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Resumen 

 

La concha de abanico (Argopecten purpuratus) tiene una gran importancia 

productiva y económica en el Perú, siendo el segundo producto hidrobiológico 

más exportado al mercado europeo. El crecimiento productivo de esta especie 

viene dándose de manera continua, lo que provoca un incremento de la 

demanda de la semilla para los sistemas productivos intensivos. Lo cual 

presiona a los bancos naturales de concha de abanico, siendo un riesgo para la 

continuidad de la especie. Como alternativa  sostenible, se tiene la producción 

de semilla en criaderos siendo esta la etapa más sensible que repercute en su 

supervivencia. Una de las causas de mortalidades en larvas se asocia a 

microorganismos patógenos como las bacterias del género Vibrio. Es 

importante identificar la microbiota asociada a la semilla de la especie. Para 

esto se realizó un estudio de la diversidad de especies del género Vibrio 

asociada a semilla de concha de abanico proveniente de medio natural y de 

criadero. Se obtuvieron un total de 33 aislados, 11 de ellos provenientes de 

criaderos y 22 del medio natural. Además, se obtuvieron 16 cepas aisladas de 

un evento de mortalidades larvarias masivas de concha de abanico. Se 

caracterizaron a los vibrios como pertenecientes a los clados Harveyi, 

Mediterranei y Splendidus. Con la secuenciación del gen 16S rRNA se 

evidenció que en la semilla  de medio natural hubo 10 especies mientras que en 

la semilla de criadero sólo se encontraron 5 especies. En las mortalidades 

larvarias todas las cepas pertenecían al clado Harveyi. Usó el análisis de 

secuencias concatenado como una herramienta con mayor poder resolutivo para 

determinar la filogenia de las cepas aisladas. Las cepas aisladas confirman que 

las bacterias del género Vibrio están presentes en la microbiota de la semilla de 

la concha de abanico.  

Palabras clave: Concha de abanico, Argopecten purpuratus, Microbiota, 

Vibrio, Semilla 



 

 

 

  



 

 

Abstract 

 

The Peruvian scallop (Argopecten purpuratus) has a great productive and economic 

importance in Peru, being the second most exported hydrobiological product to the 

European market. The productive growth of this specie is occurring continuously, 

which causes an increase in the demand of the seed for intensive production systems. 

This cause pressure on the natural beds of the Peruvian scallop, which is a risk to the 

specie continuity. As a sustainable alternative, there is seed production in hatcheries, 

this being the most sensitive stage that affects their survival. One of the causes of 

mortalities of larvae is associated with pathogenic microorganisms such as bacteria of 

the genus Vibrio. It is important to identify the microbiota associated with the seed of 

the specie. The study was made of the diversity of species of the genus Vibrio 

associated with seed from a natural and hatchery environment. A total of 33 isolates 

were obtained, 11 of them from hatcheries and 22 from the natural environment. In 

addition, 16 strains were isolated from an event of massive larval mortalities of 

Peruvian scallops. The vibrios are characterized as belonging to the clades Harveyi, 

Mediterranei and Splendidus. With the sequencing of the 16S rRNA gen, it was found 

that there were 10 species in the seed of the natural beds, while only 5 species were 

found in the hatchery. In the larval mortalities all the strains belonged to the Harveyi 

clade. Were used the concatenated sequence analysis as a tool with greater resolving 

power to determine the phylogeny of the isolated strains. The isolated strains confirm 

that the bacteria of the genus Vibrio are present in the microbiota of the Peruvian 

scallop seed. 

 

Keywords: Peruvian Scallop, Argopecten purpuratus, Microbiota, Vibrio, 

Seed    
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1. Introducción  

 

El Océano Pacífico baña las costas del Perú, el cual registra una temperatura de 17 a 

19 °C en verano y del 13 a 14 °C en el invierno, además de afloramientos marinos, 

confiriéndole a la costa peruana una gran diversidad de especies marinas en los 

diferentes niveles tróficos y el característico color marrón-verdoso (IMARPE, 2017). 

La gran biodiversidad marina atrae al hombre, por razones laborales o deportivas, 

siendo las actividades de pesca de captura las están conllevando a la sobreexplotación 

de las especies marinas, afectando los ecosistemas marinos (FAO, 2016).  

La acuicultura es una alternativa para evitar la sobreexplotación de los recursos 

pesqueros y a su vez es la actividad productiva más sostenible de todas las 

producciones pecuarias (FAO, 2016). En el Perú, la acuicultura fue declarada de 

interés nacional por la Ley General de Acuicultura (D.L. N° 1195) desde el año 2015. 

Dentro de esta ley, un punto importante es la diversificación del sector acuícola, ya 

que en nuestro país la producción acuícola recae alrededor de 12 especies,  siendo las 

tres primeras según su producción anual, la trucha arcoíris (Onchorynchus mykiss), la 

concha de abanico (Argopecten purpuratus) y el langostino blanco (Litopenaeus 

vannamei) respectivamente (PRODUCE, 2016; FAO, 2005). (Fig. 1) 

 

 

 

 

 

Figura 1: Cosecha de recursos hidrobiológicos procedentes de la acuicultura 

según especie en el 2015. Tomado del Anuario estadístico Pesquero y Acuícola 

2015. 
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1.1 Pectínidos  

 

Los pectínidos son moluscos bivalvos caracterizados por tener dos conchas planas, 

más o menos circulares, de forma regular y delicada. Existen alrededor de 350 

especies de pectínidos dentro de la familia Pectinidae, distribuidas mundialmente, 

siendo de gran interés comercial dentro del mercado internacional y entre ellos están 

los géneros Placopecten, Argopecten, Patinopecten, Chlamys y Pecten. En el Perú 

existen al menos 11 especies de pectínidos, dos de ellas pertenecientes al género 

Argopecten pero la maricultura recae en la producción de Argopecten purpuratus o 

comúnmente llamada concha de abanico (PRODUCE, 2016; Shumway & Parsons, 

2016; Maeda-Martinez, 2002). 

La concha de abanico es de vida marina y se encuentra distribuida a lo largo de las 

costas del Pacífico de Ecuador, Perú y el Norte de Chile (Avendaño y Cantillánez, 

2008a; IMARPE, 2008). Esta especie aporta poca grasa pero contiene una alta 

cantidad de ácidos grasos omega-3 (EPA y DHA), además presenta un bajo contenido 

de carbohidratos y colesterol. También aporta triptófano, vitamina B12 y sales 

minerales (Valenzuela et al., 2011). 

1.2 La concha de abanico 

 

Se encuentran en aguas costeras entre 1 a 40 metros de profundidad, están en 

fondos blandos o arena endurecida de conchuela con algas y cascajo, suelen vivir 

en bahías con poco oleaje a temperaturas entre 14 a 20 °C (Maeda-Martinez, 

2002). Es una especie que requiere de agua bien oxigenada y con una salinidad de 

34.4 a 34.9 ppm (PRODUCE, 2004). En el Perú, existen numerosos bancos 

naturales de esta especie, tales como los de Bahía de Sechura y lobos de Tierra en 

Piura, Bahía de los Chimús y el Dorado en Chimbote, Bahía de Guaynuna en 

Casma y Bahía de Independencia y Paracas en Pisco, Callao y Chimbote 

(Shumway & Parsons, 2016; Wolff & Mendo, 2000; Wolff, 1988). (Fig. 2) 
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Esta especie presenta una concha sólida, circular, más larga que alta, posee el 

cuerpo es comprimido lateralmente y existe un manto delgado constituido por dos 

lóbulos. Las valvas tienen una coloración externa blanca con púrpura encima de 

las costillas, alternativamente rosado y marrón que poseen además de 23 a 25 

estrías. Ambas valvas se articulan entre sí mediante una charnela (“bisagra”), se 

sostienen unidas por un ligamento de la charnela y músculos aductores (Avendaño 

y Cantillañez, 2008; PRODUCE, 2004). Se alimentan por filtración de partículas 

suspendidas en el agua ya sea orgánico o inorgánico mediante las branquias, 

suelen captar partículas de tamaños similares a cinco micras (PRODUCE, 2004; 

Maeda-Martinez, 2002; Beninger & Le Pennec, 1991). (Fig. 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: A - Ubicación de los bancos naturales de Argopecten purpuratus en los 

departamentos de Piura (Azul), Ancash (Verde), Lima (Marrón) e Ica (Amarillo). 

