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Resumen

La microbiota, compuesta principalmente por bacterias, cumple un rol clave en la salud de
los mamiferos y en procesos fisioldgicos como la absorcion de nutrientes. Esta estructura
puede ser modulada por factores distintos como la dieta, el ambiente y la filogenia. A pesar
de la gran importancia de conocer la estructura microbiana, actualmente para mamiferos
marinos la informacién a nivel global es limitada. En Uruguay, varias especies de mamiferos
marinos varan en las costas, siendo Pontoporia blainvillei, Otaria flavescens y
Arctocephalus australis las mas frecuentes. Sin embargo, su composicidon microbiana aun
es desconocida en el pais. Este estudio busca caracterizar y comparar las microbiotas
intestinales a nivel intraindividual, intraespecifico e interespecifico, aportando datos valiosos
para la conservacion y salud de estas especies, llenando vacios de conocimiento regionales
sobre microbiotas marinas. Para ello, se colectaron muestras de 3 secciones diferentes del
intestino de 21 individuos de 7 especies de mamiferos marinos varados en las costas de
Montevideo, Canelones, Maldonado y Rocha. Se realizé la extraccion y purificacion del ADN
para obtener la composicion microbiana a través de secuencias correspondientes a la
region V3-V4 del gen 16S. Se analizaron los microbiomas mediante los paquetes DADA2 y
Phyloseq en R, evaluando calidad, diversidad alfa y beta y la abundancia relativa.
Posteriormente se compararon entre especies, secciones intestinales y habitos alimentarios
(costeros y pelagicos). Se aplicaron NMDS, PERMANOVA y DESeq2 para comparar
diferencias en la composicion y abundancia microbiana. Las comunidades bacterianas
estuvieron dominadas por Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteriota y Bacteroidota,

presentando diferencias entre especies e individuos. Asi como también entre distintos
grupos taxonoémicos o habitos troficos. Ademas, se detectaron potenciales patdégenos que
sido asociados previamente a enfermedades en mamiferos marinos y humanos. En algunos
casos coincidieron con individuos que presentaron mala condicién corporal, sugiriendo una
posible relacién con su estado de salud. A nivel intraindividual, no se observaron
diferencias, a excepcion de A. australis que presentd una leve diferenciacion en la
composicion de las secciones intestinales. Estos resultados constituyen una linea de base
fundamental para futuras investigaciones sobre la salud, ecologia y conservacion de
mamiferos marinos en Uruguay, resaltando la importancia del estudio del microbioma en

contextos ambientales y sanitarios.

Palabras clave: microbiota intestinal; cetaceos; pinnipedos; ARNr 16S; bacterias
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1. Introduccion
La microbiota: definicion, composiciéon y funciones

La microbiota esta formada por diversas bacterias, arqueas, virus, hongos y otros
microorganismos que habitan ambientes especificos, tienen un rol fundamental en
los individuos y se caracterizan por responder rapidamente a los cambios en el
ambiente y a presiones tanto bidticas como abidticas (Sender et al., 2016; Ost y
Round, 2018; Sehnal et al. 2021; Paerl et al., 2003). Las bacterias son el
componente principal de la microbiota. La alta sensibilidad de estos organismos a
las condiciones ambientales las transforma en indicadores ecoldgicos de la salud de
ecosistemas y de huéspedes especificos (Sehnal et al. 2021). En este sentido, la
microbiota cumple un rol fundamental como indicativo de la salud de los
ecosistemas acuaticos debido a que algunas bacterias pueden encontrarse en
temperaturas y salinidades extremas o en sitios contaminados. Por otra parte, el
microbioma engloba de manera mas integrativa no solo los microorganismos que
componen la microbiota, sino también genomas y productos de su metabolismo. De
esta manera, el microbioma se define como el conjunto de genes presentes en las

células que componen la microbiota (Zunino, 2022).

En los Ultimos anos, ha crecido notablemente el reconocimiento del papel
fundamental que cumple la microbiota en la biologia, ecologia y evolucién de todos
los seres vivos (Ley et al., 2008; Alvarez Calatayud et al., 2018; Hou et al., 2022).
Esta vision ha llevado al surgimiento de conceptos como el de holobionte, que
considera al organismo y su comunidad microbiana como una unidad ecoldgica y
evolutiva inseparable (Margulis and Fester, 1991; Guerrero et al., 2013). Se ha
encontrado que practicamente todos los organismos estudiados, incluso algunos
microbios, mantienen asociaciones constantes con comunidades microbianas y
virales. Estas asociaciones no sélo son fundamentales para realizar funciones clave
como la nutricion, la inmunidad o la adaptacion al ambiente, sino que ademas
pueden responder colectivamente a perturbaciones ambientales, reorganizando sus
componentes o sus proporciones internas (Gordon et al., 2013). Bajo esta
perspectiva, la seleccion natural podria actuar sobre el conjunto del holobionte, y no

unicamente sobre el hospedador en forma aislada. Esto ha promovido una
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comprension mas integrada y compleja de los sistemas vivos y subraya la

importancia de investigar la microbiota en todos los niveles.
Rol de la microbiota en la salud de los mamiferos

La microbiota se puede clasificar en microbiota intestinal, oral, respiratoria y cutanea
dependiendo del area del organismo donde se encuentra en un animal (Hou et al.,
2022). La microbiota intestinal es la principal contribuyente en la digestion dado que
enfermedades y mantenimiento de la salud de los individuos, previniendo
infecciones y enfermedades (Bik et al., 2016; Wan et al. 2018; Marén et al. 2019; los
microorganismos que alli se encuentran tienen un rol decisivo en muchos procesos
fisiolégicos, como la absorcion de nutrientes, el desarrollo de Abdelrhman et al.,
2020; Bai et al., 2021a,b). Estos organismos son cruciales para mantener la
homeostasis bioldgica, tienen un rol importante en el mantenimiento del
metabolismo en los mamiferos, en la regulacion del sistema inmune del hospedador
y la defensa de patdégenos. Por lo tanto, su estudio puede servir para revelar la
presencia de patdgenos y conocer el estado de salud de los animales (Delport et al.
2016). Varios estudios han revelado que comunidades bacterianas en distintos
mamiferos como por ejemplo en leones marinos, pueden producir enfermedades
zoondticas, como gastritis (Helicobacter spp.), dermatitis bacteriana y conjuntivitis
(Hermosilla et al. 2018; Cicala et al. 2022). La comunidad bacteriana intestinal en los
mamiferos les provee de una fuente de energia adicional via fermentacion de
carbohidratos no digeribles, es una fuente de vitaminas y contribuye al desarrollo del
sistema nervioso central luego del nacimiento (Kabouridis et al., 2015). A cambio, el
mamifero hospedador ofrece nutrientes y un ambiente estable a la comunidad
bacteriana, estableciéndose una relacion simbidtica que garantiza la supervivencia

del organismo-comunidad (Numberger et al. 2016).

Existen diferentes formas de caracterizar y conocer la comunidad microbiana de los
mamiferos: el analisis de tejido intestinal en animales muertos (e.g. Wan et al., 2018;
Tian et al., 2020), la recoleccion de fecas en la naturaleza o los hisopados rectales
en animales vivos (e.g. Bai et al., 2021a; Bai et al., 2021b; Watkins et al., 2022).
Actualmente, las caracterizaciones microbianas se pueden realizar a través de

distintas metodologias, como por ejemplo analizando el gen que codifica la
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subunidad 16S ARNTr para bacterias y archaeas o la subunidad 18S para eucariotas
dependiendo de los objetivos especificos del estudio. Particularmente, las regiones
V3 y V4 del gen 16S ARNr son las mas utilizadas en los estudios de mamiferos
marinos reportados para realizar caracterizaciones taxonémicas (Sofez y Szteren,
2025), sin embargo, también se han utilizado otras regiones alternativas (e.g. V1,

V2, V5) (e.g. Cicala et al., 2022; Ramirez-Delgado et al., 2022).
Factores que modulan la estructura de la microbiota en mamiferos

Uno de los factores mas importantes que estructuran la microbiota intestinal es la
dieta de los individuos, ya que ésta modula la composicion y funcidon microbiana. Sin
embargo, otros parametros como el ambiente también pueden influir en la
diversidad de la microbiota en diferentes poblaciones de mamiferos marinos (Ley et
al., 2008; Abdelrhman et al., 2020), como la localizacién geografica. Por ejemplo, se
encontré6 que dos poblaciones geograficamente aisladas de focas de Weddell
(Leptonychotes weddelli) en la Antartida difieren en la diversidad y composicién de
su microbiota intestinal. Estas diferencias podrian deberse a la dieta, tamafo
corporal y/o tamafio poblacional (Banks et al., 2014; Sehnal et al., 2021). Por otro
lado, se han reportado diferencias en la diversidad microbiana de leones marinos
australianos (Neophoca cinerea) debidas a la presencia de contaminantes en sus
tejidos, la proximidad de humanos y colonias de otras especies, la escorrentia de
aguas residuales, la zona y composicion de la alimentacién, la dinamica de la

colonia y aspectos comportamentales (Delport et al., 2016, Sehnal et al., 2021).

Ademas del habitat y la dieta, se ha reportado que la microbiota intestinal esta
asociada con el linaje, resultando en fuertes asociaciones filogenéticas (Nishida y
Ochman 2017). En la misma linea, las diferencias en la microbiota intestinal de
focas de Weddell y elefantes marinos del sur en Antartida, se asociaron a la
filogenia de los huéspedes y no a la similitud de su dieta (Kim et al. 2020), apoyando
la idea de la coevolucién de los microbiomas intestinales en sus huéspedes. Por
otro lado, hay estudios que afirman que la microbiota puede variar entre distintas
regiones intestinales, en relacion con las distintas funciones digestivas. Se conoce
muy poco acerca de la composicion de la microbiota en distintos segmentos

intestinales, por lo que la comparacion entre la microbiota de diferentes regiones,


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2021.567408/full#B15
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puede aportar informacion del proceso digestivo y del metabolismo. Por ejemplo,
Tian et al. (2020) reportaron diferencias en la microbiota proveniente del ciego, colon
y recto con respecto al duodeno y yeyuno en la ballena Minke (Balaenoptera
acutorostrata) y concluyen que la microbiota era significativamente dependiente de
la localizacion anatomica, observando que las secciones posteriores eran mas
diversas en bacterias que el intestino interior y que el duodeno y yeyuno estaban
enriquecidos por bacterias similares, mientras que el intestino grueso presentaba

abundantes Clostridiales.

Ademas, hay estudios que han demostrado que no solo los habitats a nivel
geografico determinan la microbiota, sino que también puede diferir en animales de
la misma especie que se encuentran en estado salvaje y en cautivero, lo que puede
deberse ademas a alteraciones de la dieta natural de los individuos en estado
salvaje (Nelson et al., 2013). En particular, la mayoria de los estudios, analizaron
estructuras microbianas de animales en estado salvaje, particularmente en colonias
de pinnipedos donde colectan heces, lo que permite alcanzar un buen numero de
muestras. A su vez, el estado de salud de los individuos también puede variar la
composiciéon microbiana dentro de un mismo grupo, por lo que tener informacion
sobre proxys de salud y éxito reproductivo como el espesor de la capa de grasa es
importante a la hora de analizar el estado externo del animal con su microbiota,
teniendo en cuenta que su uso exclusivo puede ofrecer una visiéon limitada (Derous
et al., 2020), por lo que es fundamental observar la presencia de patégenos y otros

factores.
La microbiota en mamiferos marinos: un campo en desarrollo

A pesar de la importancia de conocer la microbiota intestinal, aun es poco lo que se
sabe en relaciéon a los mamiferos marinos (Bik et al., 2016; Bai et al., 2021; Sehnal
et al. 2021), quizas debido a que son elusivos, protegidos, migratorios 0 demasiado
grandes para capturar, lo que dificulta la obtencién de muestras (Medeiros et al.
2016). Los mamiferos marinos juegan roles esenciales en los ecosistemas marinos
como depredadores tope, consumidores primarios y secundarios y como
indicadores de la salud del océano (Estes et al, 2011; Dierauf y Gulland 2018). En

relacion con la conservacidon de estos grupos de mamiferos, los analisis de
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permite entender mecanismos adaptativos de diferentes dietas y habitats (Tian et al.
2020). Ademas, el analisis de las muestras es de alto rendimiento, rapido y no tan

costoso en comparacion con identificaciones morfoldgicas (Sehnal et al. 2021).

