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RESUMEN

El cultivo de Litopenaeus vananmei, se ha convertido en una de las principales
producciones acuicolas a nivel mundial. Sin embargo, enfermedades infecciosas
bacterianas y virales causan mortalidades epidémicas o endémicas desestabilizando la
rentabilidad, sostenibilidad y desarrollo de esta actividad acuicola. En el presente trabajo
se investigo la microbiota de la hemolinfa en langostinos L. vannamei sanos o enfermos,
considerando tecnologias de caracterizacion molecular dependientes e independientes
de cultivo in vitro. Se trata entonces, por una parte, de bacterias cultivadas in vitro de
manera aislada y luego identificadas molecularmente y, por otra parte, de bacterias co-
cultivadas in vitro y de bacterias de la hemolinfa, siendo la composicion bacteriana
establecida por metagendmica dirigida al ADNr. En lo que concierne las bacterias
cultivables in vitro aisladamente, predominaron los géneros Bacillus y Vibrio, en
langostinos sanos y enfermos, respectivamente. Los co-cultivos establecidos a partir de
muestras de hemolinfa estdn compuestos principalmente, en el caso de animales
aparentemente sanos, de géneros Vibrio (63,3%), bacterias no clasificadas (20,6%),
Lysinibacillus (8,9%) y Bacillus (2,8%); y, en el caso de animales aparentemente
enfermos, de géneros Vibrio (89%), Listonella (5,8%) y Lysinibacillus (2,2%). Las
microbiotas de la hemolinfa caracterizadas directamente por metagenOmica estan
compuestas principalmente, en el caso de animales sanos, por los géneros
Staphylococcus (39,5%) y Corynebacterium (34,6%) mientras que en el caso de
animales enfermos por bacterias no clasificadas (40,4%) y Atopostipes (21,7%). Estos
resultados sugieren que la microbiota de la hemolinfa es muy diferente entre animales
sanos y enfermos. Por otra parte, las caracterizaciones de las microbiotas parecen
incorrectas en el caso de tecnologias clasicas dependientes del cultivo in vitro.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, hemolinfa, microbiota, bacteria, metagenomica,

co-cultivo.
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ABSTRACT

The cultivation of the shrimp Litopenaeus vannamei has become one of the major world
aquaculture production. However, bacterial and viral infectious diseases cause endemic
or epidemic mortalities that destabilize profitability, sustainability and development of this
aquaculture activity. In this study hemolymph microbiota was investigated in healthy and
sick shrimps, considering culture-dependent and culture-independent molecular
characterization technologies. Thus, on one hand, in vitro separately cultured bacteria
have been identified molecularly and, on the other hand, bacteria composition of in vitro
co-cultures and hemolymph have been established by rDNA targeted metagenomics.
Bacillus and Vibrio genera predominate as in vitro separately cultured bacteria,
respectively in healthy and diseased shrimps. The co-cultures established from
hemolymphs are mainly composed, in the case of apparently healthy shrimps, by
bacterial genera Vibrio (63.3%), not classified bacteria (20.6%), Lysinibacillus (8.9%) and
Bacillus (2.8%), and in the case of apparently sick shrimps with genera Vibrio (89%),
Listonella (5.8%) and Lysinibacillus (2.2%). The hemolymph microbiota directly
characterized by metagenomics is essentially composed, by the genera Staphylococcus
(39.5%) and Corynebacterium (34.6%), in the case of healthy animals, and with
unclassified bacteria (40.4%) and Atopostipes (21.7%), in the case of sick animals. These
results suggest that the microbiota of hemolymph is very different between healthy and
sick animals. Moreover, microbiota characterizations seemed altered in the case of

conventional culture-dependent technologies.

Keywords: Litopenaeus vannamei, hemolymph, microbiota, bacteria, metagenomics, co-

cultivation



1.

INTRODUCCION

La industria del langostino blanco Litopenaeus vannamei, es una de las
actividades mas promisoria dentro del sector productivo del Pera. Sin embargo, la
aparicién consecuente de agentes etiologicos infecciosos, ponen en riesgo a esta
industria. Ante esto, ha surgido un vasto nimero de investigaciones enfocadas al
estudio de la microbiota para comprender mejor el balance microbiano a fin de
establecer las interrelaciones benéficas o perjudiciales en el interior del huésped.
La microbiota o comunidad microbiana, juega un papel importante en la fisiologia
del huésped, asi mismo contribuye al mejor desarrollo del sistema inmunolégico

cuando existe un balance adecuado.

En el langostino blanco L. vannamei, ha sido ampliamente reportado que el
intestino y el hepatopancreas albergan una microbiota muy diversa, sin embargo,
aun permanece incierta su existencia en el fluido circulatorio, también denominado
hemolinfa, puesto que la presencia de bacterias en la hemolinfa es relacionada
comunmente a septicemia.

A pesar de ello, existen evidencias de presencia bacteriana sobre diferentes
crustaceos sanos incluyendo a especies de Litopenaeus vannamei y Penaeus
monodon.

Sin embargo, en estas investigaciones la identificacion se ha realizado bajo
métodos tradicionales que hoy en dia son obsoletos. Esto métodos no
proporcionan un panorama real, ya que favorecen el desarrollo de un grupo de
microorganismos en particular. Ademas, estas técnicas de aislamiento en medios
selectivos no consideran que los requerimientos nutricionales varian de una
especie a otra, y que incluso algunas especies requieren de los metabolitos de
otras especies para poder crecer, por lo que es necesario hacer co-cultivos en
dichos casos. Esta gran brecha que supone el trabajar s6lo con microorganismos
cultivables ha sido superada con el desarrollo de la secuenciacién de proxima
generacion (NGS, por sus siglas en inglés) del ADN, que ha permitido obtener

genomas de una comunidad. Esta herramienta denominada metagenomica viene
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siendo muy popularizada debido a la facilidad y rapidez para el procesamiento de
muestras, a mas de aportar una vision real de la composicion bacteriana y de esta

manera predecir las interrelaciones que ocurren dentro de un individuo.

Por lo tanto esta investigacién tuvo como hipotesis, identificar la microbiota de la
hemolinfa de langostinos sanos y enfermos de L. vannamei, a fin de corroborar si
es posible la existencia bacteriana en el fluido circulatorio de animales sanos, sin

gue se vea comprometida la salud del animal.

Asi mismo tuvo como objetivo dilucidar, a través de herramientas moleculares, la
composiciéon de la comunidad bacteriana presente en langostinos sanos y
enfermos, con el fin de evidenciar si existen diferencias entre las comunidades en

ambos estados fisiolégicos del langostino.
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2. MARCO DE REFERENCIA DEL PROBLEMA

2.1. Antecedentes

2.1.2

2.1.3

La acuicultura del langostino L. vannamei en el Peru

La acuicultura del langostino blanco L. vannamei es una de las
actividades econémicas méas importantes en Per(, con una tasa de
crecimiento constante desde el afio 2000, llegando a alcanzar en el
2012 una produccion anual de 17,099 toneladas (Fuente: Ministerio
de la Produccion). Este cultivo se realiza en el norte del pais, siendo
la regibn de Tumbes el principal productor, en virtud a que
representa mas del 80% de la produccion total (Alfaro, Guevara y
Gonzales 2010; Mendoza 2011).

Patologias que han afectado el cultivo de L. vannamei

Esta actividad se ha visto enfrentada seriamente a patologias virales
tales como: WSSV, IHHNV e IMNV (Nakano et al., 1994, Morales y
Maria, 2011 y Lightner, 2011) y patologias bacterianas que han
llevado al punto de desestabilizar las producciones.

Entre los potenciales patdgenos bacterianos destacan las bacterias
del género Vibrio, entre las que se incluyen: V. harveyi, V.vulnificus,
V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. penaeicida (Brock and
Lightner, 1990; Ishimaru, Akagawa and Muroga, 1995), V. damsela,
V. fluvialis, V. spp. (Lightner, 1996), siendo causantes de la

enfermedad conocida como vibriosis.

Las mayores epizootias de vibriosis sobre L. vannamei, han sido
reportadas en Ecuador, Peru, Colombia y Ameérica Central (Lightner,
1996) y se presentan con mayor frecuencia en la etapa de
larvicultura y engorde (Gomez-Gil, Roque y Guerra, 2001; Santiago

Espinosa, y Bermudez, 2009).

Durante los estadios larvarios han sido reportados V. harveyi y V.
splendidus (Uma et al., 2008; Zhou J. et al 2012, y GoOmez-Gil, Roque
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y Guerra, 2001) y en la etapa de engorde, se ha reconocido la
presencia de V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V. vulnificus y
Photobacterium damselae, (anteriormente clasificada como V.
Damselae), pudiendo llegar a ocasionar mortalidades que pueden
variar desde intervalos insignificantes hasta presentar mortalidades
del 100% (Truijillo et al. 2005).

Sin embargo, asi como existen cepas de Vibrio con potencial
patdgeno, también se reportan cepas que mejoran el crecimiento y
supervivencia en la acuicultura de crustaceos y peces (Austin B. and
Austin D. 2012; Rengpipat et al., 1998; Phianphak et al., 1999).
Ademas, los vibrios constituyen parte de la microflora natural de los
langostinos silvestres y de cultivo (Sinderman 1990) y se convierten
en patdégenos oportunistas cuando los mecanismos de defensa
natural estan suprimidos (Garnier et al., 2007; Olson, Tracker and
Gochfeld 2014, Lokmer and Wegner, 2014). Tal estado favorece a la
proliferacion de bacterias de este género y de otros, que en conjunto
llevan a la mortalidad del huésped.

Otras enfermedades, conocidas como Sindrome de Mortalidad
Temprana (EMS) o Sindrome de Necrosis Hepatopancreatica Aguda
(AHPND), han alertado el sector langostinero en la ultima década,
con mortalidades masivas y grandes pérdidas econémicas en China
(2009), Vietnam (2010), Malaysia (2011), Tailandia (2012) y México.
Un agente causal ha sido identificado como miembro del subtipo de
V. harveyi, mas estrechamente relacionado a V. parahaemolitycus,
cuya virulencia es debida a la adquisicién de un plasmido de 70 kbp
denominado pVAl, que codifica para la toxina binaria PirAVP y
PirBVP, que induce a la muerte celular (Soto et al., 2015, Tran et al.
2013., Chung-Te et al., 2015, Otta, et al., 2014).

Para intentar controlar estas enfermedades bacterianas, se ha

hecho uso de antibidticos de manera indiscriminada, lo que provoco
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la aparicion de bacterias resistentes a los mismos (Verschuerer et
al., 2000), asi como la acumulacion de residuos en los productos

alimenticios que llegan al consumidor final (Uma et al., 1999).

En este contexto, se plantearon nuevas alternativas de prevencion
de enfermedades bacterianas, en particular el uso de bacterias
probidticas comerciales, asi como a la busqueda de nuevas cepas
nativas con caracteristicas potenciales para la acuicultura. Ello llevé
aincursionar a estudios de la microbiota que, ademas de brindar una
vision de la estructura microbiana, permiten comprender mejor el
balance y las interacciones microbianas en el interior de un

organismo.
La microbiota de L. vannamei

La microbiota o comunidad microbiana juega un papel importante en
la fisiologia de un organismo (McFallNgai et al., 2013) y en la
proteccién contra agentes patégenos (Kamada et al., 2013, Tuyub et
al., 2014), asi mismo, regula la expresion de genes de defensa e
influye en la nutricion, estado fisiolégico, inmunidad, crecimiento y
desarrollo (Backhed et al.,, 2004, Hooper, Midtvedt, and Gordon,
2002).

La microbiota incluye microorganismos con gran potencial
probidtico, los cuales han sido ampliamente usados en la acuicultura
para el mejoramiento de los cultivos, calidad de agua, resistencia de
los animales ante enfermedades, entre otras (Rungrassamee et al.,
2004, Bachere, 2000).

