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外排泵抑制剂对海水养殖源弧菌酰胺醇类药物

耐药性的影响
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(1. 中国水产科学研究院东海水产研究所，农业部东海渔业资源开发利用重点实验室，上海    200090；
2. 上海海洋大学水产与生命学院，上海    201306)

摘要：通过检测从海水养殖中分离的对氟苯尼考低敏感弧菌菌株中常见酰胺醇耐药基因
的携带情况，来分析外排泵抑制剂对弧菌酰胺醇耐药性的影响，旨在研究主动外排机制
在我国海水养殖源弧菌耐药中的作用。本研究从前期分离的海水养殖源弧菌中挑选出
41株对氟苯尼考低敏感的菌株，运用琼脂稀释法测定了这些菌株对酰胺醇类药物(氯霉
素和氟苯尼考)的敏感性；利用PCR方法检测了这些菌株的酰胺醇外排泵耐药基因和整合
子的携带情况，包括外排泵基因 floR、cmlA、pexA、 fexA、 fexB和optrA，以及 Int1、
SXT和ISCR1整合子相关基因；同时研究4种外排泵抑制剂对弧菌氯霉素、氟苯尼考最小
抑菌浓度(MIC)的影响，利用琼脂稀释法检测41株弧菌分别加入甲基吡咯烷酮(N-methyl-
2-pyrrolidone，NMP)、利血平(reserpine)、羰基氰氯苯腙(carbonyl cyanide m-chlorophenyl
hydrazone，CCCP)和苯丙氨酸-精氨酸-β萘酰胺(Phe-Arg-β-naphthylamide，PAβN)4种外排
泵抑制剂前后对氯霉素和氟苯尼考的MIC值的变化情况。副溶血弧菌(14株)、溶藻弧菌
(17株)、哈维氏弧菌(8株)、创伤弧菌(2株)共41株氟苯尼考低敏感弧菌敏感度检测结果显
示，氟苯尼考耐药菌株39株、氯霉素耐药菌株11 株。41株氟苯尼考低敏感弧菌菌株中，
酰胺醇类外排泵基因floR检出率为100%，而cmlA的检出率仅为17.1%，其他4个外排泵基
因均未检出；整合子相关基因Int1、SXT和ISCR1的检出率分别为46.3% (19/41)、46.3%
(19/41)和63.4% (26/41)。41株弧菌中，添加NMP、利血平、CCCP和PAβN后，分别有
0株、2株、10株和2株弧菌为氯霉素外排阳性菌；分别有1株、1株、15株和3株弧菌为氟
苯尼考外排阳性菌。研究表明，CCCP被验证可以作为有效治疗酰胺醇类药物耐药弧菌
的外排泵抑制剂。
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弧菌(Vibrio sp.)是引起海水养殖细菌性疾病

最主要的病原菌之一，已成为制约海水养殖发

展的主要危害因素。弧菌病的治疗通常采用抗

菌药物，但是随着抗菌药物的大量和不规范使

用，弧菌抗菌药物耐药的发展形势日益严峻，

已成为威胁水产动物养殖和公共卫生安全的重

要隐患。酰胺醇类(amphenicols)药物是一类广谱

抗菌药物，包括氯霉素、氟苯尼考和甲砜霉

素；氯霉素因其严重的毒副作用已被禁用，氟

苯尼考和甲砜霉素是我国批准使用的水产养殖

用抗菌兽药。酰胺醇类药物的大规模使用导致

水产养殖源弧菌的耐药率逐年升高，姚小娟 [1]和
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刘旭 [2]先后报道了2012—2013年、2014—2015年
江苏等地分离到的弧菌对氟苯尼考的耐药率分

别为12.1%和28.9%。

细菌对药物的主动外排作用是其产生耐药

性的重要途径，细菌内存在的多种类型外排泵

是介导外排作用的重要机制。多重耐药外排泵

的底物谱广泛，可以外排大量结构不同的抗菌

药物，包括CmlA外排蛋白、MexAB-OprM外排

蛋白等，在革兰氏阴性菌耐药性方面发挥重要

作用 [3]。目前已报道的酰胺醇类药物外排泵基因

包括floR、cmlA、fexA、fexB和pexA等[4]，这些外

排泵基因与整合子密切关联 [5]。目前，弧菌中研

究发现的外排泵基因有floR和cmlA[6]。然而，外

排泵抑制剂可降低细菌对抗菌药物耐药性，例

如，使用外排泵抑制剂使氟苯尼考对鸡源大肠

杆菌(Escherichia coli)的抗菌活性增强4倍[7]，加入

利血平后鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)
对氯霉素的MIC值降低到原值的1/4[8]。目前，还

