLMG 19158T (AFWEQ1000105)

19.1

Vibrio ichthyoenterr DSM14397T (AJ421445)

Vibrio hippocambi BFLP-4T (FN421434)

Vibrio renipiscarius DCR 1-4-27 (JTKH01000028)

Vibrio sinensis BEI233T (MGT797701)

10.2

Vibrio alfacsensis CAIM 18317 (JF316656)

Vibrio thalassae MD16T (HF541973)

il Vibrio sagamiensis LC2-0477 (AB428909
g ( )

| Vibrio astriarenae JCM 192337 (BEMQ01000195)

Vibrio aestuarianus ATCC 350487 (X74689)
————— Vibrio pomeroyi LMG 205377 (AJ491290)
5 | [ Vibrio cortegadensis C16.17T (HF955037)
(£ I Vibrio bivalvicida 6057 (LLEIO1000012

Vibrio cholerae CECT 5147 (NR 044853.1)

—

0.0050

Figura 2: Arbol filogenético a partir de las secuencias del gen 16S rRNA de las
cepas aisladas ubicadas en el clado Scophthalmi. 1291 sitios de nucledtidos libres
de gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.
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En el arbol correspondiente al clado Splendidus (Figura 3), se observa 2 cepas

cercanas a V. cyclitrophicus (PP=2), y 3 cepas cercanas a V. crassostreae (PP=3).

Vibrio cyclitrophicus P-2P447 (U57919)

Vibrio atlanticus Vb 11.117 (EF599163)
Vibrio tasmaniensis LMG 251747 (AJ514912)
80 Vibrio echinoideorum NFH.MBO10T (MGT788349)

—— Vibrio splendidus ATCC 331257 (X74724)

Vibrio artabrorum Vb 11.87 (EF599164)
- “ Vibrio gigantis CAIM 25T (EF094888)
| e»:.i Vibrio coraflirubri Corallo1T (HG942391)

7 Vibrio cefficus Rd 8.157 (EF599162)

15.1
a7
e l16.3

16.2

84

ma I Vibrio crassostreae LGPTT (CCJW01000022)

Vibrio pomeroyi LMG 205377 (AJ491290)

_,— Vibrio toranzoniae Vb 10.87 (HE978310)

e |— Vibrio kanaloae LMG 205377 (AJ316193)

Vibrio cholerae CECT 5147 (NR 044853.1)

—

0.0050

Figura 3: Arbol filogenético a partir de las secuencias del gen 16S rRNA de las
cepas aisladas ubicadas en el clado Splendidus. 1359 sitios de nucledtidos libres de
gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.

6.3.2.1 Analisis filogenéticos a partir del gen Hsp60

Los arboles filogenéticos reconstruidos a partir de las secuencias parciales del gen

Hsp60 muestran la distribucion de las cepas en los clados Harveyi, Scophthalmi y
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Splendidus respectivamente. Los rangos de similitud de las secuencias del gen

Hsp60 fueron de entre 94.68% (16.3) y 99.45% (12.1y 13.2).

En el arbol correspondiente al clado Harveyi (Figura 4), se evidencia 2 cepas
cercanas a V. jascicida (PC=1; PE=1), 9 cepas cercanas a V. alginolyticus (PC=4;
PP=1; PE=4), 1 cepa cercana a V. antiquarius (PC=1), 1 cepa que se ubica en el
mismo cluster junto a V. harveyi, V. rotiferianus, V. campbellii y V. owensii (PC=1),
y 1 cepa formando una rama independiente. La secuencia de la cepa 19.2 no se

incluy6 en el &rbol debido a que solo se obtuvo la secuencia del primer Forward.