B - Bahías de producción intensiva  en los departamentos Piura (Azul), Ancash 

(Verde) e Ica (Anaranjado). Captura de Google Maps© 
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Figura 3: Ejemplar adulto de Argopecten purpuratus, valvas sin tejido blando 

 

El A. purpuratus es hermafrodita, la producción de gametos es de forma alternada, 

con un ciclo reproductivo continuo, siendo los meses de mayor ocurrencia entre 

septiembre y mayo. La gónada, también llamada coral, tiene una coloración 

anaranjada (ovas) y blanca nacarada (semen). Estos adquieren la primera madurez 

gonadal al alcanzar los 25 mm y su primer desove es a los 10 o 12 meses de edad, 

desovando de 1 a 10 millones de óvulos. El proceso del desove se inicia 

generalmente expulsando al exterior primero el esperma para después seguir con 

los óvulos. El ciclo biológico comprende cuatro fases: huevo, larva, juvenil y 

adulto. Las larvas son planctónicas y presentan tres estadios: trocósfora (larva 

ciliada – 16 horas), D-veliger  (con velo u órgano ciliado nadador – 48 horas) y 

larva umbonada (10 – 12 días) luego cambia a ser bentónica al pasar por una 

metamorfosis que comprende el estadio pediveliger (15 – 20 d) que se caracteriza 

por la segregación de la concha y del pie, que le sirve para adherirse al sustrato y 

ser denominada disoconcha (20 – 26 d) (Shumway & Parsons, 2016; Avendaño et 

al., 2008; PRODUCE, 2004). 

 

1.2.1 Sistemas de producción 

 

La producción intensiva de concha de abanico se hace bajo dos sistemas de cultivo, el 

primero de ellos es el cultivo de fondo, que está caracterizado por crianzas de 
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ejemplares en el lecho marino encerrados a manera de corrales, tiende a tener 

dificultades con la oxigenación y la eutrofización. El otro sistema es el del cultivo 

suspendido que está conformado por un conjunto de sogas que se encuentran 

suspendidas en la columna de agua, la cual permite mayores densidades de siembra, 

una mayor filtración y por consiguiente un mayor crecimiento de los ejemplares, este 

sistema demanda una alta inversión, lo que hace que solo empresas con grandes 

capitales puedan adquirir dicho sistema de cultivo.  Ambos sistemas pasan por cuatro 

fases: la captación o producción de la semilla, el pre-cultivo, engorde y la cosecha 

(Shumway & Parsons, 2016; Bellina, 2008; FAO, 2005). 

 

1.2.2 Suministro de semilla de concha de abanico  

No se cuentan con datos oficiales sobre la cantidad ni la proporción de semilla 

obtenida de bancos naturales y de “hatcheries” para abastecer las diversas 

empresas que realizan el cultivo con fines comerciales de la concha de abanico. Se 

sabe que existen pocos centros de producción de semilla, lo que evidencia que la 

demanda restante es cubierta por captación de semilla del medio natural mediante 

el uso de mallas de captación (Shumway & Parsons, 2016; Bellina, 2008). La 

norma sanitaria de moluscos bivalvos vivos,  regula las actividades de extracción y 

recolección de moluscos bivalvos procedentes de bancos naturales o concesiones 

acuícolas con el fin de comercialización y procesamiento. La regulación de 

extracción o recolección de semilla proveniente de bancos naturales con fines de 

poblamiento, repoblamiento o confinamiento fueron prohibidas a nivel nacional 

bajo el artículo 2º de la Resolución Ministerial N° 293-2006-PRODUCE y en el 

artículo 3º de la Resolución Ministerial N° 309-2007-PRODUCE. 

 

Los cambios en la temperatura marina aunado a la continua extracción de semilla, 

que aumenta anualmente, estaría afectando las poblaciones naturales en cantidad y 

diversidad génica, lo cual puede poner en riesgo la sostenibilidad del recurso. Así 
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sucedió en Chile, país que se vio en la necesidad de dictar una veda durante cinco 

años por medio del D.S. N°101, 3 junio de 1995, debido al impacto  sobre bancos 

naturales. Bajo ese panorama se potenciaron los sistemas de producción de semilla 

bajo condiciones controladas. 



7 

 

2. Marco teórico 
 

 

2.1 Microbiota asociada a moluscos bivalvos 

 

Los moluscos bivalvos son productos hidrobiológicos de una gran importancia 

económica por su alto valor de comercialización y debido a su naturaleza filtradora 

se convierten en organismos bioacumuladores de bacterias y virus. Dichos 

microorganismos, pueden actuar como agentes patógenos a otras especies de 

animales acuáticos y al humano, por estas razones el estudio de la microbiota 

asociada al cultivo  y la etapa final de los bivalvos es un campo muy ampliamente 

desarrollado (Vezzuli et al., 2017; Lokmer et al., 2016; Pujalte et al., 1999; Prieur 

et al., 1990).  

  

La microbiota en los diversos organismos pueden ser considerada como residente, 

aquella que es propia del hospedador sin efecto del ambiente y esta difiere de la 

denominada de transición que se define como la comunidad bacteriana que varía 

según los factores medioambientales a los que se somete al hospedador. Es la 

microbiota la que toma un rol importante durante toda la vida de los bivalvos, 

destacándose su acción durante la digestión del alimento por medio de enzimas 

como proteasas y lipasas (Grimes et al., 2009; García-Tello et al., 2002; Araya et 

al., 1999; Prieur et al. 1990). Además, ayudan a remover metabolitos tóxicos y 

provee factores de crecimiento (Kamada et al., 2013; Prado et al., 2010; Grimes et 

al., 2009; Douilliet & Langdon, 1994; 1993).  

 

Las microbiota de los moluscos bivalvos varía según la especie y el lugar de cría, 

siendo así que podemos encontrar una gran diversidad de géneros asociados a los 

tejidos de los bivalvos como Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella, 

Vibrio, Aeromonas, Escherichia, Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, entre 

muchos otros. Bajo condiciones de estrés al hospedador ciertos géneros 
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bacterianos, pueden llegar a ser patógenas y causar mortalidades (Hedge & 

Johnston, 2014; Romalde et al., 2014; Filipa et al., 2010; Starliper et al., 2008; 

Pujalte et al., 1999). 

 

2.2 Enfermedades bacterianas en moluscos bivalvos 

 

En especímenes juveniles y adultos se saben de al menos 7 géneros bacterianos 

que provocaron afecciones pero no necesariamente la muerte del hospedador. Se 

menciona como los causantes a los géneros Cytophaga, Nocardia, Mycoplasma, 

Ricketssia, Chlamydia y Vibrio, siendo este último en los que se ha podido 

identificar mayor número de especies (Lokmer & Wegner, 2015; Romalde et al., 

2013; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Friedman et al., 1998).   

Las mortalidades en larvas de bivalvos son causadas por Chlamydias, reportadas 

en al menos 9 especies de bivalvos, causan mortalidades en larvas y post-larvas de 

Argopecten irridiens. Estas llegan a causar lesiones en la glándula digestiva y las 

branquias, pudiéndose observar en la histopatología inclusiones 

intracitoplasmáticas granulares, basófilas (Mersni-Achour et al., 2015; Gómez-

León et al., 2008; Leibovitz, 1989; 1984). Además se han reportado a las 

Alteromonas spp. , Aeromonas spp., Pseudomonas spp. y muchas especies de 

Vibrio en mortalidades de larvas (Beaz-Hidalgo et al., 2010; Lodeiros & Freites, 

1992; Sugumar et al., 1998). 

   

2.2.1 Género Vibrio 

 

El género Vibrio son proteobacterias de la familia Vibrionaceae que cuenta con 

138 especies y 4 subespecies (www.bacterio.net). Son bacilos pequeños curvos 

gramnegativos, con un único flagelo polar, de vida libre y rápido crecimiento. 

Toleran pH alcalinos y algunas especies necesitan medios de alta salinidad para 
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crecer; tienen un antígeno flagelar H que no distingue entre Vibriones patógenos y 

no patógenos (Koneman et al., 2006; Noguerola & Blanch, 2008).  

 

Los vibrios son autóctonos de ambientes marinos, salobres y estuarinos, y 

aparecen en grandes concentraciones a temperaturas entre 17 a 20°C. En 

temperaturas bajas los vibrios permanecen en los fondos marinos, manteniéndose 

virulentos y sin multiplicarse durante largo tiempo (Vezzuli et al., 2015). En 

lugares templados, los vibrios se encuentran en el mar durante todo el año y la 

concentración tiende a ser mayor en los meses cálidos a razón de la mejora de las 

condiciones ecológicas y del plancton, generando un aumento de  acumulación por 

moluscos filtradores y animales marinos (Grimes et al., 2009; Pujalte et al., 1999; 

Holt et al., 1994; Farmer, 1992).   

 

Muchas de las especies de Vibrios son causantes de mortalidades en humanos, 

peces, crustáceos, corales, esponjas rotíferos, moluscos, entre otras especies 

marinas (Chimetto et al., 2008;  Gómez–Gil et al., 2003) es por eso el interés por 

conocer su biología. En humanos se tiene conocidos alrededor de 10 especies de 

Vibrios que pueden causar zoonosis, los tres más peligrosos son el V. cholerae, V. 

parahaemolyticus y V. vulnificus (Austin, 2010). En lo concerniente a especies 

acuícolas, se menciona al V. anguillarum como uno de los que presenta 

distribución mundial y es causante de mortalidades por una septicemia 

hemorrágica que afecta a varios peces marinos y de agua dulce/salobre, bivalvos y 

crustáceos.  