Los estudios publicados hasta el momento sobre composiciones microbianas en
mamiferos marinos, han proporcionado informacion relevante de diversas especies.
En una revision bibliométrica global de ésta tematica de 83 publicaciones entre 1994
y 2023, las especies mas estudiadas en este campo han sido Phoca vitulina y
Tursiops truncatus (Sofnez y Szteren, 2025). Esta tendencia podria explicarse tanto
por su amplia distribucién geografica (Burns, 2009; Leatherwood y Reeves, 1990),
como por sus habitos costeros, que facilitan el acceso a muestras, y la frecuente
presencia de estas especies en condiciones de cautiverio en acuarios (Jaric et al.,
2015). Ademas de los vacios de informacion para otras especies, se ha observado
una ausencia de estudios relacionados al tema en regiones especificas como Africa

y América Central y escasos en América del Sur.
Estado del conocimiento en la regiéon y en Uruguay

Particularmente en Sudamérica son pocos los estudios de microbiota intestinal en
mamiferos marinos, asi como aquellos enfocados en la deteccion de patdégenos
potencialmente asociados a sus causas de muerte. Un ejemplo destacado en éste
contexto fue realizado en Argentina, donde se analizaron muestras intestinales de
44 crias de ballena franca austral (Eubalaena australis) que se encontraron varadas
en un periodo de gran mortandad en Peninsula Valdés (Maron et al., 2019). Solo
una bacteria estuvo presente en todos los individuos (Clostridium perfringens tipo A)
y el 47% de sus aislamientos resultaron positivos para genes de enterotoxina,
relacionado directamente con enfermedades gastrointestinales en humanos. A
pesar de ello, los autores concluyen que se necesitan mas estudios para determinar

si la causa de muerte de las crias se debia a esta bacteria.

Por otro lado, en la costa de Rio Grande do Sul, Brasil, se estudié la microbiota
intestinal en muestras fecales de 6 Arctocephalus australis y 4 A. tropicalis varados
y se encontré que el orden mas abundante de bacterias en las dos especies fue

Clostridiales (Medeiros et al.,, 2016). En la Patagonia Chilena, se estudiaron las
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bacterias gastrointestinales en fecas de 28 Otaria flavescens, encontrandose la
presencia de por lo menos 28 géneros de bacterias. Varias de éstas eran
potencialmente zoondticas, como Clostridium, Escherichia, Yersinia y Salmonella
(Hermosilla et al. 2018). Por ultimo, en la isla Juan Fernandez (Chile), el
microbioma de Arctocephalus philippi estuvo dominado principalmente por 5 Phylum
de bacterias y se reportd una asociacion negativa entre los géneros

Peptoclostridium y Fusobacterium (Toro-Valdivieso et al. 2021).

En Uruguay se han citado 39 especies de mamiferos marinos, de las cuales 11
estan catalogadas como prioritarias para la conservaciéon (Soutullo et al., 2013). Los
varamientos en la costa uruguaya son frecuentes (Del Bene et al., 2006),
principalmente el lobo fino sudamericano (Arctocephalus australis), el ledbn marino
sudamericano (Otaria flavescens) y el delfin franciscana (Pontoporia blainvillei),
dada la cercania de sus areas de cria y alimentacion, o por su alta mortalidad en
redes de pesca artesanal. La franciscana es una especie endémica de la costa sur
de Brasil, Uruguay y Argentina, cuya poblacion esta decreciendo principalmente por
la captura incidental en redes pesqueras (Secchi et al. 2003). Es el odontoceto mas
amenazado del Atlantico sudoccidental y esta catalogado como vulnerable en el
libro rojo (IUCN 2022). Por su parte, el lebn marino sudamericano se considera
amenazado en Uruguay; su poblacién evidencia un declive poblacional del 2% anual
(Franco-Trecu et al. 2015). Esta especie se alimenta en la zona costera y su dieta
incluye especies demersales y pelagicas, mientras que A. australis se alimenta
principalmente de especies pelagicas, en la zona oceanica (Franco-Trecu et al.
2012, 2014). La ecologia tréfica de éstas tres especies en Uruguay ha sido bastante
estudiada, tanto en relacion a su composicién de items presa (Naya et al. 2000,
Naya et al. 2002, Drago et al. 2015), como desde su nicho trofico isotépico
(Bergamino et al. 2012, Franco-Trecu et al. 2012, 2014, Artecona et al. 2019,
Szteren et al. 2018) y su area de alimentacién (Riet-Sapriza et al. 2013, Drago et al.
2015). Sin embargo, se conoce muy poco sobre el estado de salud a nivel
microbiano de estas especies. A su vez, dado que estas tres especies de mamiferos
marinos se alimentan de varias especies de peces, asi como también de
cefaléopodos y crustaceos, es esperable que la microbiota intestinal esté adaptada a

diversas fuentes de alimento. Asi mismo, otras especies de cetaceos y pinnipedos

10
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varan anualmente a lo largo de la costa, lo que supone datos valiosos sobre

especies menos estudiadas que las mencionadas anteriormente.

Dada la falta de informacion sobre la composicién y funcionalidad de la microbiota
intestinal en mamiferos marinos en general, y especificamente de las especies que
varan con mayor frecuencia en Uruguay, este estudio contribuye a comprender la
diversidad natural de estos taxones. En este sentido, se pretende caracterizar la
microbiota intestinal de distintas especies de cetaceos y pinnipedos varados en
Uruguay como linea de base para entender interacciones hospedadores-
microbianas y conocer si existen relaciones entre su estructura comunitaria y el

estado nutricional de los animales.

1.1 Hipétesis

La estructura comunitaria de la microbiota intestinal de los mamiferos marinos en
Uruguay esta influenciada por una combinacion de factores especificos de cada
individuo y de cada especie, en relacidén con la ecologia tréfica, el tipo de habitat y la

fisiologia individual.
1.1.2 Predicciones

1) Efecto de la ecologia trofica y el habitat
Dado que se ha descrito en otras especies de mamiferos que la microbiota
intestinal esta muy influida por la dieta de los animales (Ley et al., 2008;
Abdelrhman et al., 2020), se predice que la composicién y diversidad de la
microbiota intestinal diferira entre especies con habitos alimentarios pelagicos
y especies con habitos costeros, reflejando las diferencias en el uso del

habitat trofico.

2) Efecto de la filogenia
Dado que la microbiota intestinal suele ser especie-especifica (o tiene un
componente evolutivo) (Nishida y Ochman 2017, Kim et al. 2020), se predice
que la estructura de la microbiota intestinal diferira entre especies del orden

Cetacea y del suborden Pinnipedia.

11
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3) Variacion intraespecifica
Dado que la salud, la fisiologia y los patégenos difieren entre individuos de
una misma especie, la microbiota intestinal presentara diferencias

estructurales entre los distintos individuos.

4) Variacion por seccion intestinal
Debido a que las diferentes secciones del intestino presentan distintas
funciones, se predice que la composicion de la microbiota variara
significativamente entre diferentes secciones del intestino (duodeno, intestino

medio, recto).

1.2 Objetivo

Caracterizar la microbiota intestinal de las distintas especies de mamiferos marinos

que varan en la costa uruguaya.

1.2.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar y comparar la estructura microbiana a tres niveles: interespecifico,
intraespecifico e intraindividual en tres secciones diferentes del tracto intestinal.

2. Comparar la estructura microbiana entre especies con distintos habitos
alimentarios y origenes filogenéticos.

3. Analizar la presencia de bacterias previamente descritas como patdégenas para

las especies en estudio.
2. Materiales y métodos

2.1 Colecta de muestras en campo

Para llevar a cabo este estudio, se realizé la asistencia a varamientos de mamiferos
marinos a través de la costa uruguaya desde marzo de 2022 hasta diciembre de
2024. La concurrencia a los varamientos se realiz6 en dos condiciones: por aviso de
la poblacién con asistencia inmediata y por relevamientos periddicos. Se realizaron
monitoreos costeros semanales durante 3 meses desde Punta Negra hasta Solis,

en el municipio de Piriapolis (Departamento de Maldonado) y se realizaron

12
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recorridas mensuales durante 3 meses a distintos puntos del Departamento de
Maldonado y Rocha (La Paloma y alrededores, Punta del Este, Cabo Polonio, Punta

del Diablo y zonas aledanas).

Una vez encontrado cada ejemplar varado, se registraron las coordenadas
geograficas, se tomaron fotografias ventrales, dorsales y laterales del animal,
haciendo énfasis en posibles lesiones, marcas externas o caracteristicas
particulares. Solo se tomaron muestras intestinales de aquellos individuos que
presentaban un estado de conservacion 2 (Geraci y Lounsbury, 1993), es decir que
el animal debia presentar apariencia normal, con organos intactos, ojos sin
sequedad y piel de apariencia normal, con el objetivo de evitar cualquier alteracion
bacteriana por descomposicion del propio animal. Se sexaron los individuos siempre
que fue posible y se registré el largo total y el espesor de la capa de grasa (como
proxys de la condicion corporal). Este ultimo parametro es de gran importancia,
debido a que gran parte de la microbiota se encuentra regulada por el estado
nutricional y la alimentacion de cada animal. Posteriormente, se colectaron muestras
de tejido intestinal de entre 1- 1,5 cm de ancho en tres secciones del intestino: 1)
seccion inicial (duodeno), 2) inicio del intestino grueso y 3) final del intestino grueso
(recto) (Figura 1). Dichas muestras fueron conservadas en RNAlater y luego

congeladas en tubos de 15 mL estériles a -20 °C hasta su andlisis en el laboratorio.

Figura 1. Secciones muestreadas a lo largo del tracto gastrointestinal de los individuos.

13
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2.2 Analisis de laboratorio

2.2.1 Extraccion de ADN y secuenciacion del gen para el ARNr 16S

Una vez en el laboratorio, las muestras de tejido intestinal se colocaron en tubos de
lisis estériles conteniendo 50 mg de microesferas de ceramica y 400 uL buffer de
extraccién compuesto por Tris-HCI 100 mM, EDTA 100 mM, fosfato sédico 100 mM
(pH 8,0), NaCl 1,5 My CTAB al 1 %. Se sometieron a lisis mecanica en dos etapas
de 60 segundos a una velocidad de 6m/s en el homogenizador FastPrep-24™,
posteriormente se centrifugaron durante 3 minutos a 10921 rpm en la
microcentrifuga MiniSpin® para remover restos y conservar el sobrenadante. Este
sobrenadante se traspas6 a tubos eppendorf estériles de 1,5 pL y finalmente se
sometié a una posterior purificacion empleando un robot de extraccion de acidos

nucleicos (Pure Prep 32, Molgen).

Una vez obtenido el ADN, su concentracion y pureza fueron confirmadas
espectrofotométricamente a 260, 280 y 230 nm en el espectrofotometro Nanodrop®.
Las muestras de ADN se secuenciaron de forma masiva por el servicio externo
Macrogen (South Korea) para obtener secuencias correspondientes a la regién
V3-V4 del gen ribosomal 16S empleando la plataforma Illumina MiSeqTM y su
protocolo de secuenciacién. Los primers (Klindworth et al., 2013) recomendados y
utilizados en este protocolo debido a su mayor resolucion filogenética

(especialmente a nivel de género y especie) fueron:

16S Amplicon PCR Forward Primer
5" TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

16S Amplicon PCR Reverse Primer
5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

14
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2.3 Analisis de datos

2.3.1 Analisis bioinformatico

El analisis bioinformatico de los microbiomas se llevé a cabo utilizando el lenguaje
de programaciéon R (version 4.3.0; R Core Team, 2023) a través del entorno de
desarrollo RStudio (versiéon 2023.12.1.402; Posit Team, 2024). empleando
herramientas especializadas para el procesamiento y andlisis de datos
metagendmicos. Una vez proporcionadas las secuencias demultiplexadas por
servicios externos en formato fastq, se utilizé el paquete DADA2, el cual permite la
inferencia de Variantes de Secuencias de Amplicones (del inglés Amplicon
Sequence Variants, ASVs) con una resolucidon a nivel de un solo nucledtido,
proporcionando una identificacién precisa de la diversidad microbiana presente en
las muestras (Callahan et al., 2016). Para garantizar la calidad de los datos, se
evaluaron los perfiles de calidad de las lecturas forward y reverse siguiendo los
parametros recomendados por este paquete. Posteriormente, aquellas lecturas que
superaron los filtros de calidad fueron procesadas a través del pipeline de DADA2
version 1.16, lo que permiti6 la generacion de variantes de secuencias de
amplicones y su posterior asignacion taxonémica utilizando la base de datos Silva
Database (Quast et al., 2012; Glockner et al., 2017). Una vez creada la tabla de
abundancias de las ASVs para cada una de las muestras, se generd un objeto
phyloseq (McMurdie y Holmes, 2013), a partir de la combinacion de la tabla de
abundancias, la tabla de asignaciones taxondémicas, el arbol filogenético generado
con las secuencias representativas y la metadata de las muestras. Este
procedimiento se realiz6 mediante las funciones otu_table(), tax_table(), phy _tree() y
sample_data() del paquete phyloseq, que permitieron integrar todos los
componentes en una uUnica estructura para los analisis posteriores de diversidad y
composicidon microbiana. Finalmente, utilizando el objeto asociado creado, se
analizé la composicion microbiana de cada muestra a distintos niveles taxonémicos.
Para esto, se realizaron filtrados de ASVs, como por ejemplo: la eliminacion de
cloroplastos, mitocondrias y las ASVs que no se pudieron asignarse a ningun filo por
similitud. Por ultimo, se filtraron segun su prevalencia y abundancia, generando asi,

un objeto phyloseq filtrado que se utilizo para los analisis estadisticos posteriores.
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2.3.2 Analisis de datos