100

Vibrio alginolyticus ATCC 177497 (X02241)
Vibrio diabolicus FA3 (NZ_CP042452)

| ﬁ[\_[ 32
70 = Vibrio antiquarius EX25 (NZ_DS267912)
Vibrio parahaemolyticus ATCC 178027 (LATW01000001)
Vibrio jasicida 090810c (NZ_CP025793)

100 ‘;20-2
6.2

| T—E Vibrio owensiit XSBZ03 (NZ_CP019960)

55

4.1

Vibrio campbellii ATCC BAA-1116 (CP006605)
100 U*BJ
|_|— Vibrio rotiferianus LMG 214607 (AJ316187)
65 — Vibrio harveyi ATCC 33843 (NZ_CP009468)

Vibrio cholerae MJ-1236 (NC_012668)

0.020
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Figura 4: Arbol filogenético a partir de las secuencias parciales del gen hsp60 de
las cepas aisladas ubicadas en el clado Harveyi. 541 sitios de nucledtidos libres de
gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.

En el arbol correspondiente al clado Scophthalmi (Figura 5), se observan 5 cepas
que forman un cluster independiente, y la cepa restante (PE=1) cercana a V.
scophthalmi. Las secuencias de las cepas 1.1, 3.1, 8.1, 14.1 y 16.4 no se incluyeron

en el arbol debido a que las amplificaciones obtenidas no fueron del gen Hsp60.

51 —1.1
91
|—19_1
100
10.1

] I—‘]UE

Vibrio renipiscarius DCR 1-4-2T (JTKH01000028)

[ 100 2.1

Vibrio affanticus LGP32 (GU990247)

Vibrio parahaemalyticus ATCC 178027 (LATWO01000001)

62 Vibrio alginolyticus ATCC 177497 (X02241)
[

Vibrio campbediif ATCC BAA-1116 (CP006605)
Vibrio harveyr ATCC 33843 (NZ_CP009468)

100
61 Vibrio rotiferianus LMG 214607 (AJ316187)
Vibrio cholerae MJ-1236 (NC_012668)

—

0.020

Figura 5: Arbol filogenético a partir de las secuencias parciales del gen hsp60 de
las cepas aisladas ubicadas en el clado Scophthalmi. 545 sitios de nucleotidos libres
de gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.
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En el arbol correspondiente al clado Splendidus (Figura 6), se observa 2 cepas
cercanas a V. cyclitrophicus (PP=2), y 3 cepas cercanas entre si formando un cluster

independiente.

75 Vibrio lentus 5F79 (NZ_MAKAQ1000353)
o8 Vibrio tasmaniensis LMG 200127 (NZ_VARQO00000000)
Vibrio splendidus Z5 90 (NZ_PIEW01000046)
&0 Vibrio atlanticus LGP32 (GU990247)
Vibrio crassostreae LGPTT (CCJW01000022)
76 I Vibrio corallirubr Evd3 (NZ_ORXVWW00000000)

| 16.2
100 u15-3

1007151
Vibrio gigantis CCUG 569687 (NZ_VXJ500000000)

Vibrio kanaloae R17 (CP065151)

J Vibrio cyclitrophicus FFT5 (NZ_ATLT00000000)
62
100 || 121

o8 1132

Vibrio cholerae MJ-1236 (NC_012668)

—

0.020

Figura 6: Arbol filogenético a partir de las secuencias parciales del gen hsp60 de
las cepas aisladas ubicadas en el clado Splendidus. 541 sitios de nucle6tidos libres
de gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.

6.2.3 Andlisis filogenéticos de los géneros Photobacterium y Aliivibrio
6.2.3.2 Analisis filogenéticos a partir del gen 16s rRNA

En los arboles correspondientes a los clados Damselae y Fischeri (Figura 7 y 8
respectivamente) se observa 3 cepas relacionadas a P. damselae subs. damselae

(PC=1, PP=2) y 1 cepa cercana a A. fischeri (PP=1).
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100 — Photobacterium toruni HO1100410BT (KX855661)
I_Photobacten'um andalusiense H01100409BT (KX943591)

Photobacterium lelognathi ATCC 255217 (D25309)
Photobacterium sanctipauli A-3947 (KCT751088)

Photobacterium ganghwense DSM 229547 (LDOUO01000025)
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100
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) Vibrio ishigakensis JCM 192317 (BBRZ01000221)
Vibrio cholerae CECT 5147 (NR 044853.1)

—

0.0030

Figura 7: Arbol filogenético a partir de las secuencias del gen 16S rRNA de las
cepas aisladas ubicadas en el clado Damselae. 1227 sitios de nucledtidos libres de
gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.
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Figura 8: Arbol filogenético a partir de la secuencia del gen 16S rRNA de la cepa
aislada ubicada en el clado Fischeri. 1345 sitios de nucledtidos libres de gaps fueron
comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia evolutiva. Los
valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo correspondiente.