 

Las vibriosis en peces se han observado en lenguados, dorada, anguilas, turbot y 

en otras  especies cultivadas (Macpherson et al., 2012; Zhang et al., 2011; Colorni 

et al., 1981) y la enfermedad toma diversos nombres según el agente etiológico 

como peste roja (Canestrini, 1893), forunculosis de agua salada (Rucker, 1963), 

enfermedad ulcerosa (Bagge & Bagge, 1956), entre otros.   



10 

 

En langostinos, se conocen diversas enfermedad conocidas como la necrosis de la 

cola, enfermedad de la cascara, enfermedad roja, síndrome de la cascara suelta, 

enfermedad de vísceras blancas y la enfermedad aguda de necrosis 

hepatopancreática (AHPND), esta última de reporte obligatorio para la OIE. Estas 

enfermedades se han relacionado a la presencia de V. harveyi, V. 

parahaemolyticus, V. alginolyticus y V. anguillarum  (Hung-Chiao et al., 2015; 

Sperling et. al, 2015; Jayasree et al., 2006). 

 

En  moluscos, existe una variación de especies según la distribución del 

hospedador pues existen reportes en países como España, Canadá, Italia o Brasil 

que dan a los V. splendidus, V. alginolyticus, V. harveyi como las especies 

predominantes, mientras en países como Venezuela se ha encontrado V. 

alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. cholerae no O1, V. mimicus, V. 

metschnikovii, V. vulnificus y el  V. hollisae.  Las especies V. tapetis, V. 

splendidus, V. aestuarianus, V. aestuarianus subsp. francesis han sido reportados 

con capacidad patógena sobre juveniles y adultos de ciertos bivalvos (Romalde et 

al., 2013; Beaz-Hidalgo et. Al, 2010; Muñoz et al., 2012; Borrego et at., 1996). La 

presencia de V. alginolyticus, V. anguillarum, V. neptunius, V. pectinicida, V. 

tubiashii y el V. splendidus están relacionados a la necrosis bacilar en larvas de 

diversas especies de bivalvos (Rojas et al., 2016; Beaz-Hidalgo et al., 2010; 

Paillard et al., 2004). 

 

2.1.1 Género Vibrio en adultos de Argopecten purpuratus 

 

Son pocos los estudios referentes a la microbiota de ejemplares de Argopecten 

purpuratus adulto pero se sabe que en los bancos naturales mensualmente varía la 

presencia de Vibrio, lo cual se atribuye al aumento de la temperatura del agua y la 

variación del fitoplancton (Riquelme et al., 1995). Se ha aislado bacterias en la 

hemolinfa y diversos órganos de A. purpuratus compatibles con el género Vibrio, 
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incluso presentándose en mayor cantidad en relación a otros géneros bacterianos 

(García-Tello et al., 2002; Llanos et al., 2002). (Tabla 1) 

 

Tabla 1. Porcentaje de Pseudomonas, Vibrio, Enterobacteriaceae y bacterias 

misceláneas en diferentes órganos de Argopecten purpuratus. Ilq: Liquido 

intervalvar, Gl: Branquias, Gd: Gónadas, Dg: Glándula digestiva, Int: 

Intestino, Mtl: Manto. 

 Ilq Gl Gd Dg Int Mtl 

Pseudomonas 14 5 13 14 22 8 

Vibrio 55 50 43 58 42 34 

Enterobacteriaceae 22 15 11 17 12 12 

Misceláneas  9 30 33 11 24 46 

Total 100 100 100 100 100 100 

Cuadro tomado de Llanos et al,. 2002 

 

Según Riquelme et al. (1995) los ejemplares adultos tienen bacterias asociadas a las 

gónadas, siendo la más predominante en la porción femenina (10
3
 UFC g

-1
) que en la 

masculina (10
1
 UFC g

-1
). En las ovas (<10

2
 UFC g

-1
) se encontró bacterias que se 

incrementaron al llegar a trocósfora (2 X 10
2
 UFC g

-1
). Se observó la presencia de 

Vibrio, en el esperma, como el género predominante.  

 

2.1.2 Género Vibrio en larvas de Argopecten purpuratus 

 

En A. purpuratus se han reportado como patógenos el V. anguillarum, V. tubiashii, 

V. splendidus y el V. alginolyticus (Rojas et al., 2016; 2015; Riquelme et al., 

1995). El ingreso de los vibrios patógenos a los cultivos controlados se atribuye a 

una transmisión vertical de los reproductores, al alimento o el agua mal filtrada y  

además está demostrado que hay la presencia de Vibrio durante todas las etapas 

del desarrollo larval  (Riquelme et al. 1995; Elston, 1989). 

Las vibriosis son letales para los cultivos larvarios de los bivalvos por su capacidad 

invasiva, producción de exotoxinas proteolíticas y hemolíticas (Lambert, 1998; 

Birkbeck & Gallacher, 1993). Los signos que evidencian las larvas en infección por 
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Vibrio son la ruptura del velo, separación de células ciliares del velo y necrosis del 

tejido de la glándula digestiva, a este conjunto de síntomas se le suele llamar  necrosis 

bacilar (Rojas et al., 2016; 2015; Mersni-Achour et al., 2015). Otros factores que 

contribuyen a las altas mortalidades en hatcheries son las altas temperaturas, exceso 

de alimento y altas densidades de cultivo (Robert et al., 1996). (Fig. 4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Signos clínicos en Argopecten purpuratus infectado con V. tubiashii 24 

horas post-exposición (A) “swarming”, (B) destrucción de  velo, (C) separación de 

células ciliares (flechas) y (D) necrosis de tejido digestivo, larvas teñidas con azul 

de tripano. Escala: 30 µm Obtenido de Rojas et al. (2016) 

 

Vibrio se multiplica desde el momento del desove e inicia su infección en la fase de 

trocósfora causando mortalidades en 72 horas además se pueden encontrar asociados 

a la presencia de los géneros y se ve acompañado en agua de Pseudomonas, 

Moraxella y Flavobacterium. V. anguillarum inhibe el nado en casi el 97% de las 

larvas, causando mortalidades de 39%, además se ha detectado su asociación con V. 

alginolyticus (Riquelme et al. 1995). En postlarvas la presencia de Vibrio se ha 

reportado en individuos provenientes de hatcheries, además que existe un aumento 

del género al ser sembrado en sistemas de cultivo suspendido. Según Avendaño 

(2001), la colonización de bacterias del género Vibrio en semilla proveniente de 
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sistemas controlados no representa un factor para generar mortalidades y además 

encontró que en sitios de cultivo diferentes aumenta la cantidad de Vibrio spp., y lo 

atribuye al aumento la temperatura del agua y descenso en la producción primara.  
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3. Justificación del estudio 
 

3.1 Importancia del cultivo de la concha de abanico en Perú   

 

El Perú ha registrado un crecimiento del 20% en productos acuícolas en el año 

2016. Sin embargo, la maricultura peruana recae principalmente en tres especies, 

el lenguado peruano, el langostino blanco y la concha de abanico. El Perú es el 

segundo productor de A. purpuratus a nivel mundial, estando a cargo de pequeñas, 

medianas y grandes empresas. La producción de esta especie se da principalmente 

en las zonas de Ica, Ancash y Piura. El Perú registró uno de los picos productivos 

de la especie en el año 2013 al obtener cerca de 150 mil TM de concha de abanico, 

pero la producción decreció debido a los cambios de la temperatura del agua y las 

corrientes originadas por el Fenómeno del Niño; es por eso que en el año 2015 

solo se obtuvo 56´424 TM, siendo el 41% provenientes de la acuicultura 

(PRODUCE, 2016a; FAO, 2005).  

 

El 24% de las exportaciones de productos hidrobiológicos son concha de abanico, 

la cual concentra su producción en el departamento de Piura, con 

aproximadamente el 75% de la producción nacional. El mercado internacional es 

muy atractivo, es por eso que la exportación  representó un total de 80 millones de 

dólares en el año 2014 enfocándose en Francia, Estados unidos y Bélgica 

(PRODUCEa, 2016). 

Las patologías y mortalidades causadas por bacterias en bivalvos han sido 

estudiadas desde los años 60 en diversas partes del mundo, pese a esto ha sido 

difícil determinar la especie bacteriana que tiene comportamiento patógeno en los 

bivalvos, por su naturaleza filtradora de grandes cantidades de bacterias y su 

acumulación. Hay gran cantidad de bacterias en el medio acuático que pueden 

tener comportamiento de patógeno oportunista ante variaciones físico-químicas del 

agua (Lokmer & Wegner, 2015; Paillard et al., 2004; Sindermann, 1990). Es así 
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como toma importancia conocer la microbiota de los individuos para determinar su 

interacción con el mismo. 
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4. Objetivos 
 

4.1 Objetivo general 

• Comparar las especies de Vibrios asociadas a la semilla de Argopecten 

purpuratus (Lamarck, 1819) proveniente de cultivo controlado y del medio natural. 

 

4.2 Objetivo específico 

● Aislar y cuantificar especies del género Vibrio en la semilla de concha de 

abanico proveniente de cultivo controlado y del medio natural. 