En primer lugar, se generaron curvas de rarefaccion utilizando nuevamente el
lenguaje de programacion R (version 4.3.0; R Core Team, 2023) a través del entorno
de desarrollo RStudio (versiéon 2023.12.1.402; Posit Team, 2024) con el objetivo de
evaluar si la profundidad de secuenciacién fue adecuada para todas las muestras y
garantizar un esfuerzo de muestreo equitativo. Esto permite confirmar que un
incremento en el numero de lecturas no resulta en la deteccion de nuevas ASVs,
indicando que la diversidad microbiana ha sido correctamente capturada en cada
muestra. En el caso de saturacion en todas las curvas y con el fin de minimizar
posibles sesgos derivados de diferencias en la profundidad de secuenciacion se
procedié a transformar las matrices de abundancia absoluta a abundancia relativa,
dividiendo el numero de lecturas de cada ASVs por el total de lecturas de su
muestra correspondiente. De esta manera, se obtuvo la proporcion relativa de cada
ASVs dentro de cada muestra, permitiendo estandarizar el esfuerzo de
secuenciacion y facilitar comparaciones en la composicion microbiana entre

muestras.

Para evaluar la diversidad microbiana en las muestras analizadas, se realizé un
estudio de la diversidad alfa utilizando el paquete vegan (Oksanen et al., 2022). Este
analisis permitio analizar la diversidad dentro de cada especie, calculando métricas
como la riqueza de especies encontradas e indice de Shannon (Shannon y Weaver,

1949; Somarriba, 1999). Este indice se calcula mediante la formula:
S
H =-> pilog,p;
i=1

donde S representa el numero total de especies (u OTUs/ASVs) y p;es la proporcion
relativa de la abundancia de la especie i con respecto al total. Valores mas altos de
H’ indican una mayor diversidad, reflejando comunidades con mayor numero de
especies y/o con una distribucién mas equitativa de sus abundancias, mientras que

valores bajos indican comunidades dominadas por pocas especies.
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composicion y estructura de las comunidades microbianas entre las diferentes

muestras. Estas comparaciones se llevaron a cabo a tres niveles:

1)  Entre las tres secciones de tejido intestinal dentro de un mismo individuo
2) Entre individuos de una misma especie

3) Entre las distintas especies muestreadas en este estudio

Para ello, se aplico un analisis de ordenacidn no meétrica por escalamiento
multidimensional (NMDS), basado en la distancia de disimilitud de Bray-Curtis (Bray
y Curtis, 1957) que cuantifica las diferencias en la composicion considerando las
abundancias relativas compartidas entre pares de muestras. Ademas, se llevo a
cabo un analisis de PERMANOVA (Anderson, 2017), el cual permitié determinar si
las diferencias observadas entre muestras, segun la especie, individuo o seccion
intestinal analizada, eran estadisticamente significativas. Con el propdsito de
visualizar la variabilidad en la composicidn microbiana entre fracciones, se
calcularon las abundancias relativas de cada taxén identificado, hasta el nivel
taxondmico maximo alcanzado, permitiendo asi una comparacion detallada de la

distribucion de los microorganismos presentes en cada muestra.

Las especies de mamiferos marinos se asignaron a habitos alimentarios costeros o
pelagicos de acuerdo a trabajos previos en el pais o la regidn. De esta manera se
categorizaron como especies costeras: O. flavescens, P. blainvillei, T. truncatusy P.
spinipinnis 'y como especies pelagicas, A. australis, D. delphis y P. dioptrica.
(Barreto, 2000; Franco-Trecu et al., 2017; Loizaga et al. 2016; Reyes, 2017)

Por ultimo, se realizaron comparaciones entre pares de grupos de especies
asociados a su taxonomia: cetaceos y pinnipedos, y a habitos alimentarios: costeros
y pelagicos. Para ello se realizaron analisis de PERMANOVA (Anderson 2017) para
evaluar la significancia entre estas composiciones, analisis NMDS basado en la
distancia de disimilitud de Bray-Curtis (Bray y Curtis, 1957) para la visualizacién y
pruebas de dispersion (betadisper) para analizar la variabilidad en la dispersion de

los datos. Por ultimo, para evaluar las diferencias en la abundancia diferencial de
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géneros microbianos entre los grupos, se utilizé el paquete DESeq2 herramienta
ampliamente utilizada para el anadlisis de datos de conteo derivados de
secuenciacion de alto rendimiento, permitiendo la identificacion de diferencias
significativas en la abundancia de taxones entre grupos experimentales mediante

modelos estadisticos robustos.
3. Resultados

En este estudio, se colectaron muestras de un total de 21 individuos varados de las
especies O. flavescens (ledbn marino sudamericano), A. australis (lobo fino), P.
blainvillei (delfin francsicana), P. spinipinnis (marsopa espinosa), P. dioptrica
(marsopa de anteojos), T. truncatus (tonina) y D. delphis (delfin comun) en los
departamentos de Montevideo, Canelones, Maldonado y Rocha, en Uruguay (Figura
2).

-56° -55;’30’ -55° -54°30" -54°

-34030'
-34°30'

Canelones

Maldonado

Montevideo OC,EW?O
Atldntico
w7 -
Rio de la
Plata
N América del
8 16.50 11 22 33 44 Sur
v P ™ ™™ ilometers
-5‘6" 55 30 _5‘55 -54‘°30' I:I
Uruguay
Referencias
O A. australis @ P. dioptrica
O D. delphis O P. spinipinnis
O O. flavescens O T. truncatus

O P. blainvillei

Figura 2. Ubicacion geografica donde colectaron las muestras intestinales, a partir de
Individuos varados a lo largo de la costa uruguaya (referidos por especie en las referencias)

y ubicacién de Uruguay en el continente Sudamericano, a la derecha.
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Se analiz6 la diversidad filogenética microbiana de 4 individuos de lobo fino, 3 de
ledn marino sudamericano, 7 delfin franciscana, 2 marsopa espinosa, 2 marsopa de
anteojos, 2 toninas y 1 delfin comun (Tabla 1). De estos 21 individuos se
muestrearon 10 hembras, 8 machos y 3 de sexo no identificado (NI). Obteniéndose
asi, un total de 58 muestras: 3 por individuo a excepcion de 2 ejemplares de la
marsopa de anteojos -de los que uno presenta tejido de la seccion 2y 3, y el otro de
la seccion 2- y un ejemplar de tonina del cual se obtuvo tejido s6lo de la segunda
seccion intestinal debido a la dificultad de muestreo y/o de contaminacién de

muestras descartadas.

Tabla 1. Datos obtenidos de los individuos muestreados con su respectiva identificacion,
especie, coordenadas geograficas, sexo (M: macho, H: hembra, NI: no identificado), largo

total y espesor de la capa de grasa.

Largo Espesor capa Numero de
Individuo Especie Latitud Longitud Sexo total (cm) de grasa (cm) muestras
A1 A. australis -34.829572 -55.940128 M 100 0.3 3
A2 A. australis -34.832131 -55.313589 NI 90 1.5 3
A3 A. australis -34.790187 -55.417661 NI 87 0.5 3
A4 A. australis -34.896918 -56.104506 NI 85 0.2 3
o1 O. flavescens -34.888522 -565.275743 M 170 1.0 3
02 O. flavescens -34.846037 -565.971247 M 211 2.8 3
03 O. flavescens -34.884049 -56.038538 M 220 3.0 3
P1 P. blainvillei -34.957989 -54.937258 H 127 25 3
P2 P. blainvillei -34.898892 -56.068316 H 126 24 3
P3 P. blainvillei -34.910588 -55.041869 H 140 1.9 3
P4 P. blainvillei -34.859402 -55.286102 H 120 25 3
P5 P. blainvillei -34.875704 -55.280202 M 109 0.7 3
P6 P. blainvillei -34.619925 -54.147829 H 125 2.0 3
P7 P. blainvillei -34.878088 -55.280186 H 145 2.0 3
PS1 P. spinipinnis  -34.878088 -55.280186 H 152 1.3 3
PS2 P. spinipinnis ~ -34.878088 -55.280186 M 182 - 3
PD1 P. dioptrica -34.345602 -53.775300 M - - 2
PD2 P. dioptrica -34.345602 -53.775300 M - - 1
TT1 T. truncatus -34.880212 -56.030660 M 186 - 1
TT2 T. truncatus -34.838304 -54.656387 H 208 1.7 3
DD1 D. delphis -34.868471 -56.007864 H 200 0.8 3
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3.1 Secuenciacion del gen 16S ARNr

De las 58 muestras secuenciadas, tras el control de calidad se obtuvieron un total
de 5.384.923 secuencias de la region V3-V4 del gen 16S ARNr . Estas presentaron
un minimo de 48.928 secuencias en la muestra 17_P3S2 , y un maximo de 151.907
en la muestra 34_PD2S2 y se identificaron 7.809 variantes de secuencia de
amplicon (ASVs) unicas. Estas ASVs representan las secuencias depuradas vy
corregidas por errores, proporcionando una mayor resolucién en la caracterizacion
de la diversidad microbiana en las muestras analizadas. En las curvas de
rarefaccion de la figura 3, se observd que la mayoria de las muestras alcanzaron la

meseta, lo que indica una adecuada profundidad de secuenciacion.

15001

Especies

A.australis
D.delphis
O flavescens
P.blainvillei

P.dioptrica

P.spinipinnis

1000 1

T.truncatus

N° de ASVs

500

6 50600 100‘000 150‘[)00
N° de lecturas

Figura 3. Curvas de rarefaccion de las muestras del estudio coloreadas por especies con su
respectivo ID, con el eje vertical representando el nimero de las variantes de secuencia del

amplicén (ASVs) y el numero de lecturas en el eje horizontal..
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De los recuentos totales de ASVs, los filos dominantes en las muestras de tejido
intestinal de todos los individuos varados fueron Firmicutes (45,8%), Proteobacterias
(30,8%), Fusobacteriota (16.6%) y Bacteroidota (2,30%). Dentro de los 10 filos mas
abundantes encontrados, los filos Firmicutes y Proteobacterias se presentaron en
todas las muestras analizadas, seguido de Fusobacteriota que si bien se ausentaron
en muestras puntuales, se encontraron en gran abundancia en otras. Otros filos
como Bacteroidota, Deferribacterota, Campylobacterota y Actinobacteriota se

encontraron en niumeros mas reducidos de muestras (Anexo, Fig. 1).

A nivel de géneros se observaron mas variaciones entre muestras. De los 15
géneros mas abundantes, Clostridium sensu stricto 1 (17,9%), Paeniclostridium
(12,8%), Photobacterium (11,6%) y Cetobacterium (11,5%) se encontraron en un
gran numero de muestras. Ademas, si bien algunos géneros como Proteus,
Shewanella y Helicobacter se encontraron en porcentajes bajos, si dominaron

muestras especificas (Anexo, Fig. 2).