Es conocido que el tracto digestivo (hepatopancreas, estbmago e
intestino) del langostino sano alberga une poblacion bacteriana
relativamente estable (Wang X, and Wang J., 2015), sin embargo,
aun no se ha elucidado completamente la presencia de éstas en la

hemolinfa.
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Gopal et al., (2005) y Lighner (1977) consideran que la hemolinfa de
langostinos sanos es estéril y que la presencia bacteriana en la
hemolinfa es un indicativo de septicemia; de igual modo, Jayasree,
Janakiram, and Madhavi, (2006) han reportado que la hemolinfa de
langostinos P. monodon en fase aguda de infeccion y en estado
moribundo, presenta una alta carga de Vibrio, destacando V. harveyi,

V. alginolyticus y V. anguillarum.

Sin embargo, Wang X., y Wang J. (2015), indican que la presencia
bacteriana en la hemolinfa de langostinos sanos es un evento natural
y que éstas se encuentran en baja cantidad, ademas, que algunas

de ellas son productoras de péptidos antimicrobianos.

Costa et al. (1998), sefialan que aproximadamente el 30% de las
bacterias presentes en langostinos sanos pertenecen al género
Vibrio. Otros estudios similares, reportan que en la hemolinfa de L.
vannamei se ha detectado la presencia de V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, (Gomez et al., 1998), V. narvarrensis, V. brasiliensis, V.
xuii, V. cholerae, V. coralliilyticus, V. neptunis, V. alginolyticus, y V.
diazotrophicus  (Alburqueque-costa, Lima-Araujo and Dos
Ferrnandes-Vieira, 2013).

Existen reportes de presencia bacteriana en la hemolinfa de otros
crustaceos aparentemente sanos como Procambarus clarkii (Scott
and Thune, 1986), Homarus americanus (Cornick and Steward
1966), Callinectes sapidus (Tubiash, Sizemore and Colwell,1975;
Givens et al., 2013), Paratelphusa hydrodromas (Vijayabharathi et
al. 2013) y de Penaeus monodon (Gomez et al., 1998).

Si bien en la hemolinfa de animales sanos existe una microbiota
nativa, ésta es controlada por péptidos antimicrobianos y lectinas
propias de la hemolinfa que controlan su proliferacion. Asi mismo,
esta microbiota no esta presente de forma ubicua en todos los
animales (Wang X. and Wang J. 2015)
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Bases tedrico-cientificas.

Microbiota y técnicas de caracterizacion dependientes de cultivo con
aislamiento.

Si bien el aislamiento de bacterias dio las primeras percepciones de la
diversidad microbiana, los métodos convencionales basados en el cultivo
permiten solamente la identificacion de los microorganismos que pueden
desarrollarse en un sustrato en particular, es decir a un ambiente con pocos
nutrientes, reduciendo asi la lista de la diversidad microbiana a pocas
especies. Se considera que menos del 1% de las bacterias podrian ser
aisladas sobre estos métodos de cultivo, debido en parte a los diferentes
requerimientos nutricionales de las cepas, y a que muchas de ellas no viven
en forma libre e independiente de los otros microorganismos, sino que
forman consorcios donde se relacionan intimamente entre si y con su
microambiente (Rascovan 2013). Se debe considerar la gran debilidad de
estas técnicas de caracterizacion dependientes de cultivo ya que
subestiman la magnitud de la diversidad microbiana (Staley and Konopka,
1985; Amann, Ludwing and Schleifer, 1995; Streit and Schmitz, 2004).

La técnica de cultivo influye draméaticamente sobre el aislado de
procariotas, resultando en el aislamiento de un grupo mas o menos
especifico segun el método. Por otro lado, resulta dificil disefiar estrategias
de aislamiento y medios de cultivo para su crecimiento en laboratorio, sin
antes tener un conocimiento previo de las capacidades y requerimientos

metabdlicos (Rascovan, 2013).

Ademas, muchas veces los métodos de cultivo fallan para reproducir
caracteristicas fundamentales de la fuente de aislamiento, e incluso varios
factores como el tipo de agar podria inhibir el crecimiento de varias cepas
(Schloter et al., 2000; Kopke et al., 2005; Tamaki et al., 2009).
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Microbiota y técnicas de caracterizacion dependientes de co-cultivo

Bajo la premisa de que los microbios co-existen, se generaron nuevos
enfoques, como el co-cultivo (también llamado fermentacion mixta) que
intenta imitar la situacion ecoldgica de un entorno microbiano; es un
enfoque experimental viable para mejorar la diversidad quimica de los
microorganismos cuando se cultivan in vitro; permitiendo asi mejorar la
produccion de ciertos compuestos constitutivamente presentes y/o para la
induccion de genes silenciosos (Marmann et al., 2014); las motivaciones
para su uso implican: el estudio de las interacciones entre poblaciones
naturales, mejorar el éxito de cultivo para determinadas poblaciones o el
establecimiento de interacciones entre poblaciones sintéticas (Goers,
Freemont and Polizzi, 2014). Es asi que existen bacterias que obtienen
metabolitos partir de las secreciones de otros microbios (cooperacion inter-
especies) (Schink, 2002; Zeidan, Radstrom and Niel, 2010; Kato et al.,
2005); pudiendo ser la razén por la que las bacterias no pueden ser

cultivadas de forma aislada (Harcombe, 2010)

Microbiota y técnicas de caracterizacién independientes de cultivo:

Andlisis metagendémico

”

La implementacion de nuevos enfoques de “Next generation sequencing
(NGS), abre la oportunidad de explorar el mundo microbiano aun no
revelado a partir de un ambiente diverso, a través de la secuenciacion
masiva de ADN (Eikmeyer et al, 2013). La metagendmica utiliza tecnologia
de vanguardia en secuenciacién y caracterizacidbn de secuencias para
conocer la identidad y funcionalidad de la comunidad microbiana,
incluyendo a microorganismos refractario a los métodos basados en el
cultivo clasico (Schmeisser, Steele and Streit, 2007; Keegan, Glass, and
Meyer, 2016)
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Existen dos tipos de enfoques que pueden ser utilizados en metagenoémica;
el primero es secuenciar todos los genomas completos al azar, mediante
“shotgun sequencing”, o secuenciar de todos ellos Unicamente un gen o
regibn acotada mediante “amplicon sequencing”. La secuenciacion
mediante “amplicon sequencing”, consiste en amplificar un gen por PCR a
partir de una muestra de ADN o secuencia en particular. EI gen mas usado
en el caso de microorganismos procariotas suele ser el de la subunidad
pequefia de ARN ribosomal denominado ARNr 16S. Este gen se encuentra
conservado en todos los microorganismos y debido a su tasa de mutacién
relativamente constante entre linajes puede ser utilizado como un indicador

taxonomico Y filogenético bastante informativo (Rascovan, 2013).

Anteriormente, los grandes fragmentos de ADN eran recuperados de
ambientes naturales y luego clonados para acceder a los metagenomas de
microorganismos no cultivables (Haldesman et al.,1998 and Rondon et al.,
2000; citados en Acosta 2013).

Muchas investigaciones se centran en describir la diversidad microbiana,
en parte, debido a lo complicado que representa el analisis de datos
derivados de secuencias metagenémicas. Actualmente se encuentran
disponibles varias plataformas en linea para el depésito, manejo, analisis y
comparacién de datos metagenémicos, entre los mas populares se
encuentran MG-RAST (Meyer et al., 2008), IMG/M (Markowitz et al., 2012
y CAMERA (Sun et al., 2011). EIl MG-RAST es el mas popular y permite
obtener los resultados en forma de perfiles de abundancia a nivel
taxondémico y funcional a diferentes niveles jerarquicos (Rascovan, 2013;
Keegan, Glass, and Meyer, 2016; Wilke et al., 2016).

Por lo expuesto, en la investigacion presente se analizO a nivel
metagendmico la microbiota de la hemolinfa del langostino L. vannamei a

través NGS con el fin de determinar su comunidad microbiana.
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Definicién de términos béasicos

ADN: Abreviatura de acido desoxirribonucleico. Largo polimero de
desoxirribonucleétidos. EI ADN constituye el material genético de la
mayoria de los organismos y organulos que se conocen; normalmente se
encuentra formando una doble hélice, aunque algunos genomas virales
contienen ADN de una solo cadenay otros, ARN de una o de doble cadena.
(Zaid et al., 2001)

Acuicultura: Técnica de cultivo de organismos acuaticos, dentro de los
gue se incluyen peces, moluscos, crustaceos y plantas acuaticas (Zaid et
al., 2001)

Agar: Polisacérido que por sus propiedades gelificantes, se utiliza en la
preparacion de medios nutritivos para los cultivos. Se obtiene de la
Rhodophyta (alga roja). (Zaid et al., 2001)

Agarosa: Principal componente del agar (Zaid et al., 2001)

Amplificacién: Creacion de numerosas copias de un segmento del ADN

mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa. (Zaid et al., 2001)

Amplicon: Producto final de una reaccion de amplificacion de ADN. (Zaid
et al., 2001)

Biologia molecular: Estudio, a nivel molecular, de los procesos que tienen

lugar en los seres vivos. (Zaid et al., 2001)

Bromuro de etidio: Colorante fluorescente que puede intercalarse entre
pares de bases de ADN bicatenario, de ahi su aplicacion generalizada para
tefiir ADN en los geles. El colorante es fluorescente cuando se expone a la
luz UV. Se sabe que es un fuerte agente mutageno y posiblemente también
cancerigeno y teratdégeno (Zaid et al. 2001)

Cebador: Oligonucleotido de tamafio pequefio que al hibridar con el molde
de ADN de una hebra, le proporciona una estructura bicatenaria a partir de
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la cual, la ADN polimerasa sintetizar4 una nueva hebra de ADN para

producir una molécula duplex (Zaid et al., 2001)

Cepa: Grupo de individuos derivados por ascendencia de un unico

individuo dentro de una especie (Zaid et al., 2001).

Desnaturalizar: Modificar la conformacion nativa de un acido nucleico o,
més frecuentemente, de una proteina, mediante procesos fisicos o
quimicos. Normalmente este proceso se acompafia de la pérdida de la
actividad biologica. (Zaid et al., 2001)

Electroforesis: Técnica de biologia molecular, de uso generalizado y de la
gue existe muchas variantes. Se utiliza para separar los componentes de
mezclas complejas de macromoléculas. Para ello, las muestras se someten
a un campo eléctrico aplicado a través de una matriz porosa; bajo tales
condiciones, las moléculas migran a velocidades que dependen de sus

cargas eléctricas y/o pesos moleculares. (Zaid et al., 2001).

Gen ARNr 16S: EI ARN ribosdmico (ARNr) 16S es la macromolécula mas
ampliamente utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacterianas
(Rodicio and Mendoza, 2004)

Hemolinfa: Es un analogo de la sangre y la linfa de los vertebrados. Esta
bafa los tejidos, denominandose hemocele a los sitios donde ella circula.
La hemolinfa presenta un color azul verdoso a causa de la hemocianina
(proteina respiratoria abundante en la hemolinfa de todos los crustaceos).
(Renddn y Balcéazar, 2003)

lon Torrent: La secuenciaciéon por lon Torrent es un método de
secuenciacion de ADN basado en la deteccion de protones liberados
durante el proceso de polimerizacién del ADN. Por lo tanto, este método se
guia a través de la adicion de nucledtidos que se llevan a cabo en las

cadenas simples de ADN en estudio (Perkel, 2011)
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Microbiota: Sistema complejo compuesto de muchas comunidades

microbianas que habitan nichos ambientales (Collado et al., 2012).

Microbioma: Coleccibn de genomas de los microorganismos que

conforman la microbiota (Gill et al., 2006).