● Identificar especies del género Vibrio patógenas y no patógenas para la 

semilla de concha de abanico proveniente de cultivo controlado y del medio natural. 
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5. Materiales y métodos 

 

5.1 Muestreo 

 

Se realizaron muestreos de semilla de concha de abanico provenientes de los 

departamentos de Piura y Ancash, en las bahías de Sechura y Samanco 

respectivamente. Las muestras procedieron de centros de cultivo de semilla de 

Argopecten purpuratus (AP) y de bancos naturales. Se colectaron individuos con 

un máximo de 40 milímetros de largo, desde  la charnela hasta la parte más distal 

de la valva, de forma paralela a las estrías radiales.  

  

El muestreo se realizó durante los meses de enero y agosto del año 2017, los 

cuales mostraron una discontinuidad a causa de la elevación de la temperatura del 

agua en la zona centro-norte peruana por un Fenómeno del Niño.. El grupo de 

semilla obtenida del medio natural y las muestras del medio controlado fueron 

proporcionadas por dos empresas que realizan el cultivo intensivo de A. 

purpuratus. El transporte de la semilla viva se hizo en cajas con cierre hermético 

que contenían agua marina y aire, en una de relación de 1 a 3 respectivamente, a 

una temperatura de 5 ± 2 °C. Las muestras al laboratorio de la higiene e inocuidad 

de los alimentos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 

Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). 

 

En el caso de los episodios de mortalidades en las larvas de A. purpuratus, se 

realizaron muestreos en un hatchery ubicado en bahía de Sechura, durante los 

meses de enero y febrero del 2017. Se muestrearon cinco desoves, para ello se 

recolectaron larvas de la columna de agua y del fondo del tanque de cultivo entre 

48 a 72 horas de desarrollo larval. El primer signo detectado en los desoves fue el 

retraso en el crecimiento de las larvas, además de observó un descenso en la 

densidad de larvas en la columna de agua. La evaluación de las larvas en el fondo 
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de los tanques de cultivo al microscopio electrónico evidenció signos clínicos de 

una bacteriosis.  Se aislaron bacterias en el laboratorio del hatchery y fueron 

transportadas en agar blando a una temperatura de 15 °C hacia los laboratorios de 

la UPCH para su caracterización. 

 

5.2 Aislamiento de bacterias del género Vibrio  

 

Las muestras de concha de abanico se pesaron en una balanza electrónica y se 

realizó una medida del largo de cada ejemplar con un ictiómetro. Posteriormente, 

se les realizo un lavado con EtOH 70% y tampón fosfato salino (PBS) estéril. Se 

escogieron al azar los individuos y se realizó la extracción de las partes blandas, 

luego se homogenizaron en un mortero bajo condiciones de esterilidad. Se pesaron  

cinco gramos del homogenizado y se diluyó utilizando PBS estéril (1:1 p/V). Se 

realizaron tres diluciones seriadas y se sembraron en los medios de Zobell Agar 

Marino 2216 (AM) y Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) para ser incubadas 

a 20 °C durante 24 h.  

 

Se realizaron recuentos en placa en los medios AM y TCBS para determinar las 

UFC/g.  Se seleccionaron las colonias del medio TCBS, debido a su selectividad 

para bacterias del género Vibrio, y finalmente se realizó una selección morfológica 

basada en diferencias de color, transparencia, textura, tamaño y su capacidad de 

fermentar la sacarosa.  

 

Los aislados se sembraron de forma rutinaria en AM, se incubaron a 20 °C por 24 

horas. Se realizó la tinción Gram, prueba de la catalasa y oxidasa. Aquellos 

aislados que cumplieron con el perfil del género Vibrio se los enfrentó al agente 

Vibriostático 0/129 (150 ng) y se seleccionaron a los aislados que fueron inhibidos 

(Barrow & Feltham, 1993). A estos aislados se les sometió a una caracterización 

bioquímica utilizando el kit comercial miniaturizado API 20E© (BioMerieux) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante.  
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5.3 Conservación y transporte de muestras 

 

Los aislados caracterizados como Vibrios se conservaron en viales con caldo marino 

(Oxoid Ltd.) suplementado al 20% (v/v) con glicerol y puestos en congelación a -

80°C. Los aislados fueron transportados en un agar blando a los laboratorios del 

Centro de Investigaciones Biológicas (CIBUS) de la Universidad de Santiago de 

Compostela, España.  

5.4 Caracterización molecular 

 

5.4.1 Extracción del DNA 

Las cepas se cultivaron durante 24 horas a 25°C en AM y se resuspendieron las 

células en 1 ml de agua destilada estéril. Se centrifugo por un minuto a 12´000 rpm, 

se eliminó el sobrenadante y se añadió a cada vial 200 µl de la matriz Instagene 

(BioRad) para ser incubadas durante 30 minutos a 56°C. Posterior, a la incubación se 

sometieron las muestras a una agitación en un vórtex durante 10 segundos y luego se 

calentaron a 100 °C por ocho minutos. Finalmente, se agitaron en un vórtex y una 

centrifugación por 3 minutos a 12´000 rpm para ser conservadas a -20 °C.  

La cuantificación se realizó usando el QUBIT3® fluorometer  y se utilizó el kit 

comercial de invitrogen Qubit
tm

 dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). 

5.4.2 Secuenciación del gen 16S rRNA 

El gen 16S rRNA, de aproximadamente 1540 pares de bases,  se amplificó mediante 

una PCR convencional utilizando los cebadores universales 27F (5´-

AGAGTTTGATCCTGGTCTCAG-3´) y 1510R (5´- GGTTACCTTGTTACGACTT-

3´), según la muestra y el kit comercial Ready-To-Go
tm

 PCR-beads (Amersham 

Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) (Hutson et al. 1993; Balboa & Romalde, 

2013). El protocolo de PCR para el gen 16S rRNA se describe en la tabla 2. 
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Tabla 2: Protocolo de PCR utilizando los cebadores universales del gen 16S rRNA 

 

 

 

 

 

 

Los amplicones se examinaron en geles de agarosa al 1% en tampón Tris-Acetato-

EDTA (TAE 1X), teñidos con GreenSafe Premium (Nyztech) y visualizados con luz 

ultravioleta en un transiluminador ultravioleta (Gel Doc 100, BioRad). Los 

amplicones fueron secuenciados mediante secuenciación sanger en un servicio 

comercial (STABvida, Oporto).   

5.4.3 Análisis de secuencias  

Los electroferogramas obtenidos se ensamblaron  utilizando el programa SeqMan 

PRO Versión 7.1.0 (44.1) – DNASTAR, Lasergene y se corrigieron manualmente. 

Con las secuencias ya corregidas se realizó una búsqueda en las bases de datos 

públicas EZBioCloud y BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).  

El alineamiento de las secuencias y el análisis filogenético se hizo con el programa 

MEGA7© versión 7.0.26. Los alineamientos de las secuencias nucleotídicas se 

revisaron visualmente para identificar los nucleótidos con posiciones inciertas, 

principalmente los extremos de las secuencias, y así poder corregirlo u omitirlo. 

El análisis filogenético se realizó mediante métodos basados, caracteres y 

probabilidades. De esta manera, cada gen, así como las secuencias génicas 

concatenadas, se analizaron mediante Neighbor Joining (NJ). Los análisis con NJ se 

Etapa Temperatura Tiempo 

Desnaturalización inicial 94 °C 2 min 

35 ciclos 

Desnaturalización 94 °C 1 min 

Hibridación 56 °C 1 min 

Elongación 72°C 1 min 

Elongación final 72 °C 5 min 
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realizaron utilizando MEGA7 aplicando el modelo evolutivo Kimura-2-parametros 

(Kimura, 1980). Los árboles se obtuvieron los valores de “bootstraps” (método no 

paramétrico de remuestreo) con 1000 réplicas y usando Photobacterium 

phosphoreum como “outgroup”. Las secuencias del resto de bacterias incluidas en el 

árbol se obtuvieron a partir de las base de datos NCBI y EMBL. 

5.4.4 Multilocus Sequence Analysis (MLSA) 

Se analizaron los genes “housekeeping”  (genes constitutivos) con el fin de establecer 

relaciones filogenéticas entre los taxones. Se tomaron los resultados del  análisis del 

16S RNAr y se usaron los genes “housekeeping” reportados por diferentes autores 

según el clado correspondiente, dentro de los cuales se eligieron a pyrH (Urilidato 

kinasa), ftsZ (Proteína que forma el anillo de división celular), gyrB (Subunidad β de 

la girasa), gapA (Subunidad α gliceraldehído-2-fosfato), topA (ADN topoisomerasa 

I), recA (Proteína de recombinación de ADN bacteriano), mreB (Proteína homologa 

de actina bacteriana que determina la forma celular), rpoD (Factor sigma de la RNA 

polimerasa). Los protocolos de PCR y los detalles de los cebadores utilizados se 

muestran en la tabla 3 (Sawabe et al., 2013; Balboa & Romalde, 2013; Lasa et al., 

2013). 