3.2 Diversidad alfa de la comunidad total

En cuanto a la diversidad alfa de la comunidad microbiana intestinal total, el ledn
sudamericano (O. flavescens) fue la especie con mayor diversidad, presentando una
mediana cercana a 3 para el indice de Shannon, con una amplia dispersién lo que
indicaria gran variabilidad entre los individuos (Figura 4). En la Figura 5 se observa
que particularmente el individuo O2 presenta una gran variacion entre la diversidad
de sus 3 secciones, siendo la seccion 2 la mas diversa (4,78) (Anexo,Tabla S1). Por
otro lado, el lobo fino (A. australis) y el delfin comun (D. delphis) presentaron medias
similares cercanas a 2,00. A. australis mostr6 una amplia dispersion de sus
muestras, siendo la seccion del intestino medio del individuo A4 la mas diversa del
total de las 58 muestras, con un indice de Shannon de 5,18 y la seccion 1 del
individuo A2 la menos diversa del total con 0,42. P. blainvillei (delfin franciscana) y P.
spinipinnis (marsopa espinosa) presentaron diversidades similares (1,91 y 1,71), sin
embargo, el delfin franciscana muestra una mayor variabilidad en la diversidad de
sus muestras. A nivel intraindividual, individuos como P3 tienen una gran dispersion
en el valor de sus indices de Shannon presentando la seccién 2 un valor de 4,15 y

la tercera seccion 1,00, lo que sugiere una diferencia entre la diversidad de los
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distintos segmentos intestinales. Por su parte, P. dioptrica (marsopa de anteojos) y

T. truncatus (tonina) presentaron una mayor homogeneidad, con medias de 1,90 y

2,23 respectivamente.
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Figura 4. indices de biodiversidad de Shannon de microbiota intestinal para cada especie

de mamifero marino, donde cada punto representa una muestra y los colores identifican a

las distintas especies.
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Figura 5. indices de biodiversidad de Shannon de microbiota intestinal por individuo de 7
especies de mamiferos marinos, donde cada punto representa una seccion intestinal y los

colores identifican a las distintas especies.

A nivel de especie, el lebn sudamericano presentd mayor riqueza, con una media de
788 especies en el individuo O2 (Figura 6). La muestra 8 _02S2 (seccién media del
intestino) presenta un valor maximo de 1886 especies (Anexo, Tabla S1), seguido
del individuo A4 de lobo fino con 1426 especies también en su seccién media
intestinal. La marsopa de anteojos obtuvo una riqueza alta a nivel de especie siendo
el individuo PD2 el que presentd un mayor numero (454). Por otro lado, el delfin
franciscana, la tonina y el delfin comun presentaron valores similares y la marsopa
espinosa mostré la rigueza mas baja en la seccidn media del individuo PS1
(29_PS182).
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Especie

A. australis

D. delphis

O. flavescens

P. blainvillei

P. dioptrica

P. spinipinnis

I. truncatus

A1 A2 A3 AADD101 O2 O3 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 PD1PD2PS1PS2TT1TT2

Individuo

Figura 6. Riqueza de especies de microbiota intestinal halladas en cada individuo de 7

especies de mamiferos marinos. Cada especie se indica con distinto color.

3.3 Caracterizaciones y comparaciones entre secciones
intestinales

Para el analisis intraindividual, se obtuvieron secuenciaciones de tres secciones
intestinales diferentes de cada uno de los individuos en todas las especies. No se
encontraron diferencias significativas a nivel intraindividual en ninguna de las
especies a través del analisis PERMANOVA debido al tamafio de la muestra (una
sola muestra por seccién) lo que determind un numero muy limitado de
permutaciones impidiendo una interpretacién del p-valor de manera correcta. Por lo
que se utilizd un modelo estratificado por individuo que permite una mejor
estimacion de la significancia (Anexo, Tabla S2). Mediante este analisis tampoco se
observaron diferencias entre las secciones intestinales de los individuos, excepto en
el lobo fino donde si bien se obtuvo un p-valor de 0,02, el F fue bajo (0.71), por lo
que se sugiere que la presencia de diferencias seria muy sutil. A la hora de

caracterizar las estructuras de las comunidades microbianas, a nivel de filos, todas
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embargo, si se pudo identificar una diversidad a nivel de género en algunos
aspectos de las comunidades microbianas a pesar de no presentar significancias
estadisticas. Estas variaciones se describen en la caracterizacion y comparacion de

cada individuo para cada una de las especies en la seccion 3.5.

Para el delfin comun (especie de la cual se muestred soélo un ejemplar) las distintas
secciones tampoco se diferenciaron significativamente en su estructura. Sin
embargo se observaron particularidades en cada una. Las tres secciones
presentaron bacterias del género Cetfobacterium, identificando la especie
Cetobacterium ceti en gran abundancia. Ademas, presentaron Photobacterium
(reportandose la especie Photobacterium damselae). En cuanto a las
particularidades de cada seccion, se encontré abundancia de Paraclostidium y
bacterias del género Romboutsia particularmente la especie R. lituseburensis en la
seccion 1, asi como Clostridium sensu stricto 1y C. butyricum. Para la seccion 2 se
reportd particularmente bacterias del género Vibrio (identificando la especie V.
parahaemolyticus), Actinobacillus, Catenococcus y Photobacterium damselae. Por
ultimo, la seccién 3 ademas de los géneros que ya mencionados en comun para
todas las secciones, se identifico gran abundancia de bacterias del género
Clostridium sensu stricto 1, Edwarsiella, Bacteroides y especies como
Photobacterium damselae, Cetobacterium ceti y C. somerae. Por ultimo, para el
unico individuo de D. delphis muestreado, en la regién 1 se identifico la presencia de
Escherichia-Shigella, Photobacterium demselae y Fusobacterium mortiferum,

bacterias descritas como patogenos.

3.4 Caracterizaciones y comparaciones intraespecificas

Luego de comparar las diferentes secciones intestinales intraindividuales, se realizé
una caracterizaciéon de cada uno de los individuos de cada especie de este estudio,
para comparar las estructuras de los mismos y evaluar si hay diferencias entre
individuos de una misma especie asociados a sus condiciones fisioldgicas
individuales y su estado de salud. En relacion a esto, se identifico la presencia de
bacterias descritas anteriormente como posibles patégenos en las estructuras

individuales.
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La especie D. delphis no se incluye en esta seccion debido a la presencia de un solo

individuo. La caracterizacion de sus secciones se presenta en la seccion 3.5.7.

3.4.1 Arctocephalus australis

En cuanto a la estructura de la comunidad microbiana de cada individuo, se
encontraron diferencias muy significativas (F(3,8)= 3,86, p= 0,007) a nivel
intraespecifico, a través del analisis NMDS (con un valor de stress de 0,102) (Figura
7A). Estas diferencias pueden observarse también en la Figura 8B donde el
individuo A1 presentd en su primera seccidbn una gran abundancia de
Cetobacterium, dentro de las cuales se identificd la especie Cetobacterium ceti. Por
otro lado, en la tercera seccidén se encontraron bacterias pertenecientes a la familia
Ruminococcaceae (identificada como UCG-005), siendo el unico individuo que las
presentd. A2 reporté abundancia de Clostridium sensu stricto 7 en sus tres
secciones, presentando la seccidon 3 bacterias Escherichia-Shigella. A3 compartié su
dominancia entre Clostridium sensu stricto 2 (donde se identificé la especie C.
frigidicarnis en mayor abundancia) y Clostridium sensu stricto 1, y presentd en su
seccion 2 y 3 bacterias del género Moellerella (identificandose la especie M.
wisconsensis). Por ultimo, el individuo A4 present6 en sus dos primeras secciones
bacterias del género Romboustia en gran abundancia (particularmente de la especie
R. sedimentorum), Photobacterium y Vibrio, y la ultima seccion se diferencio

presentando bacterias del género Helicobacter, Mucispirillum y Bacteroides.

Dentro de los géneros mas abundantes encontrados para el lobo fino, se detecté la
presencia de bacterias descritas como posibles patégenos en otros estudios de
mamiferos marinos. Para el género Clostridium sensu stricto 1 la bacteria
Clostridium perfringens se encontré en baja abundancia en las muestras A1S1 y
A3S1. Escherichia/Shigella se identificé en gran abundancia en la seccién 3 del
individuo A2 y en menor cantidad en los individuo A3S1, A3S2 y A4S3. Moellerella
wisconsensis que ha sido identificado como patégeno esporadicamente en aves y
mamiferos, se encontré en gran abundancia en el individuo A3. Ademas, para este

individuo también se identificé la presencia de Morganella morganii.
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3.4.2 Otaria flavescens

El le6bn sudamericano presentd una diferencia significativa intraespecifica (F(2,6)=
4,62, p= 0,005) relacionada a la comunidad microbiana individual de cada uno de
los individuos, que se refuerza con el andlisis NMDS (stress= 0,08) donde se
observa la separacion de los individuos. (Figura 7B). El individuo O1 tuvo gran
abundancia de bacterias del género Edwarsiella (identificandose la especie
Edwardsiella tarda) y en su seccion 3 y bacterias del género Hathewaya (con gran
abundancia de Hathewaya limosa). El individuo O2 presentd Clostridium sensu
stricto 1 en sus tres secciones, pero fue el unico individuo que presenté bacterias
Pseudoalteromonas en su seccion media. Por otro lado, el individuo O3 presentd
Peptostreptococcus en sus 3 secciones, en la primera seccion gran abundancia de
Clostridium sensu stricto 4 (particularmente bacterias de la especie fallax) y en la
seccion 1y 3 Alloprevotella, Helicobacter y Eubacterium fissicatena siendo el unico

individuo que contuvo esas bacterias en su estructura (Figura 9B).

En cuanto a la identificacion de posibles patégenos, en el individuo O1 se observo
una gran abundancia de Edwardsiella tarda y en la seccion media de este individuo,
también se encontré abundancia de Fusobacterium mortiferum. Por otro lado, en el
individuo O2 se encontré Photobacterium damselae. En el individuo O3, se
determiné la abundancia de Clostridium perfringens, particularmente en su seccion
2.

3.4.3 Pontoporia blainvillei

A nivel global de la especie, los individuos se diferenciaron significativamente en sus
composiciones microbianas (F(6,14)= 3,73, p= 0,001). El test de pares no reveld
diferencias entre individuos puntuales de delfin franciscana (Anexo, Tabla S3) lo
cual puede deberse al bajo tamafio de la muestra. Sin embargo, a través del analisis
NMDS (stress= 0,130), se observdé cémo los individuos P1, P2, P4 y P6 presentan
estructuras unicas, mientras que los individuos P3, P5 y P7 se solapan entre si
compartiendo similitudes en la composicion bacteriana (Figura 7C). Particularmente,
los individuos P1 y P6 presentaron gran abundancia de Paeniclostridium en sus tres

secciones, al igual que Clostridium sensu stricto 1, el cual también se observé en
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mayor o menor abundancia en al menos una seccion de todos los individuos (Figura
10B). El individuo P3, mostré una gran abundancia de Cetobacterium ceti en su
seccion 1y 3 y fue el unico individuo en el que se encontrd el género Massilia. Por
otra parte, se registr6 una gran abundancia de Photobacterium damselae en los
individuos P7 y P5. P2 fue el unico individuo que presenté bacterias del género
Romboutsia y P5 el unico que presentd Actinobacillus, dentro de las cuales se
identificd Actinobacillus delphinicola. P4 en su seccion S1 presentd una gran
dominancia de bacterias del género Acinetobacter donde una de las especies
identificadas mas abundantes fue Acinetobacter Iwoffii. Por ultimo, otros géneros
como Tyzerella fueron abundantes en muestras particulares como P1S3, o

Shewanella que presentd gran abundancia en el individuo P4.

En cuanto a las bacterias patégenas, se encontré Photobacterium damselae en P3 'y
Fusobacterium mortiferum en P2. En el individuo P5 se encontr6 abundancia de
Campylobacter insulaenigrae particularmente en la seccion 3 y abundancia de

Actinobacillus delphinicola en las secciones 1y 2.

3.4.4 Tursiops truncatus

La unica muestra del individuo TT1, que pertenece a la seccion media del intestino,
presenté gran abundancia de bacterias del género Catenococcus y Cetobacterium.
Ademas, se identifico un porcentaje significativo del género Vibrio (particularmente
la especie V. parahaemolyticus) asi como también Clostridium sensu stricto 1, C.
perfringens y C. somerae (Figura 11B). Por otro lado, el individuo TT2 mostro
abundancia de Morganella (identificandose hasta nivel de especie como M.
morganii) y gran dominancia de Proteus en sus 3 secciones. En la seccién 2 y 3
ademas se identifico Edwardsiella tarda, Enterococcus faecium, Citrobacter, y en S1
y S3 bacterias del género Shewanella. Sin embargo, no se identificaron diferencias
significativas en cuanto a la composicion de la estructura microbiana de cada
individuo (F(1,2)= 4,25, p= 0,25).