6.2.3.3 Andlisis filogenéticos a partir del gen Hsp60

En los arboles correspondientes a los clados Damselae y Fischeri (Figura 9 y 10
respectivamente) se observa 3 cepas cercanas a P. damselae (PC= 1, PP=2) y 1 cepa

cercana a A. fischeri (PP=1).

16.1

1.1

5.1

100
— Photobacterium damselae subsp. piscicida MT1415 (NZ_SUMHO0000000)

L Photobacterium damselae subsp. damselae RM-T1 (NZ_CP07T0626)

a1 Photobacterium leiognathi subsp. mandapamensis svers 1.1 (NZ_DF093603)
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76 ———— Photobactenium phosphoreum JCM 211847 (NZ_MSCQ00000000)

W00l Photobacterium kishitanii ATCC BAA-1194T (NZ_JZSP01000017)

Vibrio cholerae MJ-1236 (NC_012668)

—
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Figura 9: Arbol filogenético a partir de las secuencias parciales del gen hsp60 de
las cepas aisladas ubicadas en el clado Damselae. 544 sitios de nucle6tidos libres
de gaps fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.
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Aliivibrio wodanis AWOD1 (NZ_LN554846)

so L Alivibrio finisterrensis LMG 238697 (NZ_VWBVF00000000)

Alinvibrio salmonicida LFI1238 (NR_O77017)
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= Aliivibrio fischeriMJ11 (NC_011186)

Vibrio cholerae MJ-1236 (NC_012668)
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Figura 10: Arbol filogenético a partir de la secuencia parcial del gen hsp60 de la
cepa aislada ubicada en el clado Fischeri. 565 sitios de nucleétidos libres de gaps
fueron comparados. La medida de la barra horizontal indica la divergencia
evolutiva. Los valores “bootstrap” mayores a 50 aparecen junto a su nodo
correspondiente.
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VII. Discusion

Se logrd aislar vibrios en la microbiota intestinal del lenguado nativo (Paralichthys
adspersus), resultado similar a diversos reportes de vibrios en la microbiota de otros
peces planos, como el Etropus ectenes, Paralichthys dentatus, Paralichthys
olivaceus, Hippoglossus hipoglossus y Scophthalmus maximus (Tanasomwang &
Muroga, 1988; Eddy & Jones, 2002; Sugita et al., 2002; Verner-Jeffreys et al.,
2003; Montes et al., 2006; Sugita & Ito, 2006; Ruiz, 2012). El habitat marino y la
dieta carnivora estan vinculados a la predominancia de vibrios en la microbiota
intestinal de los peces marinos carnivoros (Egerton et al., 2018), pudiendo explicar

estos resultados.

En los peces provenientes de la pesca se aislaron vibrios en el 70% de las muestras,
resultado que difiere al del estudio de Salas-Leiva et al. (2017) y Arab et al. (2020),
en los cuales no se aislaron vibrios a partir de Lenguados (Paralichthys adspersus),
Doradas (Sparus aurata) y Lubinas (Dicentrarchus labrax) salvajes. EI IMARPE
(2019), report6 un pH entre 8.4 a 8.8 en el fondo marino de las bahias de Huarmey,
adicionalmente el presente estudio se realizo entre finales de primavera e inicios de
verano, favoreciendo un ambiente ideal para la proliferacién de vibrios, los cuales
tienden a desarrollarse mejor y proliferar en condiciones alcalinas y en el verano
debido al aumento de temperatura (Percival & Williams, 2014; Liang et al., 2019).
La composicion de la microbiota intestinal de los peces puede ser influenciada
mediante el consumo continuo de las bacterias medioambientales, las cuales son

consumidas mediante el agua, pasan a través del tracto digestivo y pueden
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colonizarlo (Austin, 2006; Ringo et al., 2010). Una proliferacion de vibrios
medioambientales en el mar de Huarmey al momento del muestreo puede haber
influenciado en la colonizacién y posterior aislamiento de estas bacterias a partir de

lenguados procedentes de la pesca.