Metagenomica: Se define como el analisis de genética directa de los
genomas de contenidos con una muestra ambiental (Thomas, Gilbert and
Meyer, 2012)

Reaccion en cadena de la polimerasa (Abreviatura de PCR del inglés
Polimerase Chain Reaction). Una de las técnicas mas utilizadas en biologia
molecular que permite la produccion de millones de copias (amplificacion)
de una secuencia especifica de ADN, siempre que se conozca la secuencia
de pares de bases de cada extremo del ADN diana. Supone la aplicacion
de varios ciclos que incluyen desnaturalizacion de ADN, hibridacion del
cebador y la extension de la cadena de ADN, y requiere de una enzima
ADN polimerasa termoestable, desoxirribonucleétidos y oligonucleétidos

especificos (cebadores) (Zaid et al., 2001).



3. MATERIALES Y METODOS.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

Tipo de estudio y disefio de investigacion
De acuerdo al fin que persigue: basica.

De acuerdo al enfoque de investigacion: descriptiva.

Poblacién, muestray muestreo.

Poblacion: langostinos L. vannamei, obtenidos de sistemas de cultivo semi-
intensivo.

Muestra: 20 ejemplares de L. vannamei, de 20 gramos aproximadamente.

Muestreo: Se muestreo la hemolinfa de cada langostino

Localidad y periodo de ejecucion.

La investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de la
Empresa Inca’Biotec S.A.C, sito en calle Filipinas 213 en la ciudad de
Tumbes, distrito, provincia y departamento de Tumbes. La investigacion

inicié en agosto del 2014, teniendo un periodo de ejecucion de 12 meses.

Recolecciéon de ejemplares.

Los langostinos de cultivo fueron recolectados de estanques de crianza,
cercanos a la playa “El Bendito”, en el distrito y provincia de Zarumilla,
durante el mes de agosto del 2014; luego fueron transportados en baldes
de polipropileno de 15L con agua del mismo medio hasta el laboratorio de
Biologia Molecular de la empresa Inca’Biotec S.A.C, ubicado en el distrito,

provincia y departamento de Tumbes, para el andlisis respectivo.
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Figura 1. Imagen satelital de Google earth, del lugar de obtencion de
muestras de L. vannamei

Preparaciéon de muestras de hemolinfa de langostino blanco
Litopenaeus vannamei.

Cada langostino fue pesado y evaluado externamente para determinar
signos clinicos que se puedan asociar a algun sindrome patolégico

determinado.

Para la toma de hemolinfa, se colocé al langostino en posicién dorso-
ventral, dejando expuesta la zona de unién, entre los pereiopodos y
ple6podos (seno hemolinfatico ventral), la cual se desinfectd con alcohol al
75%. Luego se introdujo una jeringa de 1ml estéril cargada con 100 pl de
anticoagulante (citrato de sodio al 10%), para asi extraer al menos el mismo
volumen de hemolinfa. Inmediatamente se homogenizé para evitar la
coagulacion y se coloc6 en un microtubo de 1,5 ml para su procesamiento

posterior.
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Co-cultivos bacterianos de hemolinfa

Se tomd 20 pl de hemolinfa y se sembr6 individualmente en un microtubo
de 1,5 ml conteniendo medio liquido Luria Bertani (LB) ajustado al 2% de
cloruro de sodio (NaCl). Posteriormente las muestras fueron incubadas por
24 horas a temperatura a 37 °C. Transcurrido el tiempo se realizo la
extraccion de ADN.

Cultivos de bacterias aisladas de la hemolinfa

Se tomd 20 pl de hemolinfa y se sembré por barrido en placas conteniendo
medio de cultivo agar tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) y agar
tripticasa de soya (TSA) ajustados al 2% de NaCl, y luego las placas fueron
incubaron por 24 horas a 37 °C. Las colonias obtenidas fueron aisladas y
purificadas en medio TSA al 2% de NaCl; corroborando su pureza mediante
tincion de Gram. Posteriormente fueron colocadas en un microtubo
conteniendo 1 ml caldo LB (para favorecer su crecimiento) e incubadas por
24 horas a 37 °C. Adicionalmente se realizaron réplicas de estas colonias
como respaldo; tomando para ello 10 pl de la suspensién bacteriana y
colocéndolos en un nuevo microtubo conteniendo 1 ml de medio liquido LB,
se incub6 nuevamente bajo los mismos parametros, se adicioné glicerol

helado al 15%, y se conservo a -20 °C.

Extraccion de ADN para colonias bacterianas purificadas.

Los microtubos conteniendo la suspension bacteriana siguieron el
procedimiento especificado a continuacion:

Las muestras contenidas en los microtubos, fueron centrifugadas a
10 000 rpm durante 2 minutos; luego se eliminé el sobrenadante y se
resuspendido el sedimento (pellet) en 500 pl de solucion PBS 1X.
Nuevamente se centrifugé a 10 000 rpm durante 2 minutos; se eliminé el
sobrenadante y se adiciond 200 ul de solucién TE. Las muestras fueron

llevadas a ebullicion durante 10 minutos e inmediatamente fueron
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colocaron en hielo durante 5 minutos. Luego fueron centrifugadas a 10 000
rpm durante 2 minutos. Posteriormente se transfirio 10 pl del sobrenadante

a un nuevo microtubo, y se le adicion6 90 ul de agua ultra pura.

Extraccion de ADN para metagendmica

Para el caso de la hemolinfa directa, se realizé una toma de la hemolinfa
de 5 langostinos aparentemente sanos y otra de 5 langostinos enfermos;
este paso se realizd, debido a que en ensayos previos fue dificil obtener
resultados del metagenoma de manera individual. Para los co-cultivos, se
tomd 1 ml del cultivo bacteriano; ambas muestras directas y co-cultivos)
siguieron el procedimiento descrito a continuacion:

Las muestras de hemolinfa y co-cultivos bacterianos fueron colocadas en
microtubos de 1,5 ml y luego centrifugadas a 13 000 rpm/10 min. A cada
muestra contenida en los microtubos se le adiciond 300 pl de buffer SET y
4 ul de lisozima 50 pg/ul, y se incubé por 10 min a -20 °C. Transcurrido el
tiempo, las muestras fueron llevadas a ebullicién de 1-2 min y centrifugadas
a 13 000 rpm/10 min. Se transfirid el sobrenadante de cada muestra a un
nuevo microtubo, se adicion6 200 pl de isopropanol helado e incub6 a -20
°C durante 25 min, seguidamente se centrifugé a 13 000 rpm durante 5 min.
Al pellet obtenido se adicioné 300 pl de buffer SET, luego se homogenizé
e incorpor6 300 pul de fenol 'y se centrifugd a
13000 rpm por 10 min. Se recupero el sobrenadante y se transfirié a un
nuevo microtubo, posteriormente se agregdé 1 volumen de fenol:
cloroformo: Alcohol isoamil y se centrifugd a 13 000 rpm por 10 min. Al
sobrenadante extraido se adiciond 0.7 vol. de isopropanol y se incubo a -
20°C por media hora, luego se centrifugd a 13 000 rpm por 5 min. Se
descart6 el sobrenadante de cada muestra y se dejo secar por 15 min a
temperatura ambiente. Finalmente, el pellet fue disuelto en 50 ul de TE
(10mM Tris, ImM EDTA; pH 8), previamente calentado.
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Amplificacién del gen ARNr 16S

El ADN extraido a partir de las bacterias purificadas, se sometio a ensayos
de PCR para confirmar la presencia bacteriana. Se utilizO cebadores
universales dirigidos a amplificar el gen ARNr 16S bacteriano: 27F (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTC-3) y 1492R (5 -TACGGYTACCTTGT
TACGACT T-3"). La PCR se realiz6 con el kit comercial (Concepto Azul) a
un volumen final de 25 pl; utilizandose 12,5 pl de Mix PCR; 9,3 ul de agua
ultrapura; 0,6 pl de cada cebador; y 2 pl del ADN extraido. La amplificacion
se realiz6 siguiendo una fase de pre-desnaturalizacion de 94°C/5 min;
seguida de 35 ciclos a 94°C/30 seg 55° C/45 seg y 72 °C/1 min 30 seg
terminando con una extension final de 72 °C/10 min. y conservaciéon a
4°C/eo.

Migracion por electroforesis

La migracion electroforética de los amplicones (productos de la PCR) se
realizé en geles de agarosa al 2 % conteniendo 5 ul de bromuro de etidio
(0.5 pg/ml); se utiliz6 como tampdn de migracion 120 ml de TAE 1X. Para
la migracion se tomdé 10 ul de cada amplicén y se mezcldé con 2 pl de
tampdn de depdsito, también se migré el marcador de peso molecular de
100 pb para ello 1 yl de marcador, 1 ul del tampon y 4 ul de agua destilada.
El potencial eléctrico empleado fue de 68 V durante 30 min; para todas las
pruebas realizadas.

Secuenciacion del gen ARNr 16S de las bacterias aisladas

Para la secuenciacion se utilizo 20 ul de los productos obtenidos por
amplificacion en la PCR, los cuales fueron colocados en tubos Eppendorf
de 0,2 ml; junto con los cebadores internos forward 518F y reverse 1492R;
luego fueron empacados en hielo seco y enviados a la empresa Macrogen,;

para la secuenciacion de las 2 cadenas de cada producto amplificado.
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Analisis de secuencias de las bacterias aisladas

Obtenidas las secuencias de ADN de cada amplicon, éstas fueron
alineadas con el software libore MEGA 6 y comparadas posteriormente con
las secuencias de ARNr 16S que se encuentra en la base de datos de
acceso publico del GenBank mediante el software libre BLAST
(www.ncbi.mlIn.nih.gov/BLASTY/).

Secuenciacion de ADN metagendémico

Se tomo 20 pl del ADN proveniente de la hemolinfa, asi como de los co-
cultivos; y se enviaron a secuenciar al laboratorio MR DNA, a través de
plataforma de secuenciacion lon Torrent. Los datos obtenidos fueron
cargados en el servidor MG RAST (MetaGenome Rapid Annotation using
Subsystem Technology), version3.2 (Argone National Laboratory http://

metagenomics.anl.gov/metagenomics.cgi?page=Analysis), posteriormente

fueron procesados utilizando los siguientes parametros de configuracion:
la fuente de anotacion (Annotation sources) fue RDP; el maximo valor e
(Max. e-Value Cutoff) de -5; el porcentaje minimo de identidad (Max. e-
Value Cutoff) de 97%, y la longitud de alineamiento (Min. Alignment Length
Cutoff) de 50. (Glass et al. 2010).


http://www.ncbi.mln.nih.gov/BLAST/

4.

RESULTADOS

4.1.

Identificacion de cepas bacterianas aisladas de la hemolinfa,

mediante la secuenciacion de amplicones del gen ARNr 16S.

Mediante el aislamiento, la amplificacion del gen ARNr 16S y la posterior
secuenciacion, se logro obtener secuencias con buen perfil de pureza; las
secuencias al ser alineadas en la base de datos de BLAST mostraron un
porcentaje de identidad entre 99-100% con secuencias de bacterias
depositadas en la base de datos. En langostinos aparentemente sanos se
encontraron varias especies del género Bacillus entre ellas: B. beijingensis,
B. firmus, B. foraminis, B. cereus, ademas de Pseudomonas stutzeri y
Vibrio sinaloensis. En langostinos enfermos se encontraron varias especies
de bacterias del género Vibrio, incluyendo a V. sinaloensis, V. harveyi, V.
tubiashii, V. nigripulchritudo, asi también Pseudomonas hibiscicola,
Aerococcus viridans, Staphylococcus epidermidis, Chryseobacterium sp,
Kocuria sp y B. cereus.