5.5 Análisis estadístico  

 

Los datos obtenidos fueron tabulados en el programa estadístico IBM® SPSS® 

Statistics Versión 24. Los datos no seguían la distribución normal y fueron analizados 

con pruebas no paramétricas. Se usaron valores de significancia de 0.05.
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Tabla 3: Lista de los cebadores y condiciones de las PCR utilizados para la elongación de los genes “housekeeping”.  

 
Locus Longitud Cebador Secuencia del cebador (5´-3´) Condiciones Referencia 

fstZ 750 
75F 

800R 

GCTGTGAACACATGGTACG 

GCACCAGCAAGATCGATATC 

5 min 94°C, 30 x (1 min 94°C, 1 min 

50.5°C, 1 min 72°C), 7 min 72°C 

Sawabe et al. 

2007 

pyrH 599 
4F 

2R 

ATGASNACBAAYCCWAAACC 

GTRAABGCNGMYARRTCCA 

5 min 95°C, 3 x (1 min 95°C, 2 min 15 s 

50°C, 1 min 15 s 72°C), 30 x (35 s 95°C, 1 

min 45 s 50°C, 1 min 15 s72°C), 7 min 

72°C 

Thompson et 

al. 2005 

topA 800 
400F 

1200R 

GAGATCATCGGTGGTGATG 

GAAGGACGAATCGCTTCGTG 

5 min 95°C, 30 x (1 min 95°C, 45 s 50°C, 1 

min 72°C), 10 min 72°C 

Sawabe et al. 

2007 

gapA 750 
150F 

899R 

AACTCACGGTCGTTTCAAC 

CGTTGTCGTACCAAGATAC 

5 min 94°C, 30 x (1 min 94°C, 1 min 55°C, 

1 min 72°C), 10 min 72°C 

Sawabe et al. 

2007 

gyrB 900 
274F 

1171R 

GAAGTTATCATGACGGTACTTC 

CCTTTACGACGAGTCATTTC 

5 min 95°C, 30 x (1 min 95°C, 1 min 55°C, 

1 min 72°C), 10 min 72°C 

Prado et al. 

2014 

mreB 800 
B225f 

B1025r 

RATGAAAGACGGCGTWATYGC 

TCGCCRRCCGTGCATRTCGATCA 

5 min 95°C, 3 x (1 min 95°C, 2 min 15 S 

58°C, 1 min 15 S 72°C), 35 x (30 s 95°C, 1 

min 15 S 58°C, 1 min 15 S 72°C) 7 min 

72°C 

Pascual et al., 

2010 

rpoD 780 
70F 

70R 

ACGACTGACCCGGTACGCATGTAYATGMGNGARATGGGNACNGT 

ATAGAAATAACCAGACGTAAGTTNGCYTCNACCATYTCYTTYTT 
30 x (1 min 94°C, 45 s 59°C, 2 min 72°C) 

Pascual et al., 

2010 

recA 783 
1F 

2R 

TGARAARCARTTYGGTAAGG 

RTCRCCNTTRTAGCTRTACC 

5 min 95 °C, 3 x (45 s  94°C, 2 min 55°C, 1 

min 72°C), 30 x (20s  95 °C, 1 min 55 °C, 1 

min 72 °C) 7 min 72 °C 

Thompson et 

al., 2004 
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6. Resultados 

 

Los resultados obtenidos del aislamiento bacteriano, caracterización bioquímica y 

molecular de las bacterias del género Vibrio de la  semilla y de las mortalidades 

larvarias del presente estudio se muestran a continuación:  

6.1 Semilla de Argopecten purpuratus 

6.1.1 Muestreo de semilla de AP 

 

Se realizaron un total de siete muestreos, de los cuales tres procedían de medio 

natural de Piura (n=1) y Ancash (n=2), y los cuatro muestreos restantes provenían de 

hatcheries ubicados también en Piura (n=1) y Ancash (n=3). Se obtuvo un total de 

115 individuos distribuidos en los diferentes muestreos. La semilla obtenida fue de 

tamaños muy variables, desde menos de un centímetro y en algunos casos superando 

los tres centímetros, eso explica la variación de los pesos registrados en cada 

muestreo.  

En los muestreos realizados en el mes de febrero, al inicio del FNC, se registraron 

temperaturas de 27 °C en el agua de la bahía de Sechura, repercutiendo en la 

disponibilidad y supervivencia de la semilla. Posterior al FNC, hubo un descenso de 

la temperatura del agua de la costa peruana registrándose 19.5 °C y 18 °C en julio y 

agosto, respectivamente. (Tabla 4) 

 

 

 

 

 



24 

 

Tabla 4: Datos de los muestreos a larvas según mes de muestreo, el origen y lugar de procedencia, la 

cantidad de individuos y el largo de los animales muestreados. 

Procedencia 

Mes 
Número de 

individuos 

Medición 

Origen Lugar 
Largo mm (± 

DS) 

Hatchery 

Piura Febrero 15 31.79 ± 10.22 

Ancash Julio 30 13.22 ± 2.06 

Ancash Agosto 35 0.94 ± 0.21 

Medio Natural 

Piura Febrero 15 31.36 ± 3.46 

Ancash Julio 15 34.09 ± 2.7 

Ancash Julio 15 35.52 ± 5.71 

Ancash Agosto 25 2.59 ± 0.36 

 

6.1.2 Aislamiento de bacterias de la semilla de AP 

 

El conteo de las bacterias heterótrofas totales en el AM de la semilla proveniente de 

hatchery se registró cantidades entre 7.6 x 10
4
 a 2.1 x 10

6
 UFC/ g

-1
, mientas que en la 

semilla de medio natural se obtuvieron  rangos de 8.2 x 10
4
 a 2.3 x 10

5
 UFC/g

-1 
(Fig. 

5). Se observó que en el mes de julio hubo mayor cantidad de bacterias heterótrofas y 

también de bacterias con crecimiento en TCBS (Tabla 5). 

Tabla 5: Datos de la cuantificación de UFC/g
-1

 de cada uno de los muestreos según el origen y el agar 

de siembra. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                 *NR: No se registró 

Procedencia 
Mes Recuento en AM Recuento en TCBS 

Origen Lugar 

Hatchery 

Piura Febrero 1.5 x 10
5
 NR 

Ancash Julio 2.1 x 10
6
 1.4 x 10

6
 

Ancash Agosto 7.6 x 10
4
 3.8 x 10

4
 

Medio Natural 

Piura Febrero 1.9 x 10
5
 NR 

Ancash Julio 2.3 x 10
5
 6.2 x 10

4
 

Ancash Julio 8.2 x 10
4
 6 x 10

4
 

Ancash Agosto 1 x 10
5
 1.3 x 10

3
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Figura 5: Gráfico de conteo de colonias bacterianas en AM y en TCBS según el mes y el origen de la 

semilla 

 

 

 

 

 

 

 

  

Según el análisis estadístico, se determinó que el mes en el cual se realizó el muestreo 

no influenció en la cantidad de colonias bacterianas aisladas en AM o TCBS 

(p=0.05).  Así también, no se halló diferencia en el conteo de bacterias heterótrofas 

como tampoco de los aliados de TCBS según la procedencia de la semilla (p=0.05) 

(Fig. 6). 

Figura 6: Gráfico de la mediana y desviación estándar del conteo de bacterias aisladas en AM según 

del origen de la semilla. 
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6.1.3 Caracterización bioquímica de los aislados de semilla  

 

Se aislaron un total de 39 colonias del medio TCBS y se seleccionaron los bacilos, 

Gram-negativos, catalasa positivos, oxidasa positivos y sensibles al agente 

vibriostático O129 (150ng). Todas las cepas presentaron metabolismo fermentativo, 

siendo compatibles con especies del género Vibrio. El resultado de la identificación 

por el kit comercial miniaturizado API 20E© se muestran en el Anexo 1. Los 

resultaros tras su análisis en el APIWeb  evidenciaron la presencia de ocho especies 

bacterianas las cuales se muestran en la tabla 6; de las cuales solo se observa la 

presencia de tres especies del género Vibrio.  

En la SH se evidencia una menor diversidad de especies en comparación a la SMN 

pero las mismas especies de Vibrio. Además se ve que cerca del 50% de los aislados 

en ambos muestreos fueron caracterizados como Vibrio alginolyticus.  

 

Tabla 6: Resumen de especies bacterianas identificadas de semilla de ambas procedencias según el kit 

miniaturizado API 20E©. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Origen Especies Número de asilados Porcentaje (%) 

Hatchery 

Aeromonas spp. 3 23.1 

E. coli 1 7.7 

Vibrio alginolyticus 6 46.2 

Vibrio fluvialis 1 7.7 

Vibrio vulnificus 2 15.4 

TOTAL 5 13 100 

Medio natural 

Aeromonas spp. 3 11.54 

Ewingella spp. 1 3.85 

Pantoea spp. 2 7.69 

Proteus 1 3.85 

Vibrio alginolyticus 11 42.31 

Vibrio fluvialis 4 15.38 

Vibrio vulnificus 4 15.38 

TOTAL 7 26 100 
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6.1.4 Caracterización molecular de los aislados del género Vibrio de la 

semilla de AP  

6.1.4.1 Secuenciación del gen 16S rRNA 

 

Los resultados de la secuenciación del gen 16S rRNA nos permitieron tener un primer 

acercamiento  a la identificación de la especie de Vibrio. Los porcentajes de similitud 

de las cepas secuenciadas fueron superiores al 95%. En el anexo 2, se muestra la 

comparación con las bases de datos EZBIO y BLAST con su porcentaje de similitud.  