En este estudio, en todos los peces provenientes de cultivo se logré aislar vibrios,
resultado que difiere con la incidencia de 7.92% obtenida en el trabajo de Arab et
al. (2020) a partir de Doradas (Sparus aurata) y Lubinas (Dicentrarchus labrax)
procedentes de cultivo en la costa Mediterranea de Argelia. En el trabajo de Arab
et al. se realizaron muestreos alrededor de todo el afio y se us6 530 doradas y
lubinas, provenientes de cultivo, factores que pueden explicar la diferencia en las

incidencias obtenidas.

En los peces de centro de cultivo se encontré una mayor incidencia y un mayor
nimero de aislados con respecto a los peces de pesca. Estos resultados pueden
explicarse debido a la dieta artificial usada en la acuicultura intensiva, la cual
incrementaria la carga de vibrios en la microbiota intestinal (Martin-Antonia et al.,

2007).

A partir de las secuencias obtenidas, se obtuvo a los clados Harveyi y Scophthalmi
como predominantes en los peces de provenientes del centro de cultivo,
representando cada clado un 47% de los aislados en este grupo. Adicionalmente se
encontré una cepa (6%) perteneciente al clado Damselae. En el trabajo de Tapia-
Paniagua et al. (2010), el Clado Harveyi era el predominante en la microbiota

intestinal del Solea senegalensis de cultivo; y en el trabajo de Sugita & Ito (2006)
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del Paralichthys olivaceus se reportd a los Clados Scophthalmi y Fischeri como

predominantes en la microbiota intestinal.

El Clado Splendidus fue el predominante en los peces provenientes de la pesca
(46%), y solo estuvieron presentes en este grupo. Adicionalmente se encontraron
cepas provenientes de los clados Scophthalmi (18%) y Damselae (18%), Harveyi
(9%) y Fischeri (9%). Hay poca informacién disponible sobre vibrios y la
microbiota intestinal en peces planos salvajes. En el trabajo de Ruiz (2012) a partir
de un ejemplar de Etropus ectenes, se encontr6 al Clado Harveyi como

predominante en la microbiota intestinal del ejemplar estudiado.

En los lenguados provenientes del centro de cultivo, predomino el Clado Harveyi y
Scophthalmi y se obtuvo una mayor diversidad de especies bacterianas en
comparacion a los peces provenientes de la pesca, en los cuales predomino el Clado
Splendidus. Sin embargo, en los peces provenientes de la pesca se obtuvo una
mayor diversidad de Clados. En los peces, la microbiota intestinal es afectada por
varios factores, como los factores del hospedero (genéticos, sexo, edad, peso,
inmunidad y motilidad intestinal), factores medioambientales (agua, dieta,
medicamentos), factores microbianos (capacidad de adhesion, enzimas, capacidad
metabolica), variaciones individuales y fluctuaciones del dia a dia (Wang et al.,

2018),

En los peces de cultivo que presentaron signos clinicos compatibles con
enfermedad, el Clado Harveyi fue el predominante (86%). Adicionalmente la
incidencia de vibrios y la diversidad de aislados fue menor en comparacién con el

grupo de los peces sin sintomatologia procedentes de cultivo. La relacién entre el
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pez y su microbiota intestinal se puede interrumpir por diversas variables, siendo la
enfermedad del hospedador el factor primario (Li etal., 2017; Nieetal., 2017). Una
mayor diversidad genera una mayor probabilidad de tener especies con efectos
antagonistas ante un patogeno (Fargione & Tilman, 2005), por lo tanto, una baja
diversidad y estabilidad en la microbiota intestinal se asocia a peces enfermos (Li

etal., 2017; Nie et al., 2017).