Las especies de V. sinaloensis y B. cereus fueron encontradas tanto en

langostinos sanos como enfermos. Ver Tabla 1.
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Tabla 1. Identificacion de cepas bacterianas aisladas mediante la
amplificacion del gen ARNr 16S, en langostinos sanos y
enfermos

Estado Cdédigo Descripcion Query Ident Accession
cover
2BC Bacillus beijingensis strain ge10 100%  99% NR_117988.1
3BC Pseudomonas stutzeri strain MZ-14 100%  99% KU180436.1
o 5BC Vibrio sinaloensis strain CAIM 636 100%  99% EU043382.1
&)% 9BC Bacillus firmus strain SEP-5 100%  99% KF228909.1
14 BC Bacillus foraminis strain IHBB 9884 100%  100%  KRO085884.1
59BC Bacillus cereus strain NK1 100%  99% KT600324.1
1BC Vibrio sinaloensis strain CAIM 636 100%  99% EU043382.1
7BC Pseudomonas hibiscicola strain S3 100%  100%  KF836437.1
8BC Aerococcus viridans strain CCUG4311. 100% 100%  CP014164.1
10 BC Vibrio harveyi strain ATCC 43516 100% 99% CP014038.1
11BC Staphylococcus epidermidis strain MOLA 100%  96% KM273943.1
1432
o 12BC Vibrio tubiashii ATCC 19109 100% 98% CP009354.1
£ chromosome 1.
% 15BC Chryseobacterium sp. H-6-1 gene for 99% 99% AB164636.1
16S rRNA
17BC Vibrio nigripulchritudo str. SFnl 100%  99% FO203526.1
18BC Acinetobacter pittii NBRC 110505 99% 100% LC014124.1
19BC Kocuria sp. YIM 13062 99% 99% KR610332.1
20 BC Staphylococcus epidermidis strain L3 100%  99% KU212143.1
21BC Bacillus cereus strain NK1 100%  100%  KT600324.1
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Analisis metagenomico de los co-cultivos bacterianos provenientes

de hemolinfa de langostinos sanos y enfermos

Metagendmica de co-cultivo de hemolinfa de langostinos sanos

Los resultados de secuenciacién revelaron que la microbiota bacteriana de
los co-cultivos de langostinos aparentemente sanos, estuvo representada
mayoritariamente por microorganismos del phylum Proteobacteria (64.2%,
seguido del grupo no clasificado derivado de bacterias con aprox. 20.6%;
del phylum Firmicutes con aprox. 14,76%, y en menor porcentaje los phyla
Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, Choroflexi y Verrucomicrobia
(Ver Tabla 2; Graficol).

Tabla 2. Distribucién de phylum a partir del dominio bacteria, de los
co-cultivos de la hemolinfa de langostinos aparentemente

Sanos.
Phylum Csl (%) Cs2 (%) Cs3(%) Promedio (%)
Proteobacteria 71.582 93.216 27.694 64.164
Unclassified (derived from
Bacteria) 0.142 1.126 60.490 20.586
Firmicutes 28.240 5.614 10.439 14.764
Actinobacteria 0.006 0.016 1.318 0.447
Bacteroidetes 0.000 0.000 0.048 0.016
Fusobacteria 0.028 0.005 0.011 0.014
Chloroflexi 0.000 0.023 0.000 0.008

Verrucomicrobia 0.002 0.000 0.000 0.001
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Grafico 1. Distribucion por phylum de las bacterias presentes en los co-
cultivos de langostinos aparentemente sanos.

Asi mismo, se encontraron un total de 64 géneros diferentes dentro de los
co-cultivos de langostinos aparentemente sanos, mostrando mayor
prevalencia el género Vibrio con 63,30% y en menor proporcion el grupo no
clasificado derivado de bacterias con 20,59%, Lysinibacillus con 8,94%,
Bacillus con 2,79%, Anoxibacillus con 1,85%; entre otros en muy bajos

porcentajes (Ver tabla 3, Grafico 2)
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Tabla 3. Distribucion de géneros a partir del dominio bacteria, de los
co-cultivos de la hemolinfa de langostinos aparentemente

Sanos.
Género Csl (%) Cs2 (%) Cs3 (%) Promedio (%)
Vibrio 71.175 93.118 25.610 63.301
Unclassified (derived from Bacteria) 0.142 1.126 60.490 20.586
Lysinibacillus 22.272 4.544 0.011 8.942
Bacillus 5.315 0.838 2.208 2.787
Anoxybacillus 0.475 0.007 5.075 1.852
Staphylococcus 0.002 0.208 1.929 0.713
Unclassified (derived from
Enterobacteriaceae) 0.000 0.000 1.007 0.336
Acinetobacter 0.000 0.000 0.595 0.198
Leifsonia 0.000 0.000 0.332 0.111
Micrococcus 0.000 0.000 0.316 0.105
Lactobacillus 0.004 0.012 0.247 0.087
Otros 0.615 0.147 2.181 0.981
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Grafico 2. Distribucion por género de las bacterias presentes en los
co-cultivos de langostinos aparentemente sanos.
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En el gréfico 3, se observan las curvas de rarefaccion de cada uno de los
metagenomas. La curva correspondiente al metagenoma Cs3 posee mayor
namero de especies. Asi mismo, se puede evidenciar la continuidad de la
curva, lo cual indica que el muestreo no fue suficiente para representar la
totalidad de las especies. Mientras que los metagenomas de Csl y Cs2
mostraron un menor nimero de especies con respecto al Cs3. Respecto a la
diversidad alfa (nimero de especies a nivel local); el metagenoma Cs1 mostro
gue a pesar de poseer menor numero de especies fue el que presenté mayor
diversidad (6,75) como se observa en la curva de rarefaccion. En tanto, la
muestra Cs3 mostro un valor ligeramente menor diversidad alfa de Cs2, debido
a gue la mayoria de especies se encuentran en el grupo no clasificado

(unclassified- derived from Bacteria)
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Grafico 3. Curva de rarefaccion de los co-cultivos bacterianos de la hemolinfa
de langostinos sanos.
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Metagendmica de co-cultivos de hemolinfa de langostinos enfermos

En la secuenciacion de los co-cultivos bacterianos a partir de langostinos
enfermos se observé mayor porcentaje de microorganismos pertenecientes
al phylum Proteobacterias con aprox. 95,80%, y en porcentajes muy
inferiores el phylum Firmicutes con 2,50%, unclassified (derived from
Bacteria) con 1,68%, asi también los phyla Actinobacteria, Bacteroidetes,
Fusobacteria en porcentajes por debajo a los antes mencionados. Ver tabla

y grafico 4.

Tabla 4. Distribucién por phylum a partir del dominio bacteria, de los
co-cultivos de la hemolinfa de langostinos enfermos

Promedio
Phylum Cel (%) Ce2 (%) (%)
Proteobacteria 93.300 98.305 95.802
Firmicutes 3.636 1.363 2.500
Unclassified (derived from Bacteria) 3.034 0.319 1.677
Bacteroidetes 0.022 0.000 0.011
Actinobacteria 0.000 0.012 0.006

Fusobacteria 0.007 0.000 0.004
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Grafico 4. Distribucion por phylum de las bacterias presentes en
los co-cultivos de langostinos enfermos

Asi mismo, se encontraron 25 géneros diferentes, siendo el mas
predominante Vibrio con el 88,96%, y en porcentajes menores los géneros
Listonella con 5,82%, Lysinibacillus con 2,15%, no clasificados derivados

de bacterias con 1,68%, entre otros géneros. Ver tabla y grafico 5.

Tabla 5. Distribucion de géneros a partir del dominio bacteria, de los co-
cultivos de la hemolinfa de langostinos enfermos.

Promedio
Género Cel (%) Ce2 (%) (%)
Vibrio 92.543 85.377 88.960
Listonella 0.000 11.633 5.817
Lysinibacillus 3.622 0.672 2.147
Unclassified (derived from Bacteria) 3.034 0.319 1.677
Unclassified (derived from
Gammaproteobacteria) 0.007 1.258 0.633
Staphylococcus 0.000 0.663 0.332
Aliivibrio 0.360 0.000 0.180
Citrobacter 0.264 0.000 0.132
Klebsiella 0.081 0.000 0.040
Unclassified (derived from
Alteromonadaceae) 0.029 0.015 0.022
Bacillus 0.015 0.012 0.014

Otros 0.044 0.050 0.047
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Grafico 5. Distribucidn por género de las bacterias presentes en
los co-cultivos de langostinos enfermos

El grafico 6, muestra las curvas de rarefaccion de los co-cultivos a partir de la

hemolinfa de langostinos enfermos. Los resultados obtenidos fueron muy

similares; presentando el metagenoma correspondiente a la muestra Ce2,

ligeramente mayor nimero de especies en comparacion de Cel; ademas de una
ligera mayor diversidad (Cel=6,75; Ce2= 5,86)
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Grafico 6. Curva de rarefaccion de los co-cultivos bacterianos de la
hemolinfa de langostinos sanos.

Anadlisis metagendémico de hemolinfa de langostinos sanos vy

enfermos

En la mezcla de hemolinfa de langostinos aparentemente sanos (Ds)
predominé el phylum Firmicutes con el 43,21%, seguido de Actinobacteria
con el 36,10%, Proteobacteria con el 11,78%; los no clasificados (derivados
de bacterias) con 8,36%; y en menores porcentajes los phyla Synergistetes
(0.55%) y Bacteroidetes (0,01%). Mientras que en la mezcla de hemolinfa
de langostinos enfermos (De) predomino el grupo de los no clasificados
(derivados de bacterias) con el 40,41%; seguido del phylum Firmicutes con
el 35,40%, Proteobacteria con el 19,97%; Actinobacteria con el 4,16% y en
menores porcentajes los phyla Bacteroidetes (0,04%) y Cyanobacteria
(0,02). Ver tabla 6 y grafico 7.
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Tabla 6. Distribucién de phylum de la mezcla de hemolinfa de langostinos
aparentemente sanos (Ds) y enfermos (De).

Phylum Ds (%) De (%)
Firmicutes 43.206 35.397
Lénclas§ified (derived from 8.356 40.409
acteria)
Actinobacteria 36.100 4.164
Proteobacteria 11.782 19.974
Synergistetes 0.550 0.000
Bacteroidetes 0.006 0.037
Cyanobacteria 0.000 0.018
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Grafico 7. Distribucion por phylum, de las bacterias presentes en
la mezcla de hemolinfa de langostinos aparentemente sanos
(Ds) y enfermos (De).
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Asi mismo, en langostinos aparentemente sanos se encontraron 30
géneros diferentes, entre los que destacan: Staphylococcus (39,47%),
Corynebacterium (34,56%), no clasificados derivados de bacterias (8,36%),
Acinetobacter (4,27%), entre otros. Mientras que en langostinos enfermos
se encontraron 29 géneros diferentes destacando: el grupo no clasificado
derivado de bacterias (40,41%), Atopostipes (21,67%), Pseudomonas
(8,81%), Enterococcus (8,22%), Brachymonas (6,36%), entre otras. Ver
tabla 7 y grafico 8.

Tabla 7. Distribucién de género de la mezcla de hemolinfa de langostinos
aparentemente sanos (Ds) y enfermos (De).