En la tabla 7, se presenta la identificación a nivel de especie resultante de la 

secuenciación del 16S rRNA en la base de datos EZBIO.  

La diversidad de especies de la SMN es el doble (n=8) de la registrada en la SH 

(n=4). En la semilla de ambas procedencias predomina al especie Vibrio 

neocaledonicus.  
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Tabla 7: Identificación de especies bacterianas en la semilla de hatchery y medio natural en basada en 

la secuenciación del gen 16S rRNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.1.4.2 Análisis filogenético de Vibrio asociados a semilla  

 

6.1.4.2.1 Árboles filogenéticos reconstruidos a partir del gen 16S rRNA 
 

Se seleccionaron 11 cepas de SH y 22 cepas de SMN. Los árboles reconstruidos con 

las secuencias del gen 16S rRNA (Figuras 7, 8 y 9) muestran la distribución de las 

cepas de ambas procedencias en los clados Mediterranei, Harveyi y  Splendidus 

respectivamente.   

El árbol filogenético del clado Mediterranei evidencia dos cepas provenientes del 

medio natural que forman una rama robusta cercana al clado Mediterranei (Fig. 7).  

Origen Especies Número de asilados Porcentaje (%) 

Hatchery 

Vibrio alginolyticus 1 9.1 

Vibrio chagasii 1 9.1 

Vibrio crassostreae 2 18.2 

Vibrio necocaledonicus 5 45.5 

Vibrio owensii 2 18.2 

TOTAL 5 11 100 

Medio Natural 

Vibrio alginolyticus 1 4.5 

Vibrio antiquarius 1 4.5 

Vibrio campbellii 1 4.5 

Vibrio cassostreae 1 4.5 

Vibrio chagasii 5 22.7 

Vibrio madracius 1 4.5 

Vibrio necocaledonicus 8 36.4 

Vibrio owensii 2 9.1 

 Vibrio pomeroyi 1 4.5 

 Vibrio variabilis 1 4.5 

TOTAL 10 22 100 
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Figura 7: Árbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA de dos cepas de SMN 

perteneciente al clado Mediterranei, obtenido mediante el método Neigbour Joining. La barra indica  el 

número de sustituciones nucleotídicas por sitio. En los nodos se muestran los valores de bootstrap 

iguales o mayores al 50% como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. 

 

Los cepas ubicadas en el clado Harveyi evidencian nueve cercanos Vibrio natriegens 

(SH=4; SMN=5), cuatro cepas cercanas  a Vibrio neocaledonicus (SH=2; SMN=2) y 

la misma cantidad cercanas a Vibrio owensii (SH=2; SMN=2). Además se observan 

tres cepas que forman un cluster diferenciada. Por último, la cepa 10.1 forma por si 

sola una rama independiente (Fig. 8). 
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Figura 8: Árbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA de las cepas de semilla de 

ambos orígenes pertenecientes al clado Harveyi. SMN = verde y SH = celeste,obtenido mediante el 

método Neigbour Joining. La barra indica  el número de sustituciones nucleotídicas por sitio. En los 

nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 50% como porcentaje de 1000 

pseudoréplicas. 
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En el árbol filogenético construido del clado Splendidus, se observan seis cepas 

cercanas a Vibrio chagasii (SMN=5; SH=1), una cercana a Vibrio pomeroyi 

(SMN=1) y tres cerca de Vibrio crassostreae (SH =2; SMN=1) (Fig. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Árbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA de las cepas de semilla de 

ambos orígenes pertenecientes al clado Splendidus. SMN = verde y SH = celeste. Obtenido mediante 

el método Neigbour Joining. La barra indica  el número de sustituciones nucleotídicas por sitio. En los 

nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 50% como porcentaje de 1000 

pseudoréplicas. 
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6.1.4.2.2 Árboles filogenéticos reconstruidos a partir de los genes  

“Housekeeping”  

 

Los árboles filogenéticos de las secuencias concatenadas se hicieron con cuatro 

genes, según el clado, eligiéndose tres cepas del clado Mediterranei, cinco del 

Splendidus y una del Mediterranei (Figuras 10, 11 y 12), según su posición en los 

arboles reconstruidos del gen 16S rRNA.  

La cepa 10.4 ubicada en el clado Harveyi, procedente de medio natural, se encuentra 

cercana a Vibrio mediterranei.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Árbol filogenético basado en la secuencia de los genes gyrB, mreB, pyrH y 

rpoD de las cepas de SMN pertenecientes al clado Mediterranei. Obtenido mediante el método 

Neigbour Joining. La barra indica  el número de sustituciones nucleotídicas por sitio. En los nodos se 

muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 50% como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. 
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El árbol filogenético reconstruido con los genes concatenados para la identificación 

de cepas del clado Harveyi evidencian que una de las cepas de ambas procedencias 

están cercanas a Vibrio neocaledonicus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Árbol filogenético basado en la secuencia de los genes gapA, gyrB, pyrH y topA de las 

cepas de semilla de ambos orígenes pertenecientes al clado Harveyi. SMN = verde y SH = celeste. 

Obtenido mediante el método Neigbour Joining. Barra indica  el número de sustituciones nucleotídicas 

por sitio. En los nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 50% como porcentaje 

de 1000 pseudoréplicas. 
 

 

 

 

 

Las cepas ubicadas en el clado Splendidus, de ambas procedencias, se ubicaron 

cercanas a Vibrio chagasii. 
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Figura 12: Árbol filogenético basado en la secuencia de los genes gyrB, mreB, pyrH y recA de las 

cepas de semilla de ambos orígenes pertenecientes al clado Splendidus. SMN = verde y SH = celeste, 

obtenido mediante el método Neigbour Joining. Barra indica  el número de sustituciones nucleotídicas 

por sitio. En los nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 50% como porcentaje 

de 1000 pseudoréplicas. 
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6.2 Larvas de Argopecten purpuratus 

 

6.2.1 Muestreo de larvas de AP 

 
Los signos iniciaban 48 horas postdesove, siendo notorio el comportamiento de 

enjambre de bacterias o “swarming”, acompañado de  ciliostasis, nado errático, 

destrucción de  los tejidos blandos (necrosis ciliar y fractura valvar), y finalmente 

muerte de las larvas (Fig. 13). Lo observado es compatible con la necrosis bacilar 

atribuida principalmente a Vibrio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Signos clínicos de necrosis bacilar en diferentes etapas. Se evidencia con ciliostasis (A), el 

swarming bacteriano (B), disrupción del velo (C) y finalmente la muerte (D). Señalado con el círculo 

azul se puede observar bacterias y microalgas. Aumento a 100X 

6.2.2 Aislamiento de bacterias de larvas de AP 

 

A 

C 

B 

D 



36 

 

En las muestras de mortalidades larvarias no se logró  cuantificar las colonias 

bacterianas en AM ni TCBS debido a que hubo crecimiento en toda la placa en la 

tercera dilución, lo que indica que las cantidades fueron superiores a 10
6
. Al igual que 

en las semillas se aislaron colonias del medio TCBS y se seleccionaron a los bacilos, 

gram-negativos, catalasa positivos, oxidasa positivos y sensibles al agente 

vibriostático O129 (150ng).  

6.2.3 Caracterización bioquímica de aislados de larvas de AP 

 

El resultado de la caracterización bioquímica por el kit comercial miniaturizado API 

20E© dió como resultado la presencia de cuatro especies bacterianas, siendo 

predominante el Vibrio alginolyticus con un 64.71 %. (Tabla 8) 

Tabla 8: Resumen de especies bacterianas identificadas en larvas de según el kit miniaturizado API 

20E©. 

 

 

 

 

 

6.2.4 Caracterización molecular de los aislados del género Vibrio de las 

larvas de AP  

6.2.4.1 Secuenciación del gen 16S rRNA 

En análisis comparativo del gen 16S rRNA de los 16 aislados evidencian cuatro 

especies diferentes de Vibrio, los cuales son V. alginolyticus, V. antiquarius, V. 

campbellii y V. neocaledonicus, este último es el que se presentó en mayor 

proporción y se aisló en todos los muestreos  (Tabla 9). 