未见外排泵抑制剂对弧菌酰胺醇类药物耐药性

影响的研究报道。本实验室在开展海水养殖源

弧菌耐药性监测的过程中获得了一批对氟苯尼

考低敏感的弧菌菌株，本研究拟对这些氟苯尼

考低敏感菌株进行酰胺醇类药物耐药表型和基

因型的研究，以期揭示外排作用介导的弧菌酰

胺醇类药物产生耐药的机理；并且通过比较不

同外排泵抑制剂逆转弧菌酰胺醇类药物耐药的

效果，为水产养殖过程中弧菌病的防治和酰胺

醇类药物耐药的防控提供一定的理论依据。

1    材料与方法

1.1    菌株来源

41株对氟苯尼考低敏感的弧菌为本实验室

于2014—2015年从上海、山东、海南和江苏等

地患病水产动物体内分离所得，分别为溶藻弧

菌(V. alginolyticus)17株、副溶血弧菌(V. parahae-
molyticus)14株、哈维氏弧菌(V. harveyi)8株和创伤

弧菌(V. vulnificus)2株。药敏实验质控菌株大肠埃

希菌(E. coli)ATCC25922购自美国典型培养物保

藏中心。

1.2    主要试剂

TCBS培养基、胰蛋白胨大豆肉汤 (TSB)和
2216E固体培养基均购自青岛海博生物技术有限

公司。PremixEx TaqTM(Version 2.0 plus dye)、DNA
Maker DL2000、琼脂糖购于生工生物工程 (上
海)股份有限公司；Wizard基因组DNA纯化试剂

盒购于普洛麦格(北京)生物技术有限公司。药敏

实验所用抗菌药物标准品氯霉素和氟苯尼考购

于中国药品生物制品检验所。外排泵抑制剂甲

基吡咯烷酮(N-methyl-2-pyrrolidone，NMP)、利血

平(reserpine)、羰基氰氯苯腙(carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone，CCCP)和苯丙氨酸-精氨

酸-β萘酰胺(Phe-Arg-β-naphthylamide，PAβN)购于

Sigma公司。

1.3    实验仪器

恒温培养箱，MIR-254，日本Sanyo；恒温

摇床，SHKE5000-8CE，美国Thermo；PCR仪，

Mastercycler pro，德国Eppendorf；电泳仪，DYY-
7C，北京六一仪器厂；凝胶成像仪，G05-7500，
美国BIO-RAD；超微量分光光度计，ND5000；
微量移液器，德国Eppendorf。

1.4    实验方法

菌株DNA的提取         在无菌环境下，将保

存于–80 °C的弧菌划线于TCBS琼脂平板，28 °C
培养16~24 h，然后挑取弧菌单菌落接种于2 mL
的TSB肉汤(盐度25)中，28 °C摇床中200 r/min振
荡培养16~18 h，取1 mL菌液置于离心管中12 000
r/min离心2 min，收集菌体，参照Wizard®基因组

DNA纯化试剂盒的操作说明提取PCR模板DNA。

利用超微量分光光度计测定基因组DNA浓度，

–20 °C保存备用。

药物敏感性试验         本研究采用CLSI描述

的琼脂稀释法 [9]测定了受试弧菌对酰胺醇类抗菌

药物(氯霉素和氟苯尼考)的敏感性，以大肠杆菌

ATCC 25922作为质控菌株。每个菌株做2个平

行，共3次重复试验。药敏试验结果判定标准参

考CLSI，氯霉素敏感、中介和耐药判定折点分

别为≤8 μg/mL、16 μg/mL和≥32 μg/mL；氟苯尼

考敏感、中介和耐药判定折点分别为≤2 μg/mL、

4 μg/mL和≥8 μg/mL。
酰胺醇类外排泵耐药基因和整合子检测

利用PCR扩增的方法检测了受试菌株中6种外排

泵基因的携带情况，包括 f loR [ 1 0 ]、 cmlA [ 1 1 ]、

pexA[12]、fexA[12]、fexB[13]和optrA[14]，以及1类整合

子Int1[15]、4类超级整合子SXT[16]和I型插入序列共

同区ISCR1[17]。PCR引物和扩增条件参考上述文
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献；扩增产物送往生工生物工程(上海)股份有限