En esta especie, se identificaron varias especies que se han reportado como
patdégenos en diversas ocasiones: Clostridium perfringens en el individuo TT1,

Morganella morganii, Enterococcus faecium y Edwarsiella tarda en el individuo TT2.
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3.4.5 Phocoena spinipinnis

A nivel intraespecifico, no se observaron diferencias significativas en cuanto a la
composicion de los dos individuos (F(1,4)= 15,22, p= 0,10). Sin embargo, a nivel de
composicién el individuo PS1 presentd en sus tres secciones abundancia de
Paeniclostridium y Clostridium sensu stricto 1 pero en la seccién 3 tuvo
particularidades como la presencia de Photobacterium (identificandose la especie
Photobacterium damselae), Actinobacillus y gran abundancia de Shewanella (Figura
12B). En el individuo PS2, se observé abundancia de Cetobacterium
(particularmente la especie Cetobacterium ceti) y bacterias del género
Photobacterium (encontrandose en gran abundancia la especie Photobacterium
damselae) en las tres secciones, asi como Clostridium sensu stricto 1. La seccidn
3, presentd ademas menor abundancia de Fusobacterium (reportandose la especie
mortiferum), Bacteroides y Paraclostridium. Sobre posibles patégenos, en PS1 se
reportd Actinobacillus delphinicola y PS2 presentd gran abundancia de
Photobacterium damselae (al igual que la seccion 3 del individuo PS1) y también de

Fusobacterium mortiferum.
3.4.6 Phocoena dioptrica

Para esta especie no se encontraron diferencias significativas entre los dos
individuos (F(1,1)= 0,41, p= 0,667). A pesar de esto, si se identificaron variaciones
en la composicidén de la estructura de cada individuo (Figura 13B). El individuo PD1,
presentd bacterias de los géneros Clostridium sensu stricto 1y Paeniclostridium en
sus dos secciones, pero con mayor porcentaje en la seccion 2. En esta seccion
ademas, se reporté baja abundancia de bacterias Sphingobium. En la seccién 3, se
identificaron Actinobacillus, Plesiomonas y gran abundancia de Photobacterium
(principalmente la especie Photobacterium damselae) y Paraclostridium. El individuo
PD2, presentd6 géneros mas diversos, sin embargo comparti6 abundancia de
Paeniclostridium, Photobacterium, Paraclostridium y Clostridium sensu stricto 1 con
el individuo P1, pero se diferenci6 de este presentando abundancia de

Streptococcus pseudopneumoniae.
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En PD1 se identificaron bacterias patdégenas como Plesiomonas shigelloides y
Photobacterium damselae en gran abundancia en la seccion 3, y Actinobacillus

delphinicola en menor proporcion. Para PD2 solo se reporté baja abundancia de
Photobacterium damselae.
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Figura 7. Analisis NMDS de los microbiomas de las especies de mamiferos marinos donde
se muestran las distancias y solapamientos de las estructuras de cada individuo. Se
incluyen las especies con mas de 2 individuos muestreados: A) A. australis, B) O.
flavescens, C) P. blainvillei.
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3.5 Caracterizacion y comparaciones interespecificas
Una vez analizadas las estructuras individuales dentro de cada una de las especies,
se caracterizé de forma general cada especie a nivel de filo y género bacteriano con
el fin de comparar las composiciones microbianas entre las especies y entre grupos

de interés asociados a los habitats troficos y los 6rdenes taxondmicos.

3.5.1 Caracterizacion de la estructura microbiana de Arctocephalus australis

Se analizaron un total de 12 muestras de 4 individuos de lobo fino. En cuanto a los 4
filos mas abundantes en el total de las muestras, Firmicutes fue dominante, seguido
de Proteobacterias, Fusobacteriota y Campylobacterota (Figura 8A). Todas las
muestras presentaron bacterias de los filos Firmicutes y Proteobacterias, mientras
que las Fusobacteriota se ausentaron en los individuos A2 y A3, pero estuvieron
presentes en las demas muestras. Los individuos A1 y A4 presentaron filos
Campylobacterota, u otros que solo se encontraron en abundancia en muestras
especificas como Spirochaetota en la muestra A4S3. Para la asignacién taxonémica
a nivel de géneros, Clostridium sensu stricto 7 presentd mayor abundancia con un
22,1%, Clostridium sensu stricto 1 (17,6%), Clostridium sensu stricto 2 (9,37%),
Photobacterium (9,28%) y Cetobacterium (5,4%), seguido de otros géneros con

menor abundancia (Figura 8B).
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Figura 8. A) Abundancia relativa de filos de microbiota intestinal para A. australis. B)
Abundancia relativa de géneros de microbiota intestinal en cada muestra. Los diferentes
individuos de A. australis se enumeran precedidos por la letra A y las secciones por la letra

S. Las lineas negras delimitan los individuos.

3.5.2 Caracterizacion de la estructura microbiana de Otaria flavescens

A nivel de filos en los tres individuos muestreados del leén sudamericano Firmicutes
fue el mas abundante, seguido de Fusobacteriotas, Proteobacterias y Bacteroidota
(Figura 9A). A nivel de géneros (Figura 14), Fusobacterium se encontrdé en un
23,3%, Clostridium sensu stricto 1 con un 15,7%, Bacteroides con 9,58%, seguido

de Cetobacterium con un 7,18% y Edwardsiella con 5,67% (Figura 9B).
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Figura 9. A) Abundancia relativa de filos de microbiota intestinal para O. flavescens. B)

0.00

Abundancia relativa de géneros de microbiota intestinal en cada muestra. Los diferentes
individuos de O. flavescens se enumeran precedidos por la letra O y las secciones por la
letra S. Las lineas negras delimitan las tres muestras de cada individuo.

3.5.3 Caracterizacion de la estructura microbiana de Pontoporia blainvillei

Se secuenciaron 21 muestras en total de delfin franciscana correspondientes a 7
individuos. Para los filos taxondmicos se observdé una gran dominancia de
Firmicutes y la presencia de Proteobacterias en todas las muestras, seguido por la
presencia de Fusobacteriota en la mayoria de los individuos. Ademas,
Actinobacteriota se encontré en baja proporcion en el individuo P2 y P5, al igual que
otros filos de abundancias muy bajas (Figura 10A). A nivel de géneros, las muestras
estudiadas para esta especie presentaron una gran diversidad, siendo las
principales, Paeniclostridium (dominancia del 25%), seguido de Clostridium sensu
stricto 1 21.8%, Photobacterium 18.1% y Cetobacterium 10.45% (Figura 10B).
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Abundancia relativa de géneros de microbiota intestinal en cada muestra.. Los diferentes
individuos de P. blainvillei se enumeran precedidos por la letra P y las secciones por la letra

S. Las lineas negras delimitan las tres muestras de cada individuo.

3.5.4 Caracterizacioén de la estructura microbiana de Tursiops truncatus

Se secuenciaron muestras de dos individuos de tonina: la seccion media del
individuo TT1 y las tres secciones del individuo TT2. El filo predominante en las
muestras totales fueron las Proteobacterias (70%), seguidas de Fusobacterias,
Firmicutes y por ultimo otros filos en porcentajes muy bajos (Figura 11A). En las 4
muestras el filo predominante fue Proteobacteria, y en todas se vié la presencia de
los 3 filos mencionados. A nivel de géneros (Figura 11B) el mas abundante fue
Proteus (33,1%), seguido de Citrobacter (12,7%), Cetobacterium (9,46%) vy
Morganella con el 9,28%, Catenococcus (8,80%), Clostridium sensu stricto 1

(7,50%), Fusobacterium (7,17%) seguidos de otros con menor abundancia.
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Figura 11. A) Abundancia relativa de filos de microbiota intestinal para T. fruncatus. B)
Abundancia relativa de géneros de microbiota intestinal en cada muestra. Los diferentes
individuos de T. truncatus se enumeran precedidos por las letras TT y las secciones por la

letra S. Las lineas negras delimitan los individuos.

3.5.5 Caracterizacioén de la estructura microbiana de Phocoena spinipinnis

Para las 6 muestras de 2 individuos de marsopa espinosa, se encontré gran
dominancia de Firmicutes, Proteobacterias y Fusobacteriota y muy baja dominancia
de otros filos restantes (entre 0,01% y 0,15%) (Figura 12A). A nivel de géneros,
Clostridium sensu stricto 1 dominé el total de las muestras con un 29,5%, seguido
de Paeniclostridium con 27,2%, Cetobacterium con 19,9%, Photobacterium 16,0%

y otros géneros en menor abundancia (Figura 12B).
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Figura 12. A) Abundancia relativa de filos de microbiota intestinal para P. spinipinnis. B)
Abundancia relativa de géneros de microbiota intestinal en cada muestra Los diferentes
individuos de P. spinipinnis. se enumeran precedidos por las letras PS y las secciones por la

letra S. Las lineas negras delimitan los individuos.

3.5.6 Caracterizacioén de la estructura microbiana de Phocoena dioptrica

Se secuenciaron 3 muestras de marsopa de anteojos, la seccion media y final para
PD1 y seccién media para PD2. Las tres estuvieron dominadas por Proteobacterias
(76%), un menor porcentaje de Firmicutes y una abundancia minima de otros filos
en menor proporcion (Figura 13A). En cuanto a los géneros, a nivel global hubo un
gran porcentaje de lecturas que no pudieron ser asignadas taxonédmicamente (NA)
(82%), luego se identificaron bacterias del género Photobacterium (6,29%),
Paraclostridium (3,70%), Paeniclostridium (3,26%), Clostridium sensu stricto 1 (1,56

%) entre otros de menor abundancia (Figura 13B).
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Figura 13. A) Abundancia relativa de filos de microbiota intestinal para P. dioptrica. B)
Abundancia relativa de géneros de microbiota intestinal en cada muestra de P. dioptrica. Los
diferentes individuos de P. dioptrica. se enumeran precedidos por las letras PD y las

secciones por la letra S. Las lineas negras delimitan los individuos.

3.5.7 Caracterizacion de la estructura microbiana de Delphinus delphis

Para el delfin comun se colectaron muestras de un solo individuo debido a que es
una especie poco comun en los varamientos. Este individuo presentaba una gran
dominancia de bacterias del filo Fusobacterias, aunque en menor proporcion que las
demas especies, seguido de Firmicutes y Proteobacterias, con otros filos en menor
proporcién (Figura 14A). Las dos primeras secciones presentaron dominancia de
estos tres filos principales y la seccion 3 presenté abundancia de Bacteroidota. A
nivel de género (Figura 14B), Cetobacterium (44,0%), Clostridium sensu stricto 1
(10,9%), Photobacterium (10,1%), Paeniclostridium (9,48%), Edwardsiella (5,52%),
Bacteroides (3,66%), seguido de Paraclostridium (3,43%) y otros géneros en menor

porcentaje.
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Figura 14. A) Abundancia relativa de filos de microbiota intestinal para D. deplhis. B)
Abundancia relativa de géneros de microbiota intestinal en cada muestra de D. deplhis. Los
diferentes individuos de D. deplhis. se enumeran precedidos por las letras DD y las

secciones por la letra S. Las lineas negras delimitan los individuos.

3.6 Comparacion de la estructura microbiana entre las especies

En términos de filos, si bien los mas comunes fueron Firmicutes, Proteobacterias y
Fustobacterias, las dominancias y presencias variaron segun las especies. En el
lobo fino, el leén sudamericano y el delfin franciscana fueron dominantes las
bacterias del filos Firmicutes, seguidos de Fusobacterias y Proteobacterias, pero la
presencia de Bacteroidotas en el ledn sudamericano diferencia estas estructuras. En
cuanto a la tonina, el filo dominante fue Proteobacterias y Firmicutes represent6 un
menor porcentaje. Para las marsopas, la espinosa estuvo dominada por Firmicutes,
Proteobacterias y Fusobacterias, pero la marsopa de anteojos. presentd una
dominancia total de proteobacterias y un bajo porcentaje de Firmicutes. Por ultimo,
el delfin comun se diferencié de las demas especies reportando como filo dominante

a las Fusobacterias (Anexo, Fig. 1).
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A nivel global, se reportaron diferencias significativas entre las especies estudiadas
(F(6,51)= 2,43, p= 0,001). Las comparaciones entre pares permitieron determinar la
significancia estadistica entre sus composiciones microbianas. Los analisis post hoc
pareados revelaron que el delfin franciscana se diferencié significativamente en su
composicién microbiana respecto a la mayoria de las especies, incluyendo la tonina,
el lobo fino, el lebn sudamericano y la marsopa de anteojos . Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas con la marsopa espinosa ni con el delfin comun

sugiriendo composiciones mas similares entre estos grupos (Tabla 2).