Género Ds (%) De (%)
unclassified (derived from Bacteria) 8.356 40.409
Staphylococcus 39.468 0.000
Corynebacterium 34.560 3.612
Atopostipes 0.006 21.669
Pseudomonas 2.008 8.808
Enterococcus 0.000 8.218
Brachymonas 0.000 6.357
Acinetobacter 4.265 0.000
Veillonella 0.284 3.501
Bradyrhizobium 0.006 3.206
Halomonas 2.541 0.000
Bacillus 2.083 0.000
Thermoanaerobacterium 0.000 1.990
Mycobacterium 1.516 0.000
Vibrio 1.458 0.000

Otros 3.449 2.230
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En el grafico 9, se observa que el metagenoma de la mezcla de la hemolinfa
de langostinos aparentemente sanos (Ds) presenta mayor numero de
especies, en comparacion con el metagenoma encontrado en la mezcla de
la hemolinfa de langostinos enfermos (De); Asi mismo Ds contiene mayor
diversidad especies (10, 28) que De (7,51), debido a que éste ultimo

presenta un mayor numero de especies no clasificadas.
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5. DISCUSION
Gopal et al., (2005) y Lighner, (1977) reportaron que la hemolinfa de langostinos

sanos es completamente estéril y que la presencia de bacterias en la hemolinfa
es un indicativo de septicemia. Sin embargo, Gomez et al. (1998) demostraron
la presencia de bacterias en la hemolinfa de langostinos L. vannamei sanos,
encontrando entre ellas especies de Vibrios. Ademas, en dicha investigacion,
estos autores reportaron la presencia de bacterias en la hemolinfa P. monodon
sanos, donde mas del 50% corresponderia a Vibrio spp., y el restante a

Pseudomonas spp. y Aeromonas spp.

Adicionalemnte, Wang et al. (2014), en una investigacion realizada sobre el
camarén Kuruma Marsopenaeus japonicus, reportaron especies de vibrios y
otras bacterias en su mayoria Gram negativas, incluyendo Pseudoalteromonas
spp., Shewanella spp., Alteromonas spp., Marinomonas spp., Tenacibaculum
spp., Psychromonas spp., Neptumonas spp., Enterobacter spp., y Shewanella
spp., mientras tanto Scott y Thune (1986) encontraron que la hemolinfa de
crustaceos Procambarus clarkii sanos acogié varias cepas de bacterias Gram
positivas, incluyendo a Bacillus y Corynebacterium, ademéas de Aeromonas y
Vibrio. Es por ello que Alburqueque-costa, Lima-Araujo and Dos Ferrnandes-
Vieira (2013) sugieren que la hemolinfa de peneidos puede ser colonizada por
especies de Vibrios sin necesidad de poner en riesgo la salud del animal.

Estas investigaciones se realizaron basandose en métodos dependientes del
cultivo. Sin embargo, bajo las técnicas de aislamiento y caracterizacion
molecular, se logré aislar cepas de Bacillus beijingensis, Pseudomonas stutzeri,
Vibrio sinaloensis, Bacillus firmus, Bacillus foraminis y Bacillus cereus en

animales aparentemente sanos.

Sorokulova et al. (2009), Chang et al. (2002) reportaron cepas de B. cereus, con
capacidad quitinasa antifingica; asi mismo Jianguang et al. (2014);
NavinChandran et al. (2014), mencionan que dichas cepas poseen capacidad
antagobnica contra patdgenos del langostino, ademéas de la produccion de

enzimas extracelulares; como suplemento alimenticio ha demostrado ser
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eficiente en la estimulacién del crecimiento e inmunidad en el langostino
(Terhune, J., M. Liles, and J. Kloepper, 2015). Asi mismo, Baskar and Kannan
(2009), demostraron que ademas poseen efecto probiotico in vivo, reduciendo la
mortalidad de post-larvas de P. monodon infectados con vibrios patégenos.
Cepas de B. firmus, han sido reportadas con actividad antibacteriana (Setyati et
al., 2014) y ademas como probidtico (Nimrat and Vuthiphandchai, 2011); ademas
cepas de B. foraminis han mostrado poseer actividad antagdnica contra
Streptococcus iniae y Photobacterium damselae subsp. piscicida en co-cultivo in
vitro en ensayos de exclusion competitiva (Guo et al., 2009). Asi mismo, estas
cepas bacterianas han sido utilizadas en la elaboracion de compuestos para el
tratamiento y prevencion de infecciones en animales acuaticos (Terhune, Liles
and Kloepper, 2015).

En el presente trabajo, ademas se logro aislar Vibrio sinaloensis, reportado como
potencial patdégeno a nivel de laboratorio y de cultivo (Suarez, 2008); aislado
también del intestino y hepatopancreas de L. vannamei (Flores-Miranda et al.,
2012., reportado ademas en L. stylirostris (Buller 2014) y en el pez Lutjanus
guttatus (Gomez-Gil et al., 2008).

Cepas de Pseudomonas stutzeri, han sido halladas en ecosistemas terrestres y
marinos; consideradas importantes para la degradacion de compuestos como el
naftaleno (Bosch, et al. 1999), oxidacién de sulfuros (RubY, Wirsen and
Jannasch,1981) y desnitrificacion de suelos (Kariminiaae-Hamedaani, Kanda,
and Kato, 2004; Diep et al. 2009); ademas ayuda a disminuir altos niveles de
amonio en los sistemas de crianza larval de peces y langostinos (Deng et al.,
2014, Kariminiaae Hamedaani et al., 2004; Diep et al. 2009), por lo que es
sugerido como un candidato potencial para mejorar la calidad de agua y la
estructura de la comunidad microbiana en sistemas acuicolas (Deng et al. 2014);
Asi mismo, ha mostrado ser fuente potencial para la produccién de sustancias

bioactivas como los antibidtico (Uzair et al., 2008; Isnansetyo and Kamei, 2009).

Esta investigacion pone en manifiesto otras comunidades bacterianas en la

hemolinfa de animales aparentemente sanos, diferentes a las reportadas en
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otras investigaciones, pudiendo deberse a que forman parte de la comunidad
autéctona de la hemolinfa o bien que estas bacterias ingresaron a ella por otras

vias.

Por otro lado, en los animales enfermos se aislaron diferentes bacterias del
género Vibrio: Vibrio sinaloensis, Vibrio harveyi, Vibrio tubiashii, y Vibrio
nigripulchritudo, entre otras especies: Pseudomonas hibiscicola, Aerococcus
viridans, Staphylococcus epidermidis, Chryseobacterium sp, Acinetobacter pittii,
Kocuria sp. y Bacillus cereus. V. harveyi, V. nigripulchritudo y V. sinaloensis,
reportados como patdégenos potenciales en el cultivo de langostino (Uma et al.,
2008; Zhou J. et al .2012); V. tubiashii aislado a partir de moluscos marinos
enfermos Crassostrea virginica, C. gigas y Ostrea edulis (Farmen and Hickman-
Brenner, 2006; Macian 2000) y como patégeno en el cultivo de Marsopenaeus
japonicus (Bower, McGladdery and Price, 1994).

Bacillus cereus, usado comunmente como probidtico en sistemas acuicolas
(Navinchandran et al. 2014, Nimrat and Vuthiphandchai 2011, Li et al., 2015);
Pseudomona hibiscicola, ha sido aislada de ambientes marinos (Cui et al., 2015)
y estuarinos co-existiendo con comunidades de dinoflagelados (Alavi et al.,
2001).

Aerococcus viridans, aislado a partir de la hemolinfa de Homarus lobster
(Lavallée et al., 2001) y considerado como agente causal de la enfermedad de
Gaffkemia (Treece and Fox, 1999). También ha sido reportado en poblaciones
naturales de cangrejos Cancer irroratus y Cancer borealis a partir de aguas

costeras marinas (Gallagher et al.,1979).

Staphylococcus epidermidis; reportado como patégeno en organismos acuaticos
(Gil et al., 2000; Kubilay and Ulukoy, 2004; Kusuda y Sigiyama, 1981); aislado
también del intestino del langostino estuarino Penaeus indicus (Esakkiraj et al.,
2010).

Chryseobacterium sp. aislado a partir de los apéndices toraxicos del camardn

duende Branchinella thailandensis enfermos (Purivirojkul 2013) y considerado
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como patdgenos potenciales para animales acuaticos (Sevellec et al. 2014;
Bernardet, et al. 2005; Bernandet et al. 2006; Zamora et al. 2012; Pridgeon,
Klesius and Garcia 2013)

Kocuria sp, utilizada como probiotico en el cultivo de trucha arcoiris y con
capacidad antagdnica contra Vibrio anguillarum (Pérez-Sanchez et al., 2014;
Sharifuzzaman and Austin B. and Austin D. 2012).

En lo que respecta a los co-cultivos bacterianos de la hemolinfa y haciendo uso
de técnicas de secuenciacion del ADN, se determind que sobre los co-cultivos
bacterianos de la hemolinfa de animales aparentemente sanos, predominé el
género Vibrio con el 63,30%, seguido del grupo no clasificados derivados de
bacteria con el 20,59%, lysinibacillus con 8,94%, Bacillus con el 2,79% entre
otras especies en menor porcentaje. Entre las especies de Lysinibacillus se han
reportado cepas con potencial antifungico (Kumar et al., 2012) y antibacteriano
en vegetales (Yong et al., 2015, Ahmad et al., 2014).

Mientras que en los co-cultivos de animales enfermos, el porcentaje de Vibrio fue
mayor con un porcentaje de 88,96%, seguido de Listonella con el 5,82%,
lysinibacillus con 2,15%, y otros géneros en menores porcentajes. Los dos
primeros géneros estan implicados como patégenos de camarones peneidos y
peces (Austin B. and Austin D. 2012; Buller, 2014).

Una vision diferente se pudo encontrar en la metagendmica directa, en donde la
microbiota de la hemolinfa de animales aparentemente sanos estuvo constituida
por Staphylococcus con el 39,47%, Corynebacterium con el 34,56%,
Acinetobacter con el 4,27%, Bacillus con el 2,08%, entre otros géneros en
menores porcentajes. Varias especies de Staphylococcus entre ellas: S. aureus,
S. epidermis y S. warneri han sido aisladas a partir de peces enfermos (Austin
B. and Austin D. 2012). Especies de Corynebacterium constituyen parte de la
poblacion bacteriana de camarones (Ranijit, 2000) y también han sido aisladas a
partir de estanques de langostinos durante el periodo inicial del cultivo de L.
vananmei (Zongli and Kai, 2011)
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En la metagendémica directa, los langostinos que mostraron signos de
enfermedad se encontraron gran cantidad de microorganismos no clasificados
derivados de bacterias con el 41%, Atopostipes con el 21,67%, Pseudomonas
con el 8,81%, Enterococcus con el 8,22%, Brachymonas con el 6,36%, entre
otros géneros en menores porcentajes. Brachymonas han sido encontradas en

los efluentes acuicolas (Tsukuda et al. 2015).

Al parecer la patogenicidad de los animales muestreados no solo puede ser
atribuida a especies del género Vibrio, sino también a otros tipos de bacterias
gue pueden estar consideradas dentro del grupo de los no clasificados derivados
de bacterias; sin embargo, existen unas bacterias que son mas cultivables que
otras debido a que los medios de cultivos cumplen con sus exigencias
nutricionales, favoreciendo asi su proliferacion y modificando la estructura real
de la microbiota. Al parecer en este caso destacarian las especies del género
Vibrio las cuales a nivel de cultivo y co-cultivo proliferan en mas del 60%, sin

embargo, a nivel de metagendémica este porcentaje se ve muy reducido.

Cabe indicar que no todas las muestras de hemolinfa condujeron a obtener un
crecimiento bacteriano a nivel de co-cultivos, lo cual también ha sido reportado
por Wang X. y Wang J. (2015), quienes indicaron que la colonizaciéon de la

microbiota en la hemolinfa no es un evento ubicuo.

Estos resultados de metagendmica conducirian a tener la respuesta del por qué
el uso de ciertas sustancias antimicrobianas en los sistemas de crianza de
langostino no ha sido efectivo para la eliminacion de ciertos patégenos; quiza se

estaba tratando de eliminar a un patégeno mal identificado.

Asi mismo, del por qué la adicion de ciertos probidticos comerciales no ha tenido
la eficacia deseada; pudiendo ser que realmente no tenian el poder de inhibicion
de las bacterias o el poder de mejorar el sistema de crianza. En el presente
trabajo, también se investigd este hecho, evaluando probioticos comerciales

(datos no mostrados) a traves de ensayos direccionados a la deteccion de genes
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antimicrobianos; pero los ensayos in vitro e in vivo demostraron que no eran

realmente efectivos.