Las secuencias a partir del gen hsp60 permitieron una identificacion mas confiable
de los aislados estudiados, sin embargo, se tuvo como principal limitante la falta de
secuencias para comparar de algunas especies bacterianas. La cepa 6.1 presento
una alta similitud de nucleédtidos y en el arbol filogenético, se ubico en el mismo
cluster con V. harveyi y V. japonicus, sin embargo, no se encuentra disponible una
secuencia del gen hsp60 de esta Gltima especie. Adicionalmente, las cepas 15.1,
16.2 y 16.3 tenian similitudes altas de nucleo6tidos del gen 16s rRNA con V.
crassostreae, V. pomeroyi, V. gigantis, V. coralliirubri, V. celticus, V. artabrorum
y V. splendidus. Al analizar las secuencias parciales del gen hsp60, la mayor
similitud de estas cepas fue con V. celticus, sin embargo, las similitudes fueron bajas
(94.68-94.85%), siendo V. pomeroyi o V. artabrorum posibles clasificaciones,
lamentablemente no se obtuvo secuencias del gen hsp60 de estas especies para

compararlas.

Las principales especies patdgenas de Vibrio para el humano son V. cholerae, V.
vulnificus y V. parahaemolyticus (Robert-Pillot et al., 2014), las cuales no se

encontraron en el presente estudio. Sin embargo, se encontrd V. alginolitycus,
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especie reportada como patégena en humanos, asociada principalmente a heridas
superficiales y otitis, a diferencia de las principales especies patdgenas para el
humano, las cuales causan principalmente signos gastrointestinales (Baker-Austin

etal., 2018).

La especie predominante del clado Harveyi fue V. alginolyticus, bacteria
encontrada en los tres grupos estudiados y de importancia para la sanidad acuicola,
debido a multiples reportes de cuadros de enfermedades primarias y secundarias en
animales acuaticos marinos causados por esta bacteria (Balebona et al, 1998; Liu et
al, 2016; Medina et al, 2016; Rameshkumar et al, 2017). En el presente estudio
también se aisl6 V. diabolicus, especie no patdgena, a diferencia del presente
estudio en el trabajo de Sohn et al. (2019) se aisl6 a partir de la branquia del halibut

japones (Paralichthys olivaceus) de cultivo.

V. jasicida es una bacteria no patégena reportada en la microbiota del Sagmariasus
(Jasus verreauxi), abulon (Haliotis sp.) y Salmon del atlantico (Salmo salar)
(Yoshizawa et al., 2012). A diferencia de este estudio, en el cual esta bacteria se
aislo de intestino, Sohn et al. (2019) la aislaron a partir de rifidn del halibut japones
de cultivo. Otra especie aislada fue V. mytili, especie aislada originalmente a partir
del mejillon (Mytilus edulis) en el trabajo de Pujalte et al. (1993) y de la cual no

hay reportes en peces planos.

Las cepas del clado Scophthalmi estuvieron presentes en los 3 grupos estudiados,
siendo la mayoria de los aislados obtenidos a partir de la microbiota intestinal de
los peces de cultivo sin sintomatologia. Pocas secuencias del gen hsp60 de bacterias

del Clado Scophthalmi estuvieron disponibles, por lo que el arbol filogenético se
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construy6 adicionando especies de otros clados. 6 cepas pertenecientes a este clado
fueron similares a Vibrio scophthalmi, estando presente en los 3 grupos estudiados.
Esta especie es de importancia para la acuicultura de los peces planos, debido a
reportes de aislamientos de esta bacteria a partir de peces planos enfermos
(Soffiientino et al., 1999; Qiao et al., 2012; Sohn et al., 2019; Zhang et al., 2020).
V. scophthalmi actia como un patdgeno oportunista, generalmente no causa
enfermedad cuando se encuentra en el intestino de peces sanos, sin embargo,
cuando hay inmunosupresion, puede afectar facilmente al pez hospedador (Zhang
et al., 2020). Adicionalmente, se encontro V. sinensis, especie predominante en los
peces de cultivo, descrita recientemente en el trabajo de Li et al. (2019), y aislada
a partir de agua de mar superficial en China oriental, sin embargo, no hay reportes

de esta especie bacteriana asociada a microbiota de peces marinos.