De forma similar, la tonina presentd diferencias significativas con la marsopa
espinosa, el lobo fino y el ledn marino sudamericano, mientras que las diferencias
con la marsopa de anteojos y el delfin comun no fueron significativas. Ademas, la
marsopa espinosa mostré composiciones microbianas significativamente distintas
respecto a la marsopa de anteojos, al lobo fino y al ledn sudamericano, mientras

que el delfin comun so6lo se diferencio significativamente del lobo fino.

El NMDS mostré una diferenciacion en la composicion de la comunidad microbiana
intestinal entre las diferentes especies de mamiferos marinos (Figura 15) aunque
con un valor de stress = 0,242, lo que supone cierta pérdida de detalle. Sin
embargo, el analisis PERMANOVA confirmé estas diferencias significativas globales
entre las especies y los test por pares brindaron mas informacion sobre cuales son

aquellas especies que se solapan (Tabla 2).
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Figura 15. Analisis NMDS entre todos los individuos y especies del estudio, identificadas

con el ID de cada muestra y referenciando especies por color.
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Tabla 2. Test por pares entre especies de mamiferos marinos muestreadas, con sus

respectivos valores de R?,

F, p-valor y significancia estadistica donde

significancia y “ns” no significativo

I3

representa

Comparacion entre especies R? F p-valor Significancia
P. blainvillei vs T. truncatus 0,11252 2,9161 0,001 *
P. blainvillei vs P. spinipinnis 0,03527 0,9139 0,457 ns
P. blainvillei vs P. dioptrica 0,08918 2,1541 0,009 *
P. blainvillei vs A. australis 0,09933 3,4187 0,001 *
P. blainvillei vs O. flavescens 0,09724 3,0158 0,001 *
P. blainvillei vs D. delphis 0,06288 1,4763 0,115 ns
T. truncatus vs P. spinipinnis 0,28819 3,239 0,019 *
T. truncatus vs P. dioptrica 0,36139 2,8295 0,067 ns
T. truncatus vs A. australis 0,1589 2,6449 0,001 *
T. truncatus vs O. flavescens 0,18149 2,439 0,009 *
T. truncatus vs D. delphis 0,34555 2,64 0,091 ns
P. spinipinnis vs P. dioptrica 0,27495 2,6545 0,033 *
P. spinipinnis vs O. flavescens 0,17209 2,7022 0,014 *
P. spinipinnis vs A. australis 0,15757 2,9927 0,002 *
P. spinipinnis vs D. delphis 0,14579 1,1947 0,347 ns
P. dioptrica vs A. australis 0,14447 2,1953 0,008 *
P. dioptrica vs O. flavescens 0,18609 2,2864 0,018 *
P. dioptrica vs D. delphis 0,39158 2,5744 0,1 ns
A. australis vs O. flavescens 0,12473 2,7075 0,002 *
A. australis vs D. delphis 0,13692 2,0624 0,015 *
O. flavescens vs D. delphis 0,14695 1,7226 0,067 ns
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3.6.1 Comparaciones entre cetaceos y pinnipedos

En cuanto a los dos grandes grupos taxonomicos: cetaceos y pinnipedos, existen
diferencias significativas en la composicién de su microbioma (F(1,566)= 3,58, p=
0,001), visibles en el analisis NMDS (Figura 16). Sin embargo, el valor de R? del
analisis PERMANOVA es relativamente pequefo (6%). Esto sugiere que aunque la
diferencia es significativa, solo una pequefia proporcion de la variabilidad en la
estructura microbiana se puede explicar por la variable de los grupos taxonémicos.
El analisis de homogeneidad de la dispersion multivariada mostré que no hubo
diferencias significativas en la dispersion interna entre los grupos, con valores
promedio de distancia a la mediana de 0,62 y 0,65, respectivamente (F(1,56)= 2,38,
p= 0,13). Por lo tanto, las diferencias detectadas por PERMANOVA no se atribuyen

a diferencias en la variabilidad interna de los grupos.

Las bacterias de los géneros Photobacterium, Paeniclostridium, Vibrio y Shewanella
estuvieron mas asociadas a la estructuras microbianas de cetaceos, mientras que
los pinnipedos se diferenciaron presentando como géneros mas abundantes a

Clostridium sensu stricto 1, Romboutsia 'y Epulopiscium.
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Figura 16. Analisis NMDS de todos los individuos y especies del estudio, identificadas con
el ID de cada muestra y referenciando con distinto color ambos grupos taxondémicos

(cetaceos y pinnipedos).

3.6.2 Comparaciones entre especies con habitos costeros y pelagicos

Las especies de habitos alimentarios costeros difirieron significativamente en la
composicién microbiana de las especies con alimentacion pelagica (F(1,56)= 2,89,
p= 0,001) con un valor de R?en el analisis PERMANOVA bajo (0,049). Por otro lado,
el test de permutacién determiné que no hubo diferencias significativas en la
dispersidon entre los habitos ecoldgicos (F(1,56)= 0,58, p= 0,49), lo que refuerza la
idea de que las diferencias significativas entre los grupos provienen de su

composicién microbiana y de la dispersion de las muestras.

Ambos grupos de especies si bien tienen zonas de solapamiento, debido a la baja
significancia entre las estructuras microbianas de algunas especies, presentan una
separacion visible sobre todo asociada al lobo fino y la marsopa de anteojos (Figura
17). Las especies costeras estan mas asociadas a bacterias de los géneros
Clostridium sensu stricto 1, Escherichia-Shigella'y Photobacterium, mientras que las

especies pelagicas se asociaron a Paeniclostridium, Shewanella, aunque también
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Figura 17. Analisis NMDS de todos los individuos y especies del estudio, identificadas con
el ID de cada muestra y referenciando especies por especies costeras (en azul) y pelagicas

(en rojo).

Si bien se observd una gran diferencia entre las comunidades microbianas de las 7
especies de este estudio, algunas presentaron un mayor grado de similitud entre si
compartiendo géneros dominantes y la presencia de bacterias identificadas como
patogenos. En la Figura 18, se presenta un resumen grafico de los principales

hallazgos por especie.

45



L L URUGUAY et ik i
'y e (C G ambiencates Geodiencias

UNIVERSIDAD ‘ FACULTAD DE ol & =s 1 centrode J\
= Ministerio bc
M Okuouar CIENCIAS ‘?% de Educaciény Cultura @" - e C on cloncas \0( PEDECIBA
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Clostridium sensu stricto 7, 1y 2 Moellerella
Photobacterium wisconsensis
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A. australis

Fusobacterium Edwardsiella tarda
Clostridium sensu stricto 1 Hathewaya limosa

Bacteroides Clostridium perfringens

O. flavescens

Paeniclostridium Photobacterium damselae
Clostridium sensu stricto 1 Fusobacterium mortiferum
Campylobacter insulaenigrae

Photobacterium

P. blainvillei Actinobacillus delphinicola
Vibrio paraﬁaemcfyﬁcus
Proteus Edwardsiella tarda
Citrobacter Morganella morganii
Cetobacterium Enterococcus faecium

T. truncatus
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Streptococcus pseudopneumoniae
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Figura 18. Resumen gréfico de los principales resultados por especie de mamifero marino,

con los géneros dominantes y los posibles patégenos identificados para cada una.
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En este estudio se caracterizé y analizé por primera vez la microbiota intestinal de
siete especies de mamiferos marinos varados en la costa uruguaya. Debido al rol
fundamental que cumple la microbiota en la salud de los individuos (Jin et al., 2017;
Paruch et al., 2019), estos resultados presentan una gran contribucion a un tépico
que esta en constante crecimiento a nivel mundial. Sin embargo, este tema aun se
encuentra poco desarrollado para los mamiferos marinos (Bik et al., 2016). Las
caracterizaciones y comparaciones de las comunidades microbianas de este
estudio, permitieron establecer una linea de base sobre coémo se componen estas
estructuras y la aparicidbn de posibles patdogenos en especies relevantes para

Uruguay.

Se analizé la estructura microbiana de 21 individuos de las especies A. australis, O.
flavescnes, P. blainvillei, P. spinipinnis, P. dioptrica, T. truncatus y D. delphis. Las
primeras tres, son especies que varan con frecuencia en las costas de Uruguay, ya
sea por la cercania de sus colonias reproductivas o por su alta mortalidad debido a
capturas incidentales asociadas a la pesca (Secchi et al. 2003; Del Bene et al.,
2006; Franco-Trecu et al. 2015). Las demas especies varan con menor frecuencia, a
pesar de su distribucion en la costa uruguaya, lo que explica el menor numero de
muestras de estas especies. Si bien el hecho de que los animales estuvieran
muertos implica que pudo haber ocurrido algun cambio minimo en la estructura
comunitaria, la imposibilidad de realizar un estudio de esta clase sin recurrir a
métodos invasivos y destructivos nos impuls6 a emplear esta estrategia para
establecer una primera aproximacion sobre este tema para las especies de

mamiferos marinos en Uruguay.

4.1 Composicion y diversidad de la microbiota

La composicion microbiana general en este estudio, se vio dominada por Firmicutes,
Proteobacterias, Fusobacteriota y Bacteroidota. Estos resultados coinciden con los
reportados en otros estudios de otras especies de mamiferos marinos (Nelson et al.
2013, 2015; Cicala et al., 2022; Pacheco-Sandoval et al., 2022). A nivel de géneros
se observaron mas variaciones entre muestras. Sin embargo, los géneros mas

abundantes en el conjunto global de las muestras fueron Clostridium sensu stricto 1,
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estudios en diferentes especies de focas y delfines, particularmente Clostridium
sensu stricto (Bai et al., 2021; Fan et al., 2024).

La diversidad alfa de la comunidad muestra una notable variabilidad tanto entre
especies como a nivel intraindividual. El lebn marino sudamericano se presenta
como la especie con mayor diversidad microbiana. La amplia dispersién de los
valores sugiere una marcada variabilidad entre individuos, lo que podria indicar que
existen influencias individuales que podrian estar asociadas a la dieta, el estado de
salud o factores ambientales, como ya se ha observado en investigaciones en otras
regiones (Banks et al., 2014; Sehnal et al. 2021; Bai et al., 2021). El lobo fino y el
delfin comun presentaron una diversidad similar, asi como el delfin franciscana y la
marsopa espinosa. El delfin franciscana presentd gran variabilidad individual en la
diversidad alfa, lo que sugiere una respuesta microbiana flexible a condiciones
internas del huésped coincidiendo con lo reportado en investigaciones realizadas en
delfines nariz de botella y orcas (Chiarello et al., 2017). La marsopa de anteojos y la
tonina muestran una mayor homogeneidad en sus indices de diversidad, lo que
podria responder a una microbiota intestinal mas estable o especializada en estas
especies. Sin embargo, estos hallazgos podrian estar relacionados también con la
baja cantidad de muestras para estas especies. En términos de riqueza, el leén
sudamericano y el lobo fino también fueron las especies que presentaron valores de
diversidad en su microbiota mas altos. Esta mayor diversidad microbiana podria
estar asociada a dietas mas variadas, estrategias troficas mixtas, o factores

ambientales y/o de salud de los individuos.
4.2 Comparaciones intraindividuales

Hasta el momento, son pocos los reportes que analizan las diferencias entre
distintas secciones del intestino en mamiferos marinos. En el presente estudio no se
observaron diferencias significativas en la estructura microbiana de las tres
secciones intestinales en ninguna de las especies, excepto A. australis que mostro
una leve diferenciacion respecto al resto. Esto sugiere una cierta homogeneidad en
la composicion bacteriana a lo largo del tracto intestinal en todas las especies, lo

que rechaza la cuarta prediccion asociada a la hipétesis planteada donde se inferia
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que las diferentes secciones del intestino, debido a sus distintas funciones, iban a
variar significativamente en la composiciéon microbiana. Resultados similares fueron
reportados por otros autores quienes no hallaron diferencias significativas entre las
secciones proximal y distal del intestino delgado de Cystophora cristata en Noruega.
Este patrén parece estar relacionado con una dieta basada en peces grasos, cuya
digestion ocurre principalmente en el intestino delgado (Acquarone et al., 2018).
Segun dicho estudio, esta dieta dejaria escaso material no digerido para una
degradacion microbiana diferencial en las secciones distales, lo que resultaria en
una microbiota relativamente uniforme. Ademas, el predominio de grupos
bacterianos asociados a estas funciones contribuiria a la uniformidad observada.
Esto podria explicar en cierta manera la alta similitud entre las secciones en el
presente estudio, donde si bien se observo diversidad de géneros entre algunas,
estos estan en muy baja proporcion, siendo opacados por géneros dominantes que
se comparten entre las 3 secciones. Por otro lado, Tian et al., (2020), encontraron
que las secciones posteriores del intestino eran mas diversas que el intestino interior
y que habia mayor similitud entre el duodeno y yeyuno. Lo que evidencia que si bien
pueden existir diferencias a lo largo del intestino, hay segmentos que son muy

similares.