Por lo tanto, estos resultados confirman lo manifestado por Wang X. y Wang J.
(2015), quienes indican que la hemolinfa de ciertos crustaceos aparentemente
sanos no siempre es estéril, y que posee una microbiota endémica. En
concordancia con lo manifestado con Gémez et al. (1998); estos autores también
reportan que la hemolinfa de animales aparentemente sanos posee una baja
carga bacteriana, representada comunmente por especies del género Vibrio. Sin
embargo, en esta investigacion también se pudo determinar la presencia de otros

géneros bacterianos presentes en mayor porcentaje.

Ademas, se corroboré que dicha estructura es modificada cuando los animales
enfrentan un cuadro de enfermedad y/o estrés, apareciendo nuevas especies y
sustituyendo algunos géneros presentes en animales aparentemente sanos;

pudiendo ser estos los causantes de las patologias.

Es asi que la metagendmica se perfila como una de las herramientas mas
innovadoras para conocer la estructura de la microbiota, y las variaciones que
ocurren en esta frente a una situacion adversa (estrés) ya que mostré con mayor
detalle la composicion de los microorganismos presentes en la hemolinfa, tanto

a nivel cualitativo como cuantitativo.



6. CONCLUSIONES

Se determind en este estudio que la hemolinfa de langostino L. vannamei
aparentemente sanos, no siempre es estéril, y puede ser albergada por una
microbiota bacteriana compuesta por microorganismos de diversos géneros,

no limitandose Unicamente a especies del género Vibrio.

Se determind que los medios de cultivo (cultivos aislados y co-cultivo)
favorecen a la proliferacion de ciertos géneros bacterianos destacando entre
ellos a bacterias del género Vibrio, es por ello que al realizar el andlisis
microbiolégico tradicional es el género que mas predomina debido
posiblemente a que asimila mas rapido los nutrientes lo que conlleva a una

rapida multiplicacion.

Se determind a nivel metagendmico la posible estructura de la microbiota
autéctona en la hemolinfa del langostino sanos y enfermos, como anélisis
previos (de un determinado entorno), para valorizar a la técnica de
metagenOmica como herramienta en la caracterizacibon de nuevos
microorganismos que hasta hoy no se han reportado en la hemolinfa del

langostino.



7. RECOMENDACIONES

Enriquecer los medios de cultivos con diferentes fuentes nutricionales, para
conocer una mayor diversidad bacteriana, ya que las exigencias de desarrollo
bacteriano varian de una especie a otra, y de esta manera poder aislar una

mayor cantidad de microorganismos presentes en la hemolinfa.

Repetir las pruebas de metagendmica directa de la hemolinfa de animales
sanos, con muchos mas ejemplares de manera individual para conocer
fehacientemente la estructura microbiana y asi poder determinar a los

microorganismos predominantes en la microbiota de la hemolinfa.

Realizar infecciones experimentales de los mismos individuos, para conocer
las variaciones que puede sufrir la estructura microbiana, en presencia de
bacterias potencialmente patdégenas mediante analisis metagendémicos y asi
poder determinar si estas especies influyen en el desarrollo de una

septicemia.
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9 ANEXOS

Tincién Gram

Con ayuda de un asa de platino, tomar una alicuota del cultivo bacteriano
suspendido en medio liquido, y colocarla sobre una lamina porta objetos.

Realizar el extendido de la muestra sobre la lAmina mediante movimientos
giratorios.

Dejar secar a temperatura ambiente y flamear al mechero (fijacion)

Tefiir con cristal violeta, esperar 1 min y enjuagar con agua (no directamente
sobre la muestra)

Agreg0 lugol y esperar 1 minuto y enjuagar con agua

Agregar alcohol acetona, esperar 15 minutos y enjuagar con agua. (Las
bacterias Gram negativas se decoloran y las positivas no)

Enjuagar con agua

Agregar safranina, esperar 30 segundos; enjuagar y dejar secar a
temperatura ambiente (tincion de contraste).

Observar al microscopio optico con el objetivo de 100X, utilizando aceite de
inmersion.

Preparacion de soluciones

PBS 1X

-137mM de Cloruro de Sodio (NaCl,).

- 2.7mM de Cloruro de Potasio (KCI).

- 10mM de Fosfato de Sodio Di basico (Na,HPO,).

- 1.8mM de Fosfato de Potasio Di hidrogenado (KH,PO,).

Ajustar a pH 7.4

Esterilizar en autoclave


https://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
https://es.wikipedia.org/wiki/Acetona

e TE1X
-10 mM Tris-HCL (pH 8.0)
-1mM EDTA (pH 8.0)

Esterilizar en autoclave

e SET
- 20% de sucrosa
-50mM Tris-HCI (pH 8)
-50 mM EDTA)
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Tabla 8. Distribucion por phylum de los bacterias presentes en los co-cultivo a partir de la
hemolinfa de langostinos aparentemente sanos, utilizando el servidor MG RAST

Phylum 4669176.3 4669180.3
(Cs1) % (Cs2) % 4669187.3(Cs3) %
Actinobacteria 3 0.01 7 0.02 246 1.32
Bacteroidetes 0 0.00 0 0.00 9 0.05
Chloroflexi 0 0.00 10 0.02 0.00
Firmicutes 14097 28.24 2398 5.61 1948 10.44
Fusobacteria 14 0.03 2 0.00 2 0.01
Proteobacteria 35733 71.58 39820 93.22 5168 27.69
unclassified (derived from
Bacteria) 71 0.14 481 1.13 11288 60.49
Verrucomicrobia 1 0.00 0 0.00 0 0.00
49919 100 42718 100 18661 100

Tabla 9. Distribucion por género de los bacterias presentes en los co-cultivo a partir de la
hemolinfa de langostinos aparentemente sanos, utilizando el servidor MG RAST

4669176.3 4669180.3
Genus (Cs1) % (Cs2) % 4669187.3(Cs3) %
Vibrio 35530 71.175 39779 93.118 4779 25.610
unclassified (derived
from Bacteria) 71 0.142 481 1.126 11288 60.490
Lysinibacillus 11118 22.272 1941 4,544 2 0.011
Bacillus 2653 5.315 358 0.838 412 2.208
Anoxybacillus 237 0.475 3 0.007 947 5.075
Staphylococcus 1 0.002 89 0.208 360 1.929
unclassified (derived
from
Enterobacteriaceae) 0 0.000 0 0.000 188 1.007
Acinetobacter 0 0.000 0 0.000 111 0.595
Leifsonia 0 0.000 0 0.000 62 0.332
Micrococcus 0 0.000 0 0.000 59 0.316
Lactobacillus 2 0.004 5 0.012 46 0.247
Mycobacterium 0 0.000 7 0.016 42 0.225
Pseudomonas 0 0.000 1 0.002 42 0.225
Proteus 84 0.168 21 0.049 0 0.000



Clostridium
Streptococcus
Corynebacterium
Listonella
Alkalibacterium
Cupriavidus
Aerococcus
Dietzia
Geobacillus
Trichococcus
Enterococcus

unclassified (derived

from

Gammaproteobacteria)

Photobacterium
Sporosarcina
Turicella
llyobacter
Rothia
Ureibacillus
Shewanella

Brevibacterium
Candidatus
Amoebophilus

Megamonas

Thermomicrobium

Nocardioides
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from

Alphaproteobacteria)

Actinomadura
Aeribacillus
Paenibacillus
Cytophaga
Klebsiella
Planomicrobium
Virgibacillus
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Eubacterium
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0.054
0.000
0.048
0.011
0.043
0.038
0.027
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0.005
0.005
0.005
0.005
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unclassified (derived
from
Peptostreptococcaceae)
unclassified (derived
from
Alteromonadaceae)

Leuconostoc
Salinivibrio
Chthoniobacter
Desulfitobacterium
Erwinia

Frankia
Geobacillus
Methylobacterium
Viridibacillus

Total
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0.005

0.000
0.000
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0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
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Tabla 10. Distribucion por phylum de los bacterias presentes en los co-cultivo a partir de la
hemolinfa de langostinos enfermos, utilizando el servidor MG RAST

Phylum

4669178.3 (Cel) %

4669184.3 (Ce2)

%

Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria

unclassified (derived from Bacteria)

0
3
495

12700
413
13612

0.000
0.022
3.636
0.007
93.300
3.034
100

4
0
440

31723
103
32270

0.012
0.000
1.363
0.000
98.305
0.319
100
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Tabla 11. Distribucién por género de los bacterias presentes en los co-cultivo a partir de
la hemolinfa de langostinos aparentemente sanos, utilizando el servidor MG RAST

genus 4669178.3 (Cel) % 4669184.3 (Ce2) %
Vibrio 12597 92.543 27551 85.377
Listonella 0 0.000 3754 11.633
Lysinibacillus 493 3.622 217 0.672
unclassified (derived from

Bacteria) 413 3.034 103 0.319
unclassified (derived from

Gammaproteobacteria) 1 0.007 406 1.258
Staphylococcus 0 0.000 214 0.663
Aliivibrio 49 0.360 0 0.000
Citrobacter 36 0.264 0 0.000
Klebsiella 11 0.081 0 0.000
unclassified (derived from

Alteromonadaceae) 4 0.029 5 0.015
Bacillus 2 0.015 4 0.012
Microbacterium 0 0.000 4 0.012
Photobacterium 1 0.007 1 0.003
Veillonella 0 0.000 3 0.009
Cytophaga 1 0.007 0 0.000
Flavobacterium 1 0.007 0 0.000
Gramella 1 0.007 0 0.000
Ilyobacter 1 0.007 0 0.000
Marinobacterium 1 0.007 0 0.000
Acinetobacter 0 0.000 2 0.006
Microbulbifer 0 0.000 2 0.006
Marinobacterium 0 0.000 1 0.003
Salmonella 0 0.000 1 0.003
Vagococcus 0 0.000 1 0.003
Weissella 0 0.000 1 0.003

Total 13612 100 32270 100
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Tabla 12. Distribucion por phylum de los bacterias presentes en la mezcla a partir de la
hemolinfa de langostinos aparentemente sanos, utilizando el servidor MG RAST

Phylum 4680186.3 (De) % 4680191.3 (Ds) %
Actinobacteria 226 4.164 6238 36.100
Bacteroidetes 2 0.037 1 0.006
Cyanobacteria 1 0.018 0 0.000
Firmicutes 1921 35.397 7466 43.206
Proteobacteria 1084 19.974 2036 11.782
Synergistetes 0 0.000 95 0.550
unclassified (derived

from Bacteria) 2193 40.409 1444 8.356
Total 5427 100 17280 100

Tabla 13. Distribucion por género de las bacterias presentes en la mezcla a partir de la
hemolinfa de langostinos aparentemente sanos y enfermos, utilizando el servidor MG
RAST

Genus 4680191.3 (Ds) % 4680186.3 (De) %
unclassified (derived from

Bacteria) 1444 8.356 2193 40.409
Staphylococcus 6820 39.468 0 0.000
Corynebacterium 5972 34.560 196 3.612
Atopostipes 1 0.006 1176 21.669
Pseudomonas 347 2.008 478 8.808
Enterococcus 0 0.000 446 8.218
Brachymonas 0 0.000 345 6.357
Acinetobacter 737 4.265 0 0.000
Veillonella 49 0.284 190 3.501
Bradyrhizobium 1 0.006 174 3.206
Halomonas 439 2.541 0 0.000
Bacillus 360 2.083 0 0.000
Thermoanaerobacterium 0 0.000 108 1.990
Mycobacterium 262 1.516 0 0.000
Vibrio 252 1.458 0 0.000
Finegoldia 171 0.990 0 0.000
unclassified (derived from