Especie según API 20E Numero de asilados Porcentaje (%) 

Aeromonas spp. 2 11.76 

Pseudomonas spp. 2 11.76 

Vibrio alginolyticus 11 64.71 

Vibrio fluvialis 2 11.76 

TOTAL 17 100 



37 

 

Tabla 9: Identificación de especies bacterianas en las mortalidades larvarias basada en la 

secuenciación del gen 16S rRNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.2.4.2 Análisis filogenético de Vibrio asociados a larvas de AP 

 

El árbol filogenético del gen 16S rRNA de las especies asociadas a la mortalidad en 

larvas de AP se reconstruyeron  con 16 cepas (Figura 14). Se muestra la distribución 

de las cepas en el clado Harveyi, ubicándose ocho cepas cercanas a Vibrio 

neocaledonicus, siete cepas cercanas  a Vibrio natriegens. Además, la cepa 3.1 forma 

una rama bien diferenciada. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Origen Especies Número de asilados Porcentaje (%) 

Hatchery Vibrio alginolyticus 1 6.25 

 Vibrio antiquarius 2 12.5 

 Vibrio campbellii 1 6.25 

 Vibrio neocaledonicus 12 75 

TOTAL 1 16 100 
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Figura 14: Árbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA de las mortalidades de larvas 

en hatchery  pertenecientes al clado Harveyi, obtenido mediante el método Neigbour Joining. La barra 

indica  el número de sustituciones nucleotídicas por sitio. En los nodos se muestran los valores de 

bootstrap iguales o mayores al 50% como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. 

 

 

 

El árbol filogenético reconstruido con los genes concatenados para la identificación 

de cepas del clado Harveyi evidencian que tres cepas se agrupan en una misma rama 

y una cerca arma su propia rama, ambas ramas cercanas a a Vibrio neocaledonicus. 
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Figura 15: Árbol filogenético basado en la secuencia de los genes gapA, gyrB, pyrH y topA de las 

cepas de las mortalidades de larvas en hatchery pertenecientes al clado Harveyi. SMN = verde y SH = 

celeste, obtenido mediante el método Neigbour Joining. Barra indica  el número de sustituciones 

nucleotídicas por sitio. En los nodos se muestran los valores de bootstrap iguales o mayores al 50% 

como porcentaje de 1000 pseudoréplicas. 
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7. Discusión 

 

Los productos hidrobiológicos han tenido un crecimiento sostenido a lo largo de las 

últimas décadas, siendo la acuicultura la actividad pecuaria que registra un 

crecimiento vertiginoso. Se estima que en los próximos 50 años la acuicultura supla 

las necesidades de proteína de la población mundial.  La concha de abanico 

(Argopecten purpuratus) es un recurso que tiene una importancia económica en la 

pesca artesanal en la costa peruana pero a su vez genera grandes divisas por su 

producción a gran escala proveniente de la acuicultura.  

Las cuantificaciones fueron muy variables en los meses de muestreo pero a su vez no 

se encontró diferencias estadísticas significativas entre los mismos. Se observó un 

ligero aumento de la cantidad de colonias en los meses de julio, a temperaturas de 

cercanas a 20 °C. Como era de esperar, los conteos de las colonias del medio TCBS 

son menores que los obtenidos del AM en su respectivo muestreo. 

Los valores encontrados de bacterias heterótrofas totales son similares a los de 

semilla de AP proveniente de hatchery sembrada en bahía Inglesa en Chile y en ostras 

del Mediterráneo en la costa española (Avendaño et al., 2001; Pujalte et al., 1999). 

Por el contrario, la cantidad de presuntos vibrios fue más elevada que lo reportado por 

Avendaño et al. (2001), sin embargo, los valores son similares a los encontrados por 

Pujalte et al. (1999). Los valores reportados de 5 x 10
6
 por Llanos et al. (2002) en el 

contenido intestinal de Argopecten purpuratus son elevados en comparación con los 

resultados de este estudio.  La cantidad de vibrios en este caso pudo ser anómala por 

los efectos del Fenómeno del Niño, el cual provoca alteraciones en la temperatura del 

agua y aumento en las precipitaciones lo que conlleva a que los ríos que desembocan 

en el océano lleven mayor cantidad de agua y sólidos los que provoca un descenso en 

la salinidad del agua oceánica.  

El resultado de las caracterizaciones bioquímicas con el kit comercial miniaturizado 

API 20E© revelan la presencia de 8 especies bacterianas, de las cuales solo tres de 
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ellas pertenecen al género Vibrio, esto evidencia discrepancia con la caracterización 

morfológica y el uso del quimioterápico (agente vibriostático), el agente vibriostático 

0/129. Si bien el uso del kit es recomendado para la caracterización bioquímica de 

enterobacterias no tiene la sensibilidad para caracterizar las diversas especies de 

Vibrio, ya que su uso es destinado para muestras clínicas y su base de datos no cuenta 

con las más de 130 especies de Vibrio conocidas hasta ahora. El kit API 20E nos 

permite tener una caracterización bioquímica básica y rápida de ciertas especies de 

Vibrio (Noguerola & Blanch, 2008). A pesar de esto, algunos vibrios han demostrado 

ser resistente al agente vibriostático 0/129, incluso con prevalencias mayores al 60% 

de cepas muestreadas, al igual que se conoce de transferencia de resistencia entre 

ellos (Huq et al., 1992; Falbo et al., 1999). 

La presencia de bacterias del género Vibrio en los tejidos de los moluscos bivalvos no 

representa necesariamente un riesgo para la salud del hospedero. García-Tello et al. 

(2002) y Llanos et al. (2002) reportan que la presencia de Vibrio en la hemolinfa y 

otros órganos de A. purpuratus aparentemente sanos es normal. Son diversos los 

estudios que presentan al género Vibrio en las diferentes etapas de cultivo de AP pero 

no se determinan las especies (Jorquera et al., 2004; Riquelme et al., 1995; García-

Tello et al., 2002; Araya et al., 1999). 

Con los resultados del análisis del gen 16S rRNA y la reconstrucción del árbol 

filogenético se pudo confirmar que las cepas caracterizadas morfológicamente 

presuntivamente como vibrios, corresponden a dicho género. Vibrio ha sido aislado 

en sedimentos marinos, crustáceos y otros moluscos bivalvos (Willimans et al., 2009; 

Romalde et al., 2014; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Araya et al., 1999). En el presente 

estudio la especie prevalente fue Vibrio neocaledonicus en la semilla de ambas 

procedencias, el cual no ha sido aislado anteriormente en la microbiota de moluscos 

bivalvos. Al igual que el trabajo realizado en microbiota de ostras del pacifico y 

mejillón mediterráneo por Vezzulli et al. (2017) no se encontró la presencia de Vibrio 

cholerae, Vibrio parahaemolyticus ni Vibrio vulnificus, principales patógenos para 
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humanos, pero si se hallaron vibrios del clado Splendidus. Con estudios realizados en 

Venezuela por Muñoz et al. (2012) solo se encontró similitud en la presencia de 

Vibrio alginolyticus. En el Perú existen diversos estudios centrados en la prevalencia 

de Vibrio cholerae con fines de salud pública (Franco et al., 1997; Gil et al., 2004: 

Aliaga et al., 2010), se conoce de una trabajo realizado por Dulanto (2013) con el 

cual se encontró la similitud con los resultados de 4 especies como Vibrio owensii, 

Vibrio campbellii, Vibrio alginolyticus y Vibrio chagasii. 

La mayor diversidad de especies de Vibrio se registró en la semilla de medio natural, 

siendo el doble de especies en comparación a los obtenidos de hatchery, pese a esto 

ambas comparten especies de los clados Harveyi y Splendidus. Los vibrios 

pertenecientes a estos clados tienen potencial patógeno para para los moluscos 

bivalvos (Nasfi et al., 2015; Beaz-Hidalgo et al., 2010; Travers et al., 2015; 

Darshanee et al., 2012; Paillard et al., 2004).  

Es así como las cepas aisladas de las mortalidades larvarias masivas pertenecientes al 

clado Harveyi, demuestran su patogenicidad al provocar los episodios de mortaldiada 

en larvas, evidenciando signos claros de bacteriosis. En A. purpuratus se han 

registrado mortalidades en larvas reportadas en Chile ocasionadas por Vibrio 

alginolyticus, Vibrio tubiashii y Vibrio splendidus, siendo el primero perteneciente al 

mismo clado de las cepas que se aislaron en este estudio. (Rojas et al., 2016; Rojas et 

al., 2015; Riquelme et al., 1995). Los signos clínicos  encontrados en los estudios 

realizados por Rojas et al. (2015; 2016) son compatibles con los reportados en este 

estudio. Los resultados del árbol filogenético de las secuencias de los genes  

concatenados para el clado Harveyi sugieren que la especie relacionada a las 

mortalidades podría tratarse de una nueva especie, para lo cual se necesitaría un 

secuenciación completa del genoma o una hibridación DNA-DNA.  

La secuencia del gen 16S rRNA ha sido el marcador filogenético más usado en las 

últimas décadas pero su poder de resolución se ha visto limitado en ciertos géneros 

bacterianos debido a su lenta tasa de evolución. La caracterización molecular del gen 
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16S rRNA no es una herramienta robusta para identificar especies de Vibrio debido 

que en muchas especies bacterianas, entre ellas del género Vibrio, existen varias 

copias del operón que codifica para esta molécula de RNA, el operón rrn, pudiendo 

distorsionar el análisis filogenético debido a la variabilidad existente entre las 

diferentes copias del operón (Fox et al., 1992; Hanage et al., 2005; Urbanczyk et al., 

2011). Sin embargo, se ha demostrado que los porcentajes de similitud basados en la 

secuencia de este gen proporcionan información de gran utilidad en la determinación 

de valor umbral para la delimitación de género y especie. 