公司进行测序，测序结果在GenBank数据库进行

Blast比对分析。

外排泵抑制剂对各菌株氯霉素和氟苯尼考

MIC影响的测定         实验前用MH培养基稀释外

排泵抑制剂储存液，使甲基吡咯烷酮、利血

平、羰基氰氯苯腙和苯丙氨酸-精氨酸-β萘酰胺

终浓度分别为100、40、5和100 μg/mL。4种外排

泵抑制剂浓度为本实验室经过预实验检测后确

定，其他步骤参考“药物敏感性试验”部分。

2    结果

2.1    弧菌药物敏感性试验结果

药敏结果显示，41株氟苯尼考低敏感弧菌

中，2株的MIC结果位于中介，其余39株为耐药

菌；有11株弧菌耐氯霉素，23株处于中介，7株
对氯霉素敏感。在41株受试弧菌中，11株弧菌同

时表现出对氯霉素和氟苯尼考耐药(表1)。

2.2    酰胺醇类耐药基因的检测结果

酰胺醇类耐药相关外排泵基因的检测结果

显示，在41株氟苯尼考低敏感弧菌中仅检测到

floR、cmlA基因，而pexA、fexA、fexB和optrA均

未被发现(表2)。值得注意的是，41株受试弧菌

均为floR阳性，检出率高达100%，而cmlA的检出

率仅为17.1%(7/41)。

2.3    整合子的检测结果

在41株酰胺醇类药物低敏感菌株中，共检

测到含1类整合子Int1的菌株19株，含4类超级整

合子 S X T菌株 1 9株，含 I型插入序列共同区

ISCR1菌株26株(表3)。其中，同时含有3种整合

子相关的弧菌9株，Int1和SXT阳性的弧菌10株，

Int1和ISCR1阳性的弧菌18株，SXT和ISCR1阳性

的弧菌12株。

2.4    外排泵抑制剂对酰胺醇类药物MIC值的

影响

氯霉素MIC值的变化        在NMP、利血平、

CCCP和PAβN的作用下， 41株弧菌中分别有

9株、7株、25株和9株弧菌的氯霉素MIC值降低

(表 4)。在 4种抑制剂的作用下，弧菌氯霉素

MIC值的下降以2倍为主。此外，CCCP和PAβN
分别使6株和2株弧菌的氯霉素MIC值降低4倍，

利血平和CCCP分别使2株和4株弧菌的氯霉素

MIC值降低8倍。

氟苯尼考MIC值的变化         在NMP、利血

平、CCCP和PAβN作用下，41株弧菌中分别有

表 1    41株弧菌对氯霉素和氟苯尼考的MIC值分布

Tab. 1       MIC distribution of 41 Vibiro isolates to

 　　　　　　chloramphenicol and florfenicol　 株

抗菌药物

antimicrobial agents

MIC值/(μg/mL)　MIC value

4 8 16 32 64 128

氟苯尼考　florfenicol 2 3 4 10 16 6

氯霉素　chloramphenicol 2 5 23 6 3 2

表 2    41株弧菌外排泵基因检测结果

Tab. 2    The detection results of efflux pump genes in
41 Vibrio isolates

弧菌

Vibrio sp.
外排泵基因检出菌株数

efflux pump genes dectected
副溶血弧菌
V. parahaemolyticus (14)

floR (14)  cmlA (3)

溶藻弧菌
V. alginolyticus (17)

floR (17)  cml A (3)

哈维氏弧菌
V. harveyi (8)

floR (8)  cmlA (1)

创伤弧菌
V. vulnificus (2)

floR (2)

注： 括号中表示对应的菌株数, 下同

Notes:  the  number  in  parentheses  indicates  the  number  of  bacterial
strains, the same below