En el clado splendidus, se obtuvo 3 cepas no identificadas, y 2 cepas identificadas
como V. cyclitrophicus, especie reportada en la microbiota del copépodo marino
(Acartia tonsa) y aislada de “biofilm” marino en la Isla Gouki en China (Li et al.,

2019; Nuttall et al., 2019). No hay reportes de esta especie en peces planos.

A partir de los peces provenientes de cultivo y de la pesca se logro aislar
Photobacterium damselae, especie importante para la sanidad acuicola, debido a
que tanto P. damselae subsp. piscicida como P. damselae subsp. damselae estan
reportados como patdgenas (Fouz et al., 2000; Romalde, 2002; Nufez-Diaz et al.,
2016; Terceti et al., 2016). Esta especie de bacteria ha sido aislada a partir de peces
planos enfermos, como el Halibut japones de cultivo, lenguado senegalés (Solea
senegalensis) de cultivo, Platija de verano (Paralichthys dentatus) de cultivo y el

rodaballo (Scophthalmus maximus) de cultivo (Fouz et al., 1992; Zorrilla et al.,
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1999; Kwon et al., 2005; Gauger et al., 2006). Adicionalmente se aislé una cepa de
Aliivibrio fischeri, especie bioluminiscente que se puede hallar en vida libre o en
asociaciones mutualistas en algunos calamares y peces (Dunn, 2012), y reportada
en la microbiota intestinal del pez plano Paralichthys olivaceus (Sugita & Ito,

2006).

Los vibrios tienen un rol importante en la microbiota de los peces, con reportes de
algunas especies con efectos antagonistas frente a algunas especies patdgenas
(Austin, 1995; Sugita et al., 1997; Ruangpan et al., 1998). Los vibrios también
influyen en la degradacién de moléculas complejas en el tracto gastrointestinal,
mediante la produccion de enzimas hidroliticas (Gatesoupe et al., 1997; Henderson

& Millar, 1998; Itoi et al., 2006; Sugita & Ito, 2006).

El presente trabajo da un primer reporte de las especies de vibrios presentes en la
microbiota intestinal del lenguado nativo Paralichthys adspersus en Perd, tanto
provenientes del medio natural como de cultivo. Es recomendable continuar las
investigaciones con el fin de comprender los diversos factores que pueden alterar
la microbiota y la presencia de vibrios, evaluar los efectos de estas alteraciones en
la salud del hospedero, y determinar el rol que cumple la microbiota y los vibrios

presentes en el lenguado nativo Paralichthys adspersus.
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VI1II. Conclusiones

e Especies bacterianas de Vibrio se encuentran en la microbiota intestinal del
lenguado nativo (Paralichthys adspersus), provenientes tanto de acuicultura
como de pesca.

e Especies bacterianas de Vibrio reportadas como patdgenas se encuentran en
la microbiota intestinal del lenguado nativo, provenientes tanto de
acuicultura como de pesca.

e No se encontraron las principales especies de Vibrio de importancia para la
salud publica en la microbiota intestinal del lenguado nativo.

e Especies de vibrios ubicadas filogenéticamente en los clados Harveyi,
Scophthalmi, Splendidus, Damselae y Fischeri se encuentran asociadas a la

microbiota intestinal del lenguado nativo.
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IX. Recomendaciones
e Se recomienda usar la secuencia de un gen alternativo para complementar
la identificacion de las cepas no identificadas concluyentemente.
e Se recomienda determinar el recuento de bacterias intestinales y la
caracterizacion bioquimica de las cepas en los siguientes estudios.
e Se recomienda monitorear la presencia de vibrios en muestras ambientales

y en el cultivo del lenguado nativo.
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XI. Anexos

Anexo 1: Dibujo del “Lenguado Comun” Paralichthys adpersus (Chirichigno,

1974).