Los resultados de nuestro analisis sugieren que la microbiota podria estar siendo
mas influenciada por factores individuales que por la segmentacion del intestino. Sin
embargo, debido a que este estudio presenta una primera linea de base del temay
el numero de muestras por seccion de cada individuo es bajo, se espera que futuras
investigaciones puedan aportar mas informacién con un mayor numero de muestras.
Esto permitird obtener resultados mas robustos sobre las diferencias en la
composicidén del microbioma a lo largo del intestino y permitira encontrar tendencias
en los géneros taxondmicos asociados a las distintas funcionalidades de cada

segmento.
4.3 Caracterizaciones y comparaciones intraespecificas
4.3.1 Semejanzas entre especies

El analisis de la microbiota intestinal de las distintas especies estudiadas mostré una

clara predominancia del filo Firmicutes, presente en el lobo fino, el ledn marino
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sudamericano, el delfin franciscana y comun, y ambas marsopas. Sin embargo en
esta ultima, se encontré en proporciones menores respecto a Proteobacteria, que
fue dominante al igual que en la tonina. Esta dominancia de Firmicutes, asociada a
la descomposicion de polisacaridos y carbohidratos complejos (Medeiros et al.,
2016; Sun et al., 2023), refuerza su papel clave en la digestién de los mamiferos
marinos. El orden Clostridiales, en particular géneros como Clostridium sensu
stricto, Paeniclostridium y Paraclostridium, fueron comunes en pinnipedos y
odontocetos y podrian estar relacionados con procesos de fermentacion y un papel
clave en la digestibilidad de la dieta de los individuos pero también tienen especies
reportadas como patdogenos responsables de enfermedades (Anderson et al., 2015;

Yang et al., 2019; Wang et al., 2021; Dong et al., 2025).

Las bacterias del filo Proteobacteria por su parte, pueden estar relacionadas con
interacciones ambientales y dietarias, ya que este filo incluye diversos géneros con
funciones potencialmente simbidticas y patogenas (Rizzatti et al., 2017). Asimismo,
se registrd la presencia de Fusobacteriota, dominante en el delfin comun y presente
en el ledn sudamericano, el delfin franciscana, la tonina y ambas marsopas. Esta
bacteria estaria probablemente asociada a la descomposicion de proteinas y
produccion de acidos grasos de cadena corta (Godoy-Vitorino et al., 2017; Li et al.,
2022). Otro patron comun fue la aparicion de Cetobacterium, un género comun en
ambientes acuaticos, hallado en todas las especies (excepto A. australis),
sugiriendo una posible relacién con la dieta o el ambiente marino (Bik et al., 2016;
Ramirez et al., 2018; Bai et al., 2021).

A nivel de género, varios taxones se repiten entre especies. Los géneros Clostridium
y Paeniclostridium y la presencia significativa de Photobacterium en especies como
el delfin franciscana, marsopa espinosa y de anteojos y delfin comun es también
relevante, ya que estas bacterias han sido previamente asociadas con ambientes
acuaticos y pueden estar relacionadas con la ingesta de presas como peces y
cefalépodos que forman parte de la dieta de estas especies (Labella et al., 2018; Li
et al., 2022).

Una caracteristica compartida entre todas las especies fue la alta variabilidad

individual en la composiciéon microbiana, incluso dentro de la misma especie. Esta
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salud, ubicacion geografica o nivel de estrés (Van Cise et al., 2020). En el lobo fino,
el leén marino y el delfin franciscana, esta variabilidad fue estadisticamente
significativa, aunque los analisis post hoc no siempre permitieron identificar
diferencias claras entre pares de individuos, probablemente debido al tamano
reducido de muestra. Sin embargo, para las marsopas y la tonina no se detectaron
diferencias entre las comunidades microbianas de los individuos en los andlisis, lo
que no podria atribuirse a una posible similitud entre la composicion, sino mas bien
al bajo numero de muestras que imposibilita estadisticas robustas y confiables. En
estos casos, el aumento en el tamafo de las muestras de estas especies nos
permitiria obtener conclusiones mas certeras y profundas sobre sus variabilidades

intraespecificas.
4.3.2 Diferencias entre especies

Las diferencias entre especies e individuos revelaron aspectos unicos: en el lobo
fino predominé Clostridium sensu stricto (7, 1 y 2), como se ha observado en otros
estudios donde bacterias del género Clostridium se han reportado como las mas
abundantes en esta especie Medeiros et al. (2016), y se detectdé en un individuo
(A3) la bacteria patégena Moellerella wisconsensis, registrada en escasos casos en
otros mamiferos terrestres ya que estd mas asociada a enfermedades en humanos
(Sandfort et al., 2002).

Para el lebn marino sudamericano, ademas de la dominancia de Fusobacterium, se
registro Edwardsiella tarda y Hathewaya limosa en O1, asociadas a sepsis (Cools et
al.,, 2013; Fernandez et al., 2024), asi como Clostridium perfringens en O3,
previamente reportada en esta especie (Hermosilla et al., 2018) y vinculada a
lesiones cutaneas e infecciones sistémicas (Danil et al.,, 2014; Fernandez et al.,
2024). Estos resultados evidencian una variabilidad significativa en la microbiota
intestinal del ledbn sudamericano, con diferencias intraespecificas notables que
podrian estar ligadas al estado de salud de cada individuo, como se propuso en la
tercera prediccion de la hipotesis, donde se preveia una variabilidad individual a
nivel de género en la microbiota intestinal, influenciada principalmente por el estado

de los individuos.

51



o B Ders ik @} S anycuus [IDCE G {o\( PEDECIBA
El delfin franciscana presento alta abundancia de Photobacterium damselae en P5y
P7, ademas de Fusobacterium mortiferum, Campylobacter insulaenigrae y
Actinobacillus delphinicola, todas con antecedentes patogénicos (Foster et al., 2004;
Li et al., 2022; Mesquita et al., 2024), siendo estos individuos los que también
mostraban signos de estrés como enmalles y escasa grasa corporal. P1, P2, P4y
P6 presentaron microbiotas distintivas, lo que sugiere que hay factores individuales
como por ejemplo el estado de salud, que estarian determinando estas diferencias.
En contraste, individuos como P3, P5 y P7 mostraron un solapamiento en su
composicion bacteriana, lo que podria reflejar similitudes en la dieta o exposicion
ambiental, o pertenencia a un mismo grupo social en tiempo y espacio. En su
conjunto, los resultados obtenidos en esta tesis aportan una vision detallada sobre
la estructura microbiana intestinal de P. blainvillei con un numero de individuos
relevante (n=7) en comparacion con estudios previos. La identificacién de posibles
patégenos asociados a animales con evidencia de haber vivido situaciones de
estrés resalta la necesidad de continuar investigando su impacto en la salud de la
especie. Estos hallazgos pueden contribuir a futuras estrategias de conservacion y
monitoreo de la salud de P blainvillei en su habitat natural teniendo en cuenta su

estatus critico de conservacion (IUCN 2022).

Para la tonina, los géneros presentes incluyeron Proteus, Citrobacter, Cetobacterium
y Morganella ya reportados anteriormente en delfines y otros mamiferos marinos
(Semenov y Terekhov, 2015; Fan et al., 2024); TT1 presenté Vibrio
parahaemolyticus, un patdbgeno marino frecuente (Goertz et al., 2013), mientras que
TT2 albergé Edwardsiella tarda, Morganella morganii y Enterococcus faecium,
también implicadas en infecciones (Cools et al.,, 2013; Medeiros et al., 2017,
Hermosilla et al., 2018; Bai et al.,, 2021; Fernandez et al., 2024), la presencia de
estos patdégenos en los individuos podria estar asociado a su estado de salud al
momento del varamiento y resalta la necesidad de investigar el impacto de estas

especies bacterianas en la salud de T. truncatus.

En la marsopa espinosa, se identificé Cetobacterium ceti en PS2, relacionado con la
produccion de vitamina B12 (Suzuki et al., 2022), y Photobacterium damselae y
Actinobacillus en PS1, asi como A. delphinicola, lo que refuerza la posible

asociacion con condiciones sanitarias desfavorables (Higgins, 2000).
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secuencias no asignadas taxonémicamente, lo que resalta la necesidad de ampliar
bases de datos de referencia para especies marinas. Se reporté una notable
abundancia de Photobacterium (especialmente P. damselae), ademas de
Streptococcus pseudopneumoniae en PD2 (Wessels et al., 2012) y Plesiomonas
shigelloides en PD1, previamente reportado en cetaceos (Pereira et al., 2008).
Ambos individuos compartian fecha y lugar de varamiento, lo que podria explicar la
similitud estructural observada estando posiblemente asociada a un mismo grupo

social o parentezco, compartiendo dieta y habitat.

Finalmente, el delfin comun al ser muestreado sélo un individuo no pudo
compararse a niveles intraespecificos, sin embargo presentoé una estructura diversa
a lo largo del tracto intestinal por lo que la composicion diferencial entre secciones
sugiere una especializacion microbiana. En la seccién 1, la presencia de
Paraclostridium 'y Romboutsia lituseburensis podria indicar una actividad
fermentativa importante en las primeras fases del tracto digestivo y una asociacién a
la ingesta de acidos grasos monoinsaturados (Yang et al., 2019; Selma-Royo et al.,
2021). La seccion 2 se caracterizé por la presencia de Vibrio parahaemolyticus y
Actinobacillus, microorganismos que pueden estar relacionados con infecciones
oportunistas y con el metabolismo de compuestos derivados de la dieta marina
(Buck y Spotte, 1986; Bossé et al., 2022). Ademas, en un estudio realizado en
Alaska en varias nutrias marinas del norte (Enhydra lutris kenyoni), una marsopa
comun (Phocoena phocoena) y una ballena beluga (Delphinapterus leucas), ha
reportado a Vibrio parahaemolyticus como un patdégeno fecal indicador de cambio
climatico debido a que prolifera a temperaturas mayores a 15 °C (Goertz et al.,
2013). El hallazgo de Escherichia-Shigella en la seccidn 1 es relevante debido a que
si bien es comun sobre todo en crias de mamiferos marinos (Chung et al., 2012),
también ha sido asociada a diarreas bacterianas (Khalil et al.,, 2018). Estos
resultados proporcionan una descripcién preliminar de la microbiota intestinal de D.
delphis siendo la primera caracterizacion microbiana de esta especie en Uruguay.
Sin embargo, la interpretacion de estos resultados debe realizarse con cautela, dado
que se basan en un solo individuo. Estudios futuros con una muestra mas amplia

podrian ayudar a confirmar estos hallazgos y evaluar variaciones interindividuales,
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de esta especie.

Se puede concluir que tanto la variabilidad intraespecifica asociada a fisiologias
individuales y salud del animal, asi como los casos individuales con afecciones
visibles o signos de desnutricion, como O1 (O. flavescens) y P5 (P. blainvillei) que
presentaron una mayor abundancia de bacterias potencialmente patdgenas,
respaldan la tercera prediccion de una relaciéon entre el estado de salud del

hospedador y su microbiota intestinal.
4.4 Comparaciones interespecificas

El analisis de la microbiota intestinal de las especies estudiadas reveld diferencias
significativas entre ellas, sugiriendo que factores como la filogenia, la ecologia y la
dieta podrian desempefiar un papel clave en la composicion microbiana como ya se
ha observado en otros estudios (Banks et al., 2014; Nishida y Ochman 2017; Kim et
al. 2020; Sehnal et al., 2021). Globalmente, se hallaron diferencias significativas
entre especies, lo que sugiere que la composicion microbiana intestinal no es
homogénea entre los mamiferos marinos analizados. Sin embargo, los test post hoc
mostraron que algunas especies presentan microbiotas similares, mientras que

otras exhiben diferenciaciones mas marcadas.