表 3    41株弧菌整合子检测结果

Tab. 3    Integrons detected of 41 Vibrio isolates

弧菌

Vibrio sp.
整合子检出菌株数

number of isolates of integron dectected
副溶血弧菌
V. parahaemolyticus (14)

Int1 (5)  SXT (4)  ISCR1 (8)

溶藻弧菌
V. alginolyticus (17)

Int1 (11)  SXT (8)  ISCR1 (13)

哈维氏弧菌
V. harveyi (8)

Int1 (3)  SXT (6)  ISCR1 (4)

创伤弧菌
V. vulnificus (2)

Int1 (0)  SXT (1)  ISCR1 (1)

表 4    外排泵抑制剂对41株弧菌的氯霉素MIC值的影响

Tab. 4    Effects of efflux pump inhibitors on MICs of
chloramphenicol in 41 Vibrio isolates

MIC下降倍数

folds of MIC
decrease

菌株数/株　number of isolates

NMP
利血平

reserpine CCCP PAβN

0 32 34 16 32

2 9 5 15 7

4 0 0 6 2

8 0 2 4 0
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14株、16株、25株和22株弧菌的氟苯尼考MIC值

降低(表5)。在4种抑制剂的作用下，弧菌氯霉素

MIC值的下降以2倍为主。值得注意的是，外排

泵抑制剂CCCP使弧菌氟苯尼考MIC值的下降幅

度范围较大(8~128倍)。
外排泵抑制剂对弧菌的氯霉素和氟苯尼考

耐药性 /敏感性的影响         在4种外排泵抑制剂

中，CCCP作用效果最为显著，能明显地降低弧

菌对氯霉素和氟苯尼考的耐药性，而其他3种外

排泵抑制剂的作用效果相对较弱(表6)。CCCP分
别使5株氯霉素耐药菌株和13株氟苯尼考耐药菌

株变成敏感或中介菌株，还可以使11株氯霉素中

介菌株变成敏感菌株。

3    讨论

3.1    弧菌酰胺醇类耐药相关的外排泵基因携

带情况

主动外排作用是细菌耐药性形成的主要因

素之一，尤其是细菌的多重耐药。本研究对41株
氟苯尼考低敏感弧菌的酰胺醇类耐药相关外排

泵基因携带情况分析发现，floR基因和cmlA基因

可存在于多种海水养殖源弧菌中，包括副溶血

弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌和创伤弧菌。据

报道，floR基因编码的外排泵广泛分布于多种细

菌中，其可以通过主动泵出作用介导细菌的氯

霉素和氟苯尼考耐药 [5]。此外，cmlA基因编码的

cmlA蛋白仅能介导细菌的氯霉素耐药，而对细

菌的氟苯尼考敏感性无影响。cmlA外排泵蛋白

也是通过主动泵出作用来降低氯霉素在细菌细

胞内的含量从而致使细菌耐药性的产生[18]。通过

酰胺醇类耐药相关外排泵基因携带情况的分析

发现，cmlA基因和floR基因广泛存在于多种养殖

源弧菌中，这提示需要对这些外排泵基因产生

和传播的分子机制开展进一步的研究，以期为

弧菌酰胺醇类及其他抗菌药物耐药的控制提供

理论依据。此外，本研究发现外排泵耐药基因

并不能完全解释弧菌酰胺醇类药物的耐药表

型，是否还存在其他相关的酰胺醇类耐药基因

及外排泵基因，则需要进一步的研究。

3.2    弧菌整合子的携带情况

整合子是一类重要的可移动遗传元件，其

可以携带1个或多个耐药基因盒在同种/不同种菌

株之间传播，整合子在细菌耐药性尤其是多重

耐药性的转移扩散中起到了非常重要的作用。

floR基因和cmlA基因同属于主要易化超家族系统

(MFS)外排泵耐药性相关基因，可通过质粒、整

合子、转座子等介导的基因水平转移导致细菌

耐药性的传播扩散 [3]。其中，SXT元件宿主范围

广泛，结合转移频率高，并且以弧菌中发现最

多；SXT元件可长达100 kb以上，常携带耐药基

因簇 f loR、 strB、 sull、dfrA和blaCMY-2等
[ 1 9 ]。

SXT元件介导的霍乱弧菌(V. cholerae)或灿烂弧菌

表 5    外排泵抑制剂对41株弧菌的氟苯尼考

MIC值的影响

Tab. 5    Effects of efflux pump inhibitors on MICs of
florfenicol in 41 Vibrio isolates