Fig. 256 Paralichthys (P.) adspersus (8.) '*Lenguado comin’’

S
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Anexo 2: Ubicacion de la provincia de Huarmey, en el departamento de Ancash.
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Anexo 3: Parametros del agua de cultivo de los lenguados provenientes de
cultivo.

Engorde Engorde2
1 (500 (1kg))
grs.) '

Dersidad 1418 2030
Nitrito 0.12mg/L 0.14 mg/L
Nitrato 1.25mg/L 1.5 mg/L

Temperatura 16-20°C  16-20°C

Oxigeno 5-7mg/L  5-7 mg/L

pH 7.6-7.9 7.6-7.9

Salinidad 34 ppm 34 ppm




Anexo 4: Resultados de la identificacion de especies mediante las secuencias del

gen 16s rRNA.

Cddigo Origen 16SrRNA (EzBiocloud) 16SrRNA (BLAST)
11 cultivo V. scophthalmi (99.78%) V. scophthalmi (99.93%)
1.2 cultivo V. alginolyticus (99.86%) V. alginolyticus (100%)
2.1 cultivo V. sinensis (99.50%) V. sp. (99.93%)
: . . V. alginolyticus/
0,
2.2 cultivo V. alginolyticus (99.44%) V.parahaemolyticus(100%)
3.1 cultivo V. scophthalmi (99.93%) V. scophthalmi (100%)
3.2 cultivo V. alginolyticus (99.23%) V. parahaemolyticus (99.93%)
. . V. parahaemolyticus/ V. diabolicus
0,
4.1 cultivo V. mytili (100%) (99.65%)
. . V. natriegens/V. alginolyticus
0,
4.2 cultivo V. parahaemolyticus (99.51%) (99.65%)
51 cultivo P.damselae subsp. piscicida P. damselae/ P. damselae subsp.
' (99.93%) damselae (100%)
6.1 cultivo V. harveyi (99.72%) V. harveyi (100%)
. . Gammaproteobacteria bacterium
0,
6.2 cultivo V. hyugaensis (99.71%) (99.86%)
: . . V. alginolyticus/
0,
6.3 cultivo V. alginolyticus (99.86%) V.parahaemolyticus(100%)
7.1 cultivo V. sinensis (99.50%) V. sp. (99.93%)
8.1 cultivo V. scophthalmi (99.93%) V. scophthalmi (99.65%)
9.1 cultivo V. sinensis (99.57%) V. sp. (99.86%)
10.1 cultivo V. sinensis (99.35%) V. sp. (99.64%)
10.2 cultivo V. sinensis (99.56%) V. sp. (100%)
111 Pesca P. damselae subsp. piscicida P. damselae subsp. damselae/
' (99.70%) piscicida (100%)
12.1 Pesca V. tasmaniensis (99.65%) V. cyclitrophicus (100%)
13.1 Pesca V. alginolyticus (99.50%) V. alginolyticus/ V. azureus (99.65%)
13.2 Pesca V. tasmaniensis (99.65%) V. cyclitrophicus (100%)
14.1 Pesca V. scophthalmi (99.40%) V. scophthalmi (100%)
V. splendidus/ V. crassostreae
0,
15.1 Pesca V. crassostreae (99.72%) (99.86%)
16.1 Pesca P. damselae subsp. piscicida P. damselae/ P. damselae subsp.
' (99.46%) damselae (99.77%)
16.2 Pesca V. crassostreae (99.93%) V. crassostreae (99.93%)
V. splendidus/ V. crassostreae
0,
16.3 Pesca V. crassostreae (99.72%) (99.86%)
16.4 Pesca V. scophthalmi (99.41%) V. scophthalmi (99.93%)
17.1 Pesca Aliivibrio fischeri (99.01%) Aliivibrio sp (99.93%)
18.1  Sintomatict V. parahaemolyticus/ V. V. alginolyticus (99.64%)

alginolyticus(99.57%)