Uno de los hallazgos mas notables fue la composicion distintiva del delfin
franciscana en comparacion con la mayoria de las especies analizadas,
particularmente con la toninas, el lobo fino, el lebn sudamericano y la marsopa de
anteojos. Esto podria estar relacionado con su distribucién exclusivamente costera y
sus habitos tréficos especificos (Domit et al., 2022), los cuales podrian influir en la
seleccion y permanencia de ciertos taxones microbianos en su sistema digestivo.
Ademas, en cuanto a su diferencia con las especies de pinnipedos, el factor
taxondmico podria estar jugando un rol fundamental (Nelson et al., 2015; Bik et al.,
2016). En contraste, no se encontraron diferencias significativas entre el delfin
francisca, la marsopa espinosa, y el delfin comun, lo que sugiere composiciones
microbianas mas similares entre estos grupos. A pesar de que el delfin comun se ha
observado mas frecuentemente alejado de la costa (Loizaga et al. 2016), la

taxonomia estaria evidentemente jugando un papel fundamental.
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microbiota (Sofiez y Szteren, 2025), mostro diferencias significativas con la marsopa
espinosa, el lobo fino y el ledbn marino sudamericano. Sin embargo, las diferencias
con P. dioptrica y D. delphis no fueron significativas, lo que podria deberse a
solapamientos en la dieta o al intercambio de microorganismos en habitats
compartidos. Estudios comparativos entre toninas y otras especies, como delfines
listados (Stenella coeruleoalba), ya han reportado altas similitudes en la
composicion de la microbiota a nivel taxonémico de familias, diferenciandose por la

dominancia de Clostridiales en T. truncatus. (Abdelrhman et al., 2020).

Desde una perspectiva filogenética, se observaron diferencias significativas entre
los dos principales grupos taxonémicos: cetaceos y pinnipedos. Esta diferenciacion
también se evidencié en el NMDS, donde las muestras de lobo fino y ledbn marino
sudamericano se separaron visualmente de las especies de cetaceos. Sin embargo,
el bajo valor de R? sugiere que aunque la diferencia es estadisticamente
significativa, la variable taxondmica explica solo una pequefia proporcién de la
variabilidad en la microbiota intestinal total, algo muy comun en estudios de ecologia
microbiana en mamiferos (Abraham et al., 2024) debido a que la composicién puede
depender de muchos factores a la vez. Estos resultados respaldan la segunda
prediccion establecida en la hipdtesis, donde se esperaban similitudes entre
especies de los mismos grupos taxondmicos diferenciandose las composiciones
microbianas de cetaceos y pinnipedos. Observandose asi un rol fundamental de la
filogenia que ya ha sido reforzado por otros estudios anteriores (Nishida y Ochman
2017; Kim et al. 2020). Ademas, géneros especificos como Photobacterium y
Paeniclostridium contribuyeron a las diferencias entre cetaceos y pinnipedos lo que
podria estar relacionado con la fisiologia digestiva de cada grupo y su exposicién a

distintas fuentes de alimento y ambientes microbianos.

Otro factor evaluado fue la influencia de los habitos alimentarios sobre la microbiota
intestinal. Las especies costeras (P. blainvillei, O. flavescens, P. spinipinnis'y T.
truncatus) se diferenciaron de las especies con habitos mas pelagicos (A. australis,
D. delphis y P. dioptrica), respaldando la primera prediccion de la hipétesis. El bajo
valor de R? estaria indicando que el habito alimentario influye en la microbiota, pero

no es el principal factor determinante al igual que sucedid con el analisis
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determinadas bacterias, también hubo géneros que fueron comunes en ambos
grupos, lo que indica que ciertos taxones pueden estar presentes en diferentes

habitats pero con variaciones en sus proporciones relativas.

Estos resultados refuerzan la idea de que la composicidon microbiana intestinal en
las especies de mamiferos marinos esta influenciada por una combinacion de
factores filogenéticos, ecoldgicos y troficos (Ley et al., 2008; Nishida y Ochman
2017; Banks et al., 2014; Abdelrhman et al., 2020; Sehnal et al., 2021). A pesar de
las diferencias encontradas en la microbiota intestinal entre especies y grupos
funcionales, la baja variabilidad explicada por las relaciones taxondmicas y
ecologicas sugiere que otros factores asociados al propio individuo también
desempeian un papel fundamental en la configuracién de la microbiota intestinal de
estos organismos. Estos factores podrian incluir el contacto con fuentes
contaminantes, el estado corporal, la fisiologia digestiva individual y la salud (Delport
et al., 2016), diferenciando incluso individuos dentro de una misma especie. Un
estudio reciente en pinnipedos ha reportado que factores como la dieta y la historia
de vida de los individuos ejercen mas influencia en la estructura microbiana que la
propia filogenia (Pacheco-Sandoval et al., 2024). Sin embargo, aun no esta claro
qué factores modelan de mayor manera la estructura microbiana en los mamiferos
marinos, por lo que se espera que este documento sirva como refuerzo a las

investigaciones desarrolladas hasta el momento.

5. Conclusiones y perspectivas

Los resultados de esta investigacidn proporcionan por primera vez una linea de
base sobre el estudio de la microbiota intestinal en mamiferos marinos varados en

Uruguay.

La variabilidad en la composicion de estas estructuras resalta no solo la influencia
de factores ecoldgicos sino también fisiolégicos, taxonémicos y ambientales, los
cuales ejercen presion sobre las estructuras causando diferencias intraespecificas e
interespecificas. Esto subraya la importancia de continuar investigando estos

aspectos para mejorar la comprension de la ecologia microbiana de estas especies,

56


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2021.567408/full#B15

- UNIVERSIDAD \“.u;, FACULTAD DE 5 5 nisterio - H rammds
H.. MY SRR 0§ CIENCIAS {ﬁ ooy Cuttarn @ libce Gz \O( PEDECIBA
asi como también aspectos de su salud relacionados a posibles bacterias patoégenas

y como estos pueden modificar la composicidn microbiana.

Estos resultados podrian contribuir en aspectos relacionados a la conservacion de
los mamiferos marinos en Uruguay. Desde el disefio de distintas estrategias
basadas en indicadores microbianos de salud de las poblaciones hasta evaluar el
impacto de factores antropicos sobre los ecosistemas marinos a través de la
identificacion de bacterias de importancia. De esta manera, futuras investigaciones
podrian integrar estos conocimientos en el monitoreo ambiental y en la gestidén de
areas de importancia ecoldgica para estas especies como lo son las colonias

reproductivas de pinnipedos.

Por ultimo, seria de gran importancia seguir con estudios que evaluen la microbiota
a lo largo del tiempo en poblaciones especificas para proporcionar informacion
sobre tendencias a largo plazo y la resiliencia microbiana ante factores de estrés.
Ademas, estudiar la ecologia trofica a través de estas metodologias, asi como
también explorar la interaccion entre la microbiota y contaminantes para poder
comprender su impacto en la salud de los mamiferos marinos y su rol como
bioindicadores de la calidad ambiental. Estos esfuerzos sumados a los resultados
de este estudio, contribuirian significativamente al entendimiento de la microbiota
intestinal en el contexto de la conservacion y el manejo de los mamiferos marinos

en aguas uruguayas.
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Muestra

Fig. 1. Abundancia relativa de filos taxondmicos de todas las muestras totales del estudio

identificadas con sus respectivos ID.
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Fig. 2. Abundancia relativa de géneros taxondmicos de todas las muestras totales del

estudio identificadas con sus respectivos ID.
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Tabla S1. indices de diversidad de Shannon y riqueza de las muestras del estudio con sus

respectivos ID, nombre del individuo, especie y seccion intestinal.

Individuo ID Muestra Seccién Especie Shannon Riqueza

A1 10_A181 1 A.australis 1.93 87
A1 11_A1S2 2 A.australis 2.48 139
A1 12_A1S3 3 A.australis 3.77 155
A2 35 _A231 1 A.australis 0.42 44
A2 36_A2S2 2 A.australis 0.53 88
A2 37_A2S3 3 A.australis 1.33 41
A3 38_A3S1 1 A.australis 1.35 181
A3 39 _A3S2 2 A.australis 1.55 406
A3 40_A3S3 3 A.australis 1.78 151
A4 41_A481 1 A.australis 2.22 137
A4 42_A482 2 A.australis 5.18 1426
A4 43 A4S3 3 A.australis 3.18 480
DD1 53_DD1S1 1 D.delphis 1.97 96
DD1 54 DD1S2 2 D.delphis 1.27 78
DD1 55 DD1S3 3 D.delphis 3.24 137
o1 1_0131 1 O.flavescens 2.33 134
01 2_0182 2 O.flavescens 217 54
o1 3 0183 3 O.flavescens 2.08 40
02 7_0281 1 O.flavescens 2.58 425
02 8 0282 2 O.flavescens 4.78 1886
02 9_02S3 3 O.flavescens 2.20 52
o3 44 0351 1 O.flavescens 3.57 180
o3 45 0382 2 O.flavescens 3.29 470
o3 46_03S3 3 O.flavescens 3.48 186
P1 4 P1s1 1 P.blainvillei 1.32 96
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P1 5 P1S2 2 P.blainvillei 0.91 90
P1 6_P1S3 3 P.blainvillei 2.04 97
P2 13_P2S1 1 P.blainvillei 2.35 100
P2 14_P28S2 2 P.blainvillei 3.06 159
P2 15_P28S3 3 Pblainvillei 2.91 145
P3 16_P3S1 1 P.blainvillei 1.48 110
P3 17_P38S2 2 P.blainvillei 4.15 650
P3 18_P38S3 3 P.blainvillei 1.00 27
P4 19 _P4S1 1 P.blainvillei 1.74 56
P4 20_P4S2 2 P.blainvillei 1.46 33
P4 21_P4S3 3 P.blainvillei 1.83 36
P5 22_P581 1 P.blainvillei 3.44 205
P5 23 P5S2 2 P.blainvillei 1.54 46
P5 24 P5S3 3 P.blainvillei 2.23 40
P6 25_P6S1 1 P.blainvillei 1.71 62
P6 26_P6S2 2 P.blainvillei 1.36 87
P6 27_P6S3 3 P.blainvillei 1.01 39
P7 56_P7S1 1 P.blainvillei 1.46 39
P7 57_P7S2 2 P.blainvillei 1.82 118
P7 58 P7S3 3 P.blainvillei 1.22 27
PD1 30_PD1S2 2 P.dioptrica 2.02 433
PD1 33_PD1S3 3 P.dioptrica 1.91 49
PD2 34_PD2S2 2 P.dioptrica 1.76 454
PS1 29 PS1S2 2 P.spinipinnis 1.03 14
PS1 31_PS181 1 P.spinipinnis 1.16 34
PS1 32_PS1S3 3 P.spinipinnis 2.13 56
PS2 50_PS2S1 1 P.spinipinnis 1.90 43
PS2 51_PS282 2 P.spinipinnis 1.73 25
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PS2 52_PS2S3 3 P.spinipinnis 2.30 69
TT1 28 TT1S2 2 T.truncatus 2.02 47
TT2 47_TT281 1 Ttruncatus 212 399
TT2 48 TT2S2 2 T.truncatus 2.48 213
TT2 49 TT2S3 3 T.truncatus 2.29 128

Tabla S2. Resultados de los analisis PERMANOVA estratificado para las secciones
intestinales individuales, excepto para P. dioptrica debido a la ausencia de las tres

secciones intestinales para los individuos muestreados.

Especie F P-valor

A. australis 0.71 0.02
P. blainvillei 0.52 0.51
O. flavescens 0.03 0.82
T. truncatus 0.47 0.33
P. spinipinnis 0.03 0.11
D. delphis 1.49 0.66
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Tabla S3. Resultados de los analisis por pares post hoc de P. blainvillei.

 Ministerto iibce Cci e \Jo\( PEDECIBA

Comparacion F Pr(>F)
P2 vs P1 3.9286 0.1
P2 vs P3 1.8465 0.2
P2 vs P4 3.3713 0.1
P2 vs P5 1.5229 0.2
P2 vs P6 3.4344 0.1
P2 vs P7 3.5738 0.1
P3 vs P1 4.708 0.1
P3 vs P4 4.222 0.1
P3 vs P5 1.1399 0.4
P3 vs P6 5.254 0.1
P3 vs P7 41677 0.1
P4 vs P1 6.1669 0.1
P4 vs P5 3.851 0.1
P4 vs P6 6.9979 0.1
P4 vs P7 6.710 0.1
P5 vs P1 4.3606 0.1
P5 vs P6 4.627 0.1
P5 vs P7 2.1495 0.3
P6 vs P1 3.5207 0.1
P6 vs P7 6.4554 0.1
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