MIC下降倍数

folds of MIC
decrease

菌株数/株　number of isolates

NMP
利血平

reserpine CCCP PAβN

0 27 26 16 19

2 13 14 10 19

4 1 1 2 2

8 0 0 2 1

16 0 0 2 0

32 0 0 5 0

64 0 0 1 0

128 0 0 3 0

表 6    外排泵抑制剂对氯霉素和氟苯尼考耐药菌株和中介菌株数量的改变

Tab. 6       The susceptibility changes of amphenicol resistant/intermediate isolates caused by efflux pump inhibitors 株

抗菌药物

antimicrobials

NMP
利血平

reserpine CCCP PAβN

R→S R→I I→S R→S R→I I→S R→S R→I I→S R→S R→I I→S

氟苯尼考　florfenicol 0 4 0 0 0 0 11 2 0 0 2 0

氯霉素　chloramphenicol 0 1 5 1 1 3 3 2 11 1 1 5

注：R. 耐药，I. 中介，S. 敏感；R→S. 表示从耐药到敏感的菌株数，以此类推

Notes：R. resistant, I. intermediate, S. susceptible; R→S. indicates the resistant isolates turn to be susceptible ones
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(V. splendidus)基因向大肠杆菌的转移频率均可高

达10–5~10–6/受体菌 [16]。宋雨泽 [20]在上海地区鱼源

弧菌携带的 S X T可变区内发现了外排泵基因

floR的存在。本研究通过对41株氟苯尼考低敏感

弧菌中整合子相关元件的研究表明， I n t 1、

SXT和ISCR1的检出率分别达到了46.3%(19/41)、
46.3%(19/41)和63.4%(26/41)，整合子相关元件的

存在可能是弧菌耐药性传播扩散的重要分子机

制之一。关于整合子相关元件 (如SXT、 Int1和
ISCR1等)介导弧菌floR基因的传播转移的分子机

制还需进一步研究。

其中，对 In t1阳性菌株的可变区进行LA
PCR扩增，其中有一株菌得到一个1 308 bp的片

段，测序结果经Blast比对后显示，该可变区包含

2个耐药基因盒：利福平耐药基因arr-3与甲氧苄

啶耐药基因dfrA27。此类基因盒在弧菌中的检出

与以往的研究报道一致 [1]，且与已报道的大肠杆

菌耐药元件相同[21]，提示了弧菌在耐药机制上与

大肠杆菌具有一定的相似性。

3.3    外排泵抑制剂对酰胺醇类药物MIC值的

影响

细菌外排泵抑制剂的作用机制主要包括阻

断外排泵的能量来源、阻碍底物通过外排泵通

道、干扰外排泵组装等。CCCP是抑制质子转运

的强解偶联剂，可自由扩散于磷脂膜两侧，破

坏质子跨膜梯度，阻断外排转运系统的能量供

应 [ 2 2 ]。目前研究已证实CCCP作为外排泵抑制

剂，可降低铜绿假单胞菌 ( Pseudomonas aeru-
g i n o s a )、大肠埃希菌、鲍曼不动杆菌等的

MIC值，抑制其外排泵的作用 [23]。本研究发现，

5 μg/mL CCCP可有效逆转部分弧菌酰胺醇类药物

的耐药表型，并且CCCP对氯霉素外排的抑制作

用强于氟苯尼考。受试弧菌所携带的floR基因和

cmlA基因编码的外排泵均属于MFS超家族，其通

过质子交换提供主动外排抗菌药物所需的能

量，而CCCP恰是阻断质子转运的外排泵抑制剂。

利血平是ATP水解能驱动型的外排泵抑制

剂，另外其本身是某些外排泵的底物，可与抗

菌药物竞争结合外排泵蛋白，进而对外排抗菌

药物产生抑制作用 [24]。周云 [8]在实验中发现，在

40 μg/mL利血平条件下，46.6%的鲍曼不动杆菌

对庆大霉素和氯霉素的MIC降为原值的1/4。王

玉宝等 [25]发现，终浓度为20 mg/L的利血平使得

66株人源粪肠球菌(Enterococcus faecalis)和35株人

源屎肠球菌(E. faecium)对喹诺酮类药物的MIC值

均降低，其中诺氟沙星MIC值下降最为显著。本

研究表明，添加40 μg/mL利血平，41株弧菌中有

5株弧菌的氯霉素耐药性发生改变，但对弧菌的

氟苯尼考耐药性没有显著变化。依据上述现

象，推测可能是由于弧菌携带氯霉素特异性的

外排泵，利血平能够抑制该外排泵对氯霉素的

外排作用，但其对氟苯尼考的外排无影响。

PAβN和NMP均属于RND特异性外排泵抑制

剂，是一类阻碍药物通过外排泵通道的抑制

剂，其作用机制为结合外排泵相应位点以阻止

其他物质与之结合[26]，从而抑制外排泵底物发生

外排。据报道，40 μg/mL的PAβN能有效降低铜

绿假单胞菌对左氧氟沙星的MIC值 [27]。本研究

中，在100 μg/mL PAβN的作用下，分别有2株和

3株弧菌的氯霉素与氟苯尼考的MIC值下降；在

100 μg/mL NMP的作用下，仅有1株弧菌的氟苯

尼考MIC值下降，而所有弧菌的氯霉素MIC值均

未发生变化。本研究得到结果与Malléa等 [28]的报

道一致：PAβN或NMP的添加对霍乱弧菌的氯霉

素MIC值(0.3 μg/mL)无影响。

研究表明，分离自我国海水动物的氟苯尼

考低敏感弧菌普遍呈现floR外排泵基因和cmlA外