18.2

18.3

19.1

19.2

20.1

20.2

Sintomati
co
Sintomati
co
Sintomati
co
Sintomati
co
Sintomati
co
Sintomati
co

V. alginolyticus/ V. natriegens
(99.62%)

V. alginolyticus (99.50%)
V. scophthalmi (99.93%)
V. alginolyticus (99.57%)
V. alginolyticus (99.72%)

V. hyugaensis (99.78%)

V. alginolyticus/
V.parahaemolyticus(99.62%)

V. alginolyticus (99.71%)
V. scophthalmi (100%)
V. alginolyticus (99.86%)

V. sp.(100%)

Gammaproteobacteria bacterium
(100%)

Anexo 5: Resultados de la identificacion de especies mediante las secuencias

parciales del gen hsp60

Codigo Origen Hsp60 (EzBiocloud) Hsp60 (BLAST)
1.1 cultivo - -
1.2 cultivo V. alginolytlcus (98.58%) V. alginolyticus (99.64%)
2.1 cultivo V. sinensis (97.98%) V. parahaemolyticus (88.69%)
2.2 cultivo V. alginolytlcus (98.72%) V. alginolyticus (99.82%)
3.1 cultivo - -
3.2 cultivo V. diabolicus (99.08%) V. antiquarius (99.63%)
4.1 cultivo V. mytili (98.72%) V. parahaemolyticus (87.45%)
4.2 cultivo V. alginolyticus (98.53%) V. alginolyticus (99.82%)
51 cultivo P. damsel?ggs.gg% damselae Photobacterium damsalae (99.82%)
6.1 cultivo V. harveyi (98.72%) V. harveyi (98.72%)
6.2 cultivo V. jascicida (98.74%) V. jasicida (98.92%)
6.3 cultivo V. alginolityticus (98.9%) V. alginolityticus (99.63%)
7.1 cultivo V. sinensis (97.82%) V. parahaemolyticus (88.61%)
8.1 cultivo - -
9.1 cultivo V. sinensis (98.18%) V. parahaemolyticus (89.27%)
10.1  cultivo V. sinensis (98.53%) V. parahaemolyticus (89.01%)
10.2  cultivo V. sinensis (98.17%) V. parahaemolyticus (88.48%)
111 Pesca P. damselz(igegsjgtéi,/% damselae Photobacterium damsalae (99.63%)
12.1 Pesca V. cyclitrophicus (99.45%) V. cyclitrophicus (99.26%)
13.1 Pesca V. alginolyticus (98.17%) V. alginolyticus (99.45%)
13.2 Pesca V. cyclitrophicus (99.45%) V. cyclitrophicus (99.27%)
141 Pesca - -
15.1 Pesca V. celticus (94.81%) V. chagasii (94.04%)
16.1 Pesca P. damselae subsp. Photobacterium damsalae/ P. damsalae

damselae/piscicida (99.27%)

subs. piscicida (99.26%)



16.2 Pesca V. celticus (94.85%) V. chagasii (93.91%)
16.3 Pesca V. celticus (94.68%) V. chagasii (94.09%)
16.4 Pesca - -

17.1 Pesca A. fischeri (97.3%) A. fischeri (97.66%)
18.1 Sl?itg(;na V. alginolyticus (98.38%) V. alginolyticus (99.64%)
18.2 Sl?itg(;na V. alginolyticus (98.53%) V. alginolyticus (99.82%)
18.3 Sl?itg(;na V. alginolyticus (98.72%) V. alginolyticus (100%)
19.1 S'?ité’(;”a V. scophthalmi (97.1%) V. scophthalmi (97.64%)
19.2 S';‘ité’(;”a V. diabolicus (98.37%) * V. diabolicus (99.59%) *
20.1 Sl?itco(;na V. alginolyticus (98.91%) V. alginolyticus (100%)
20.2 S';‘itco(;”a V. jascicida (98.92%) V. jasicida (99.46%)

*Secuencia obtenida solo del primer forward