Los estudios de  MLSA son importantes para determinar especies en el caso de 

estudios de organismos muy cercanos filogenéticamente. En este caso, se utilizaron 

genes reportados previamente con poder resolutivo según el clado más cercano 

revelado por el gen 16S rRNA y utilizados para el género Vibrio, tanto para estudios 

inter como intraespecíficos: gapA, gyrB, rpoD, mreB, pyrH, recA y topA y el gen 

16S rRNA (Thompson y col., 2004, 2007, 2009; Thompson et al., 2005; Pascual et 

al., 2010). La resolución de especies queda confirmada al realizar los arboles 

filogenéticos de las secuencias concatenadas y nos permite armar la filogenia de las 

especies aisladas en este estudio. 
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8. Conclusiones 

 

- No existen diferencias entre las cantidades de bacterias heterótrofas totales y 

de vibrios entre las semillas de ambas procedencias. 

- Asociada a la semilla de ambas procedencias se encontraron especies del 

clado Harveyi, Mediterranei y Splendidus.  

- Existe mayor diversidad de especies del género Vibrio asociada a la semilla 

proveniente de medio natural, con ocho especies, en comparación a la que 

proviene de hatchery  que solo se identificaron cinco especies.  

- La especie prevalente fue Vibrio neocaledonicus, el cual no ha sido reportada 

hasta el momento asociada a semilla de moluscos bivalvos.  

- Especies de Vibrio del clado Harveyi  están asociado a mortalidades larvarias 

masivas de Argopecten purpuratus. La cual podría tratarse de una especie 

nueva. 
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ANEXO 1: Resultados del API 20E© de las cepas aisladas de los 12 muestreos 
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2.1 - + + - - - - - + + + + - - - - + - - - + 

2.2 - - + - - - - - + + + + + - - - + - - - + 

2.3 - + + - - - - - + + + + - - - - + - - - + 

2.4 - - + - - - - - + - + + + - - - + - - - + 

3.4 - + + - - - - - + + + + + - - - - - + - + 

3.9 - - + - - - - - + + + + + - - - + - - - + 

3.10 - - + - - - - - + - - + + - - - + - - - + 

4.1 - - + - - - - - + + - + + - - - + - - - + 

4.2 - - + - - - - + + + - + + - - - + - - - + 

4.3 - + + - - - - - + + - + + - - - + - - - + 

5.1 - - + - - - - - + - - + + - - - + - - - + 

5.2 - - + + + - - - + + - + + - - - + - - - + 

5.3 - + + + + - - - + + + + + - - - + - + - + 

5.4 - - + - - - - - + + + + + - - - + - - - + 

5.5 - + + - + - - - + + + + + - - - + - - - + 
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Continuación 
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6.1 - - + - - - - - + + + + + - - - + - - - + 

6.3 - - + - - - - - + + + + + - - - + - - - + 

6.4 - - + - - - - - + + - + + - - - + - - - + 

6.5 - - + - - - - - + + - + + - - - + - - - + 

7.2 - - + - - - - - + + - + + - - - + - - - + 

7.3 - - + - - - - - + + - + + - - - + - - - + 

7.4 - - + - - - - - - + + + + + - - + - - - + 

7.5 - - + RD - - - - + + - + + - - - + - - - + 

8.5 - + + - - - - - + + + + + - - - + - - - + 

8.7 - - + - - - - - + + + + + - - - + - + - + 

9.2 - - - - - - - + + - + + + - - - + - + - + 

9.4 - + + - - - - - + + + + + - - - + - + - + 

9.5 - - - - - - - - + - - + + - - - + - + - + 

9.6 - - + - - - - - + + + + + - - - + - - - + 

9.9 - - - - - - - - + - + + + - - - - - + - + 

9.10 - - - - - - - - + - + + + - - - - - + - + 

10.1 - - + - + - - - + + + + + - - - + - - - + 

10.3 - - - - - - - - + + - + + - - - + - + - + 
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RD = Reacción débil

Continuación  
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10.4 - - - - - -  - - + + - + + - - - + + - + 

10.8 - - - - - - - - + + + + + - - - - - + - + 

10.9 - + - - - - - - + + + + + - - - + - + - + 

11.4 - + - - - - - - + - + + + - - - + - + - + 

11.5 - + - - + - - - + - + + + - - - - - + - + 

11.7 - - - - - - - - + - + + + - - - - - + - + 

11.8 - - - - - - - + + - + + + - - - - - + - + 

12.1 - - + - - - - - + - - + + - - - + - + - + 

12.2 - - + - - - - - + - - + + - - - + - + - + 

12.8 - - - - - - - - + - + + + - - - - - + - + 
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ANEXO 2: Resultados de la comparación con las bases de datos de las secuencias del gen 16S rRNA 

Cepa Origen Longitud 
Especie 

EZBIO % BLAST % 

2.1 

Larvas 

1381 V. neocaledonicus 99.93 V. alginolyticus 100 

2.2 1395 V. neocaledonicus 99.93 V. sp. 100 

2.3 1396 V. neocaledonicus 99.71 V. alginolyticus 100 

2.4 1393 V. antiquarius 99.78 V. parahaemolyticus 99 

3.1 1384 V. alginolyticus 99.76 V. sp. 100 

3.4 1410 V. neocaledonicus 99.93 V. sp. 100 

3.9 1398 V. antiquarius 99.71 V. parahaemolyticus 100 

3.10 1407 V. campbellii 99.21 V. parahaemolyticus 99 

4.1 1402 V. neocaledonicus 99.71 V. alginolyticus 99 

4.2 1397 V. neocaledonicus 99.86 Ruegueria sp. 100 

4.3 1413 V. neocaledonicus 100 V. parahaemolyticus 100 

5.1 1392 V. neocaledonicus 100 V. alginolyticus 100 

5.2 1392 V. neocaledonicus 99.93 V. alginolyticus 100 

5.3 1396 V. neocaledonicus 99.93 V. alginolyticus 100 

5.4 1399 V. neocaledonicus 99.64 V. alginolyticus 100 

5.5 1400 V. neocaledonicus 99.79 V. sp. 100 

6.1 

Medio natural 

1395 V. neocaledonicus 99.93 V. sp. 100 

6.2 1367 V. alginolyticus 99.2 V. parahaemolyticus 100 

6.3 1404 V. neocaledonicus 99.43 V. alginolyticus 99 

6.4 1403 V. campbellii 99.57 V. alginolyticus 99 

6.5 1399 V. neocaledonicus 99.93 V. alginolyticus 100 

7.2 

Hatchery 

1404 V. neocaledonicus 99.64 V. sp. 99 

7.3 1404 V. neocaledonicus 99.64 V. alginolyticus 99 

7.4 1410 V. alginolyticus 95.7 V. parahaemolyticus 99 

7.5 1401 V. neocaledonicus 95.1 Ruegueria sp. 99 

 

 

Continuación 

Cepa Origen Longitud Especie 
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EZBIO % BLAST % 

8.5 
Hatchery 

1393 V. neocaledonicus 99.93 V. alginolyticus 100 

8.7 1404 V. neocaledonicus 99.43 V. sp. 99 

9.2 

Medio natural 

1400 V. chagasii 98.64 V. chagasii 100 

9.4 1397 V. owensii 100 Vibronaceae bacterium 100 

9.5 1397 V. neocaledonicus 100 V. alginolyticus 100 

9.6 1397 V. neocaledonicus 99.78 V. parahaemolyticus 100 

9.7 1397 V. neocaledonicus 100 V. sp. 100 

9.9 1393 V. neocaledonicus 98.99 V. sp. 100 

9.10 1359 V. chagasii 98.45 V. sp. 100 

10.1 

Medio natural 

1396 V. antiquarius 99.64 V. alginolyticus 99 

10.3 1399 V. madracius 98 Bacteria no cultivable 100 

10.4 1407 V. variabilis 97.67 V. sp. 99 

10.6 1370 V. pomeroyi 99.93 V. sp. 100 

10.8 1406 V. chagasii 99.43 V. chagasii 99 

10.9 1408 V. neocaledonicus 99.28 Rhodobacter capsulatus 99 

11.2 

Medio natural 

1395 V. cassostreae 100 V. cassostreae 100 

11.4 1397 V. cassostreae 100 V. cassostreae 100 

11.5 1420 V. chagasii 99.57 V. sp. 99 

11.7 1378 V. chagasii 98.91 V. chagasii 100 

12.1 

Hatchery 

1420 V. owensii 99.93 V. owensii 99 

12.2 1399 V. owensii 100 V. owensii 99 

12.3 1182 V. cassostreae 100 V. cassostreae 100 

12.8 1405 V. chagasii 98.42 V. chagasii 100 

12.10 1369 V. cassostreae 99.85 V. sp. 100 

 