Betaproteobacteria) 2 0.012 32 0.590

unclassified (derived from
Synergistetes) 95 0.550 0 0.000



Propionibacterium
Rhodopseudomonas
Aeribacillus
Sphaerotilus
Pantoea

unclassified (derived from
Gammaproteobacteria)
Proteus

Acidovorax
Providencia
Salmonella
Comamonas
unclassified (derived from
Enterobacteriaceae)
Rhodococcus
Escherichia
Cytophaga
Alicycliphilus
Anoxybacillus
Flavobacterium
Gordonia
Nitrosospira
Nodularia
Pseudoalteromonas
Thiomonas
Variovorax
Arthrobacter
Bifidobacterium
Burkholderia

Dietzia
Exiguobacterium
Methylophilus
Tolumonas
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0.479
0.000
0.000
0.000
0.332

0.018
0.000
0.203
0.000
0.184
0.074

0.074
0.055
0.037
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.018
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
100




71

Tabla 14. Distribucién por especie de las bacterias presentes en la mezcla a partir de la hemolinfa de langostinos
aparentemente sanos y enfermos, utilizando el servidor MG RAST

avg avg % avgalign #
metagenome source domain phylum Genus species abundance eValue ident len hits
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Acinetobacter Acinetobacter baumannii 1 -25 100 58 1
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Acinetobacter Acinetobacter johnsonii 719 -145 98.92 277 1
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Acinetobacter Acinetobacter junii 13 -122 100 222 1
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Acinetobacter Acinetobacter radioresistens 1 -31 100 67 1
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Acinetobacter Acinetobacter sp. 3 -120 100 218 1
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Aeribacillus Aeribacillus pallidus 64 -30 100 65 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Arthrobacter Arthrobacter oxydans 1 -120 100 218 1
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Atopostipes Atopostipes suicloacalis 1 -62 100 121 1
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Bacillus Bacillus clausii 128 -30 100 66 1
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Bacillus Bacillus horikoshii 1 -110 99.52 207 1
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Bacillus Bacillus megaterium 1 -78 100 147 1
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Bacillus Bacillus psychrosaccharolyticus 1 -43 100 89 1
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Bacillus Bacillus smithii 229 -29 100 64 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Bifidobacterium Bifidobacterium catenulatum 1 -154 100 274 1
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Burkholderia Burkholderia andropogonis 1 -27 100 61 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium amycolatum 8 -62.5 99.73 121.25 3
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium cystitidis 2 -21.5 100 51.5 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium freneyi 4 -118 99.53 215 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium massiliense 1 -24 100 55 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium propinquum 54 -37.26 100 78.06 1
Corynebacterium
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium pseudogenitalium 228 -51.83 99.08 107.67 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium sp. 5432 -96.13 99.97 178.84 1
4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium sundsvallense 195 -21 100 50 1
Corynebacterium

4680191.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium tuberculostearicum 48 -64.48 99.88 124.28 1
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Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria
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Bacteroidetes
Actinobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes

Cytophaga
Dietzia
Exiguobacterium
Finegoldia
Halomonas
Halomonas
Methylophilus
Mycobacterium
Mycobacterium
Mycobacterium

Mycobacterium
Propionibacterium
Proteus
Providencia
Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas
Rhodopseudomonas
Sphaerotilus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus
Staphylococcus

Cytophaga sp.
Dietzia maris
Exiguobacterium sibiricum
Finegoldia magna
Halomonas aquamarina
Halomonas cupida
Methylophilus sp. Ship
Mycobacterium angelicum
Mycobacterium intracellulare
Mycobacterium leprae
Mycobacterium
madagascariense
Propionibacterium acnes
Proteus vulgaris
Providencia rettgeri
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas sp. LBUM636
Pseudomonas thivervalensis
Rhodopseudomonas palustris
Sphaerotilus natans
Staphylococcus aureus
Staphylococcus caprae
Staphylococcus cohnii
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus hominis
Staphylococcus microti
Staphylococcus nepalensis
Staphylococcus pasteuri
Staphylococcus warneri

1 -21
1 -50
1 -77
171 -91.26
292 -106
147 -43
1 -138
1 -158
259 -25
1 -66
-27
1 -117
43 -148.7
34 -158
109 -120.22
28 -52
207 -155
3 -36
77 -103.55
59 -111
10 -66.81
2 -109
4174 -32.06
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4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Staphylococcus Staphylococcus xylosus 2 -59 99 121.5
unclassified (derived
4680191.3 RDP  Bacteria Synergistetes from Synergistetes) Synergistetes bacterium SGP1 95 -24 100 56
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Tolumonas Tolumonas auensis 1 -78 99.33 149
unclassified
(derived from  unclassified (derived
4680191.3 RDP  Bacteria Bacteria) from Bacteria) uncultured bacterium 1444 -116.79 98.81 222
unclassified (derived
from uncultured beta
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Betaproteobacteria) proteobacterium 2 -35.5 100 75.5
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Bradyrhizobium uncultured Bradyrhizobium sp. 1 -29 100 64
unclassified (derived
from uncultured gamma
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria) proteobacterium 42 -104.31 98.43 205.5
4680191.3 RDP  Bacteria Firmicutes Veillonella Veillonella dispar 49 -35 100 74
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Vibrio Vibrio alginolyticus 2 -99 99.78 183.5
4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Vibrio Vibrio harveyi 249 -121.81 97.92 239.66

4680191.3 RDP  Bacteria Proteobacteria Vibrio Vibrio parahaemolyticus 1 -51 100 101

= N

= NN R NN
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Tabla 15. Distribucion por especie de las bacterias presentes en la mezcla a partir de la hemolinfa de langostinos enfermos, utilizando
el servidor MG RAST

avg
avg avg % align #

Metagenome source domain phylum Genus species abundance eValue ident len hits
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Acidovorax Acidovorax sp. 2FB7 11 -31 100 67 1
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Alicycliphilus Alicycliphilus sp. R-24604 1 -127 98.02 252 1
4680186.3 RDP Bacteria Firmicutes Anoxybacillus Anoxybacillus sp. HT8 1 -148 99.27 275 1
4680186.3 RDP Bacteria Firmicutes Atopostipes Atopostipes suicloacalis 1176  -29.7 100 65.48 1

unclassified
(derived from unclassified (derived
4680186.3 RDP Bacteria Bacteria) from Bacteria) bacterium rM11 2 -82 99.7 154 1
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Brachymonas Brachymonas denitrificans 345 -68 100 130 1
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Bradyrhizobium Bradyrhizobium elkanii 79 -57 100 111 1
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Bradyrhizobium Bradyrhizobium liaoningense 95 -160 100 285 1
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Comamonas Comamonas aquatica 4 -53.75 99.85 107.5 2
4680186.3 RDP Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium cystitidis 179 -40 100 83 1
4680186.3 RDP  Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium macginleyi 14  -122 99.56 226 1
4680186.3 RDP Bacteria Actinobacteria Corynebacterium Corynebacterium sp. 2 -54 100 107 1
Corynebacterium
4680186.3 RDP Bacteria Actinobacteria Corynebacterium tuberculostearicum 1 -21 100 50 1
4680186.3 RDP Bacteria Bacteroidetes Cytophaga Cytophaga sp. 1 -135 99.2 250 1
4680186.3 RDP Bacteria Firmicutes Enterococcus Enterococcus cecorum 438 -36.46 100 76.43 2
4680186.3 RDP Bacteria Firmicutes Enterococcus Enterococcus columbae 1 -23 100 54 1
4680186.3 RDP Bacteria Firmicutes Enterococcus Enterococcus faecalis 6 -235 100 54.83 1
4680186.3 RDP Bacteria Firmicutes Enterococcus Enterococcus faecium 1 -21 100 50 1
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Escherichia Escherichia coli 2 -70 99.26 135 1
Flavobacterium

4680186.3 RDP Bacteria Bacteroidetes Flavobacterium branchiophilum 1 -20 100 50 1
4680186.3 RDP Bacteria Actinobacteria Gordonia Gordonia sputi 1 -38 100 79 1
4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Nitrosospira Nitrosospira sp. Nsp57 -80 99.34 152




4680186.3
4680186.3

4680186.3
4680186.3
4680186.3
4680186.3

4680186.3

4680186.3

4680186.3
4680186.3
4680186.3

4680186.3
4680186.3

4680186.3
4680186.3

4680186.3

4680186.3

4680186.3

4680186.3

RDP
RDP

RDP
RDP
RDP
RDP

RDP

RDP

RDP
RDP
RDP

RDP
RDP

RDP
RDP

RDP

RDP

RDP

RDP

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria
Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria
Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria
Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Bacteria

Cyanobacteria
Proteobacteria

Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
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Firmicutes
Proteobacteria
unclassified

(derived from
Bacteria)
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Proteobacteria

Proteobacteria

Nodularia
Pantoea

Pantoea
Pantoea
Pantoea
Propionibacterium

Pseudoalteromonas
Pseudomonas

Pseudomonas
Pseudomonas
Pseudomonas

Rhodococcus
Salmonella

Thermoanaerobacterium

Thiomonas

unclassified (derived
from Bacteria)
unclassified (derived
from
Betaproteobacteria)
unclassified (derived
from
Enterobacteriaceae)
unclassified (derived
from

Gammaproteobacteria)

Nodularia sphaerocarpa
Pantoea agglomerans

Pantoea ananatis

Pantoea deleyi

Pantoea stewartii
Propionibacterium acnes
Pseudoalteromonas sp. 'Ad4
isolate-1'

Pseudomonas
extremaustralis

Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas sp. 7323
Pseudomonas thivervalensis
Rhodococcus
corynebacterioides
Salmonella bongori
Thermoanaerobacterium
saccharolyticum

Thiomonas sp. WJ68

uncultured bacterium

uncultured beta
proteobacterium
uncultured
Enterobacteriaceae
bacterium

uncultured gamma
proteobacterium

14
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11
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4680186.3 RDP Bacteria Proteobacteria Variovorax Variovorax paradoxus 1 -66 100 127 1

4680186.3 RDP Bacteria Firmicutes Veillonella Veillonella dispar 190 109.34 99.22 203.71 2
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Secuencias de las bacterias cultivables, alineadas en el software MEGA 6.