排泵基因阳性，且多数弧菌同时携带整合子相

关元件，如Int1、SXT和ISCR1。这提示，整合子

相关元件可能是酰胺醇类外排泵基因在弧菌中

广泛传播的重要手段之一。实验的结果显示，

外排泵抑制剂CCCP能够有效抑制弧菌对酰胺醇

类药物的外排，从而提高弧菌对酰胺醇类药物

的敏感性。本研究的开展为水产养殖源弧菌酰

胺类药物耐药的控制提供了一种新的思路，对

其他种类抗菌药物耐药的管控也具有一定的借

鉴意义。
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Effects of efflux pump inhibitors on the amphenicols resistance of
Vibrio strains isolated from marine aquaculture

LI Jian 1,2,     ZHAO Shu 1,     WANG Yuan 1,     MA Licai 1,     LIU Xu 1,2,     FANG Wenhong 1*

(1. Key Laboratory of East China Sea Fishery Resources Exploitation, Ministry of Agriculture;
East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Shanghai    200090, China;

2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: This study was conducted to determine the role of efflux pump inhibitors in amphenicols resistance of
Vibrio species from mariculture. A total of 41 intermediate/high-level florfenicol-resistant Vibrio isolates were
tested, including V. parahaemolyticus (14), V. alginolyticus (17), V. harveyi (8), and V. vulnificus (2). To investig-
ate the effect of efflux pump on amphenicols resistance, minimal inhibitory concentrations of chloramphenicol and
florfenicol with/without efflux pump inhibitors were determined using the agar dilution method. NMP, reserpine,
CCCP and PAβN were used as efflux pump inhibitors in this study. PCR amplication method was used to detect
the efflux pump genes and integron-related genes. The results showed that 39 strains and 11 strains were resistant
to florfenicol and chloramphenicol, respectively. As is shown, 100% (41/41) of the 41 Vibrio isolates tested were
detected positive for amphenicols efflux pump genes floR, but only 17.1% (7/41) for cmlA gene, and pexA, fexA,
fexB and optrA could not be detected. Furthermore, Int1, SXT, and ISCR1 were found in 46.3% (19/41), 46.3%
(19/41), and 63.4% (26/41) of the 41 Vibrio isolates tested, respectively. Antibiotic susceptibility testing suggested
that CCCP was an effective efflux pump inhibitor in the treatment for the amphenicol resistance of Vibrio species.
The prevalence of amphenicol resistance, efflux pump genes and integron-related elements in Vibrio sp. derived
from marine aquaculture in China was observed and was likely due to the extensive use of amphencols. The use of
efflux pumb inhibitors, e.g. CCCP, might be an effective tool to control the amphenicol resistance in Vibrio spe-
cies.
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