Cepa 2BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNARS800

TCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGATGACGGG
GAGCTTGCTCCCCTGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTG
CCTGTAAGATCGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTCCTTC
CTCCGCATGGAGGAAGGCGGAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTACAGATGGGCC
CGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCAACGATGCGTA
GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAA
CGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTAAGGGAAGAA
CAAGCGCCGGTTAACTGCCGGTGCCCTGACGGTACCTTACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATCA
TTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGC
TCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGG
GGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTC
TGACCACCCTGGAGACAGGGCCTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGT
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG
GGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAGAGGGCTGCAAACCCGCGAGGGGG
AGCCAATCCCACAAAACCGTTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCA
TGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCANCATG

Cepa 3BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNARS800

GATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTNGTAGTGGGGGA
CAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGNNGGGG
ATNTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAG
GTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
GACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGG
ATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTT
GACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTT
CGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTG
GCGAGCTAGAGTATGGCAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCG



78

TAGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGGCTAATACTGACA
CTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC
CGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAA
CGCATTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTT
CGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTAAGG
TGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTAC
AAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCG
GATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATC
AGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
GGGAGTGGGTTGCTCCAGAAGTAGCTAGTCTAACCTTCGGGGGGACGG

Cepa 5BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTT
ATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG
CCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCG
CATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATG
CCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGAGGA
AGGCGGNGTNGTTAATAGCGNNNTCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGG
GCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGG
TAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTG
TGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGT
ACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCTCA
GAAGCTTGTAGAGATACGAGTGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGA
TAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCNGNCAACTTGCGAGAGTGAG
CGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTA
GTTTAACCTTCGGGGGGACGCTCACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAA
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Cepa 9BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNARS800

ATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACT
GATGGGAGCTTGCTCCCTGAAGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCA
ACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATT
CTTTCCCTCACATGAGGGAAAGCTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGG
GCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGC
GTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAA
GAACAAGTACCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
CCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGA
AGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAG
TGGCGAAGGCGACTCTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGCATTAAGCACTCCGCCTG
GGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
CATCTCCTGACAACCCTAGAGATAGGGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGGATGACAG
GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCNTTAT
GACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGNACAAAGGGCTGCGAGACCGCN
AGGTTAAGCGAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCANGCTGCAACTCGC
CTGCATGAAGCCNGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCG

Cepa 14BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

GCTGTCACTTACAGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCCACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTA
AAGCTCTGTTGTCAGGGAAGAACAAGTATCGGAGTAACTGCCGGTACCTTGACGG
TACCTGACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCCTTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAG
ATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GCGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCAAACGC
ATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGA
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CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGCCACTCCTGGAGACAGGACGTTCCCCTTCG
GGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTG
GGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATAGAACAAA
GGGCAGCGAAGCCGCGAGGTGAAGCCAATCCCATAAATCTATTCTCAGTTCGGAT
TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC
ATG

Cepa 59BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

TCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGATTAA
GAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTG
AACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCC
GCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAC
AAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGC
TAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGG
CTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCANAANAGGAAAGT
GGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGA
GGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTC
TGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGCAT
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA
CCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGAC
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGC
TACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTGGAGCT
AATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAG
CTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCC
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Cepa 1BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGA
GTTATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATA
CCGCATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGAT
ATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAGGGCTCACCAAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCA
GCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCAGTGA
GGAAGGCGGGGTCGTTAATAGCGNNNTCGTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCC
CGGGGCTCAACCTCGGAATTGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGG
GGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGG
TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
GTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATC
CTCAGAAGCTTGTAGAGATACGAGTGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCG
GTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCNNNCAACTTGCGAGAGT
GAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCC
ATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGG
GTAGTTTAACCTTCGGGGGGACGCTCACCACTTTGNGGNTCANGACTGGGGTGAA
GTCGTACAGGGGTAACC

Cepa 7BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

TCAGAGTGAACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGA
GGAGCTTGCTCCTTGGGTGGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATACATCGGAATC
TACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACTTACGCTAATACCGCATACGACCTA
CGGGTGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCGATTGAATGAGCCGATGTCGG
ATTAGCTAGTTGGCGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTG
AGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTG
GGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTTTTGTTGGGAAAGAAATCCATCTG
GTTAATACCCGGGTGGGATGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGT
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AAAGCGTGCGTAGGTGGTCGTTTAAGTCCGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTG
GGAACTGCAGTGGATACTGGGCGACTAGAATGTGGTAGAGGGTAGCGGAATTCCT
GGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCAGGAGGAACATCCATGGCGAAGGCAGCT
ACCTGGACCAACATTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTG
GCACGCAGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGTCGAGAACTTTCC
AGAGATGGATCGGTGCCTTCGGGAACTCGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCT
TAGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACAC
GTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAGCCGGCGACGGTGAGCCAATCCC
AGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACC
TTCGGGAGGGCGCTTGCCACGGTGTGGNCNATGACTGGGGTGAAT

Cepa 8BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNARS800

GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATG
AAGTGCTTGCACTTCTGACGTTAGCGGCGAACGGGTGAGTAACACGTAAGGAATC
TACCTATAAGCGGGGGATAACATTCGGAAACGGGTGCTAATACCGCATAATATCTT
CTTCCGCATGGAAGAAGATTGAAAGACGGCTCTGCTGTCACTTATAGATGACCTTG
CGGTGCATTAGTTAGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGACGATGATGCATAGCC
GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATG
CCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTATAAGAGAAGAACA
AATTGTAGAGTAACTGCTACAGTCTTGACGGTATCTTATCAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGGGAGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTT
AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTACAGAAGAGGAATGTGGA
ACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAG
GCGACATTCTGGTCTGTTACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGG
TTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGTCTTGACATCCTTTGA
CCACNCTAGAGATAGNGCTTTCCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
CTATTATTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAGCATGCCCCTTATGACTTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCAAACCCGCGAGGGCAAGCAAAT
CTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCG
GAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTG



83

TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAA
CCTTTATGGAGCCAGCCGCC

Cepa 10BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTT
ATCTGAACCTTCGGGGAACGATAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG
CCTAGGAAATTGCCCTGNTGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCG
CATAATACCTNCGGGTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATG
CCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTCGTGAGGA
AGGTAGTGTAGTTAATAGCTGCATTATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGG
CTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAGACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGT
AGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCG
AAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGT
GGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGAT
AAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGG
CTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAGAGTGAGC
GAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTAGGTAG
TTTAACCTTCGGGAGGACGCTTACCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAT

Cepa 11BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

GCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGAC
GAGGAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAAC
CTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATAT
TGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCC
GCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGC
CGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACG
CCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAA
ATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTA
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AGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAA
CTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCANAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAT
GTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCA
TTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGG
GGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGG
CACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAAT
CATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGG
NAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTA
GTCTGCAACTCGACTATATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCT
ACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTT
GTAACACCCGAAGCCGGNGGAGTAACCATTTGGAGCTAGCCGTCGA

Cepa 12BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

TCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGAGTT
AACTGACCCTTCGGGNGACGTTAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATG
CCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATACCG
CATAATAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATG
CCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAACGATCCCT
AGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTNTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGTGAGGA
AGGTGGTGTAGTTAATATNNGCATCATTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGGG
CTCAACCTCGGAATAGCATTTGAAACTGGCAAACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGT
AGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCAGTGGCG
AAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGT
GGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTA
CGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCTACAG
AAGCTTGCGGAGACGCGAGTGTGCCTTCGGGAACTGTAAGACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTCATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGNNGCCAACTTGCGAAAGTGAG
CGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGCAGGTA
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GTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTGNCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGAAGTC
GTA

Cepa 15BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

GCTCAGGATGAACGCTAGCGGGAGGCCTAACACATGCAAGCCGAGCGGTAGAGA
TTCTTCGGAATCTTGAGAGCGGCGCACGGGTGCGGAACACGTGTGCAACCTGCCT
TTATCTGGGGGATAGCCTTTCGAAAGGGAGATTAATACCCCATAATATAATGAGTG
GCATCACTTGTTATTGAAAACTCCGGTGGATAGAGATGGGCACGCGCAAGATTAGA
TAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGTCAATGATCTTTAGGGGGCCTGAGAGGG
TGATCCCCCACACTGGTACTGAGACACGGACCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GAGGAATATTGGACAATGGGTGAGAGCCTGATCCAGCCATCCCGCGTGAAGGACG
ACGGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTGTACAGGGATAAACCTTTCCACGTGTGG
AAAGCTGAAGGTACTGTACGAATAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGTTTAAAGGGTCCGTAG
GCGGATCTGTAAGTCAGTGGTGAAATCTCATAGCTTAACTATGAAACTGCCATTGA
TACTGCAGGTCTTGAGTAAGGTAGAAGTAGCTGGAATAAGTAGTGTAGCGGTGAAA
TGCATAGATATTACTTAGAACACCAATTGCGAAGGCAGGTTACTATGTCTTAACTGA
CGCTGATGGACGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCTGTAAACGATGCTAACTCGTTTTTGGGTTTTCGGATTCAGAGACTAAGCGAAAG
TGATAAGTTAGCCACCTGGGGAGTACGAACGCAAGTTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGATTATGTGGTTTAATTCGATGATACGCGAGGAA
CCTTACCAAGACTTAAATGGGAATTGACAGATTTAGAAATAGATCCTCCTTCGGGC
AATTTTCAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTGAGGTGTTAGGTTAA
GTCCTGCAACGAGCGCAACCCCTGTCACTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGGACTC
TAGTGAGACTGCCTACGCAAGTAGAGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
CGGCCCTTACGTCTTGGGCCACACACGTAATACAATGGCCGGTACAGAGGGCAGC
TACACAGCGATGTGATGCAAATCTCGAAAGCCGGTCTCAGTTCGGATTGGAGTCT
GCAACTCGACTCTATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGCATCAGCCATGGCGC
GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGGAAGTCTGG
GGTACCTGAAGTCGGTGACCGTAACAGGAGCTGCCTAGGGTAAAACAGGTAACTA
GGGCTAAGTCGTA

Cepa 17BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNARS800

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGAAACGA
GTTGTCTGACCCTTCGGGGAACGACAACGGCGTCGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGATGGCTAATA
CCGCATAACAGCTTCGGCTCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGAT
ATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCA
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GCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCAGTGA
GGAAGGGTGTGTATTTAATAGATGCACATTTTGACGTTAGCTGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCC
GGGGCTCAACCTCGGAACAGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTAGAGGG
GGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGT
GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
GTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATC
CTCAGAAGAGACTGGAGACAGTCTTGTGCCTTCGGGAACTGAGAGACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCACTTCGGGTGGGAACTCCAGGGAGACTGCCG
GTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGT
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCCAACTTGCGAGAG
TGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTC
CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGCA
GGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTTGCCACTTTGTGGTTCATGACTGGGGTGA
AGTC

Cepa 18BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGGAGAGAG
GTAGCTTGCTACTGATCTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCC
TATTAGTGGGGGACAACATTTCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGG
AGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAG
CTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAG
GATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTG
AAGAAGGCCTTATGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACTTTAGTTAA
TACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAG
CGCGCGTAGGCGGCTAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAT
TGCATTCGATACTGGTTAGCTAGAGTGTGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCATCTG
GCCTAACACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTA
GTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTA
AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATAGTAAGAACTTTCCAGAGAT
GGATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTTGC
CAGCGAGTAATGTCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGG
CGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTAC
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AATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAATCTCAAAAAGCCG
ATCGTAGTCCGGATTGNAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGAATGNCGCGGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGTAGCTAGCCTAACTGCAAAGAGG
GCGGTTACCANGNTGTGGNCNATGACTGGGGTGA

Cepa 19BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

TCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTG
AAGCCCCTAGCTTGCTAGGGGTGGATGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATACGTGA
GTGACCTGCCCTTGACTCTGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACTGGATA
CGACAGTACATCGCATGGTGTGTTGTGGAAAGGGTTTGTACTGGTTTTGGATGGG
CTCACGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGACGGGT
AGCCGGCCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGC
GACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGCAGGGAA
GAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGAGC
TCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAAGCCTGGGGCTTAACCCCGGGTCTG
CAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTG
GGCTGTTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGAGCGAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGGGACATTCCACGTTT
TCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG
CTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGATT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGCACCAGACCGTCCC
AGAGATGGGATTTCCACTTTGTGGTTGGTGTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCCA
TGTTGCCAGCACGCTCCTTCGGGGGTGGTGGGGACTCATGGGAGACTGCCGGGG
TCAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCTTGG
GCTTCAC

Cepa 20BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

TCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACGAG
GAGCTTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTA
CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTGA
ACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCG
CCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAAT
GTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCANAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
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GACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTT
CCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACC
GCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCC
TCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
AAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTACAC
ACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGTAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCAAATCC
CATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTATATGAAGCTGGA
ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAG

Cepa 21BC: 16SrRNAF518/2BC/16SrRNAR800

GGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAATGGAT
TAAGAGCTTGCTCTTATGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATT
TTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGA
CCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGT
AGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGA
ATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGA
AAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGT
GCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTGATCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCT
GGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAAAGAGCTGCAAGACCGCGAGGTG
GAGCTAATCTCATAAAACCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACA
TGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGG
TGGGGTAACCTTTTTGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGA
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