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corresponden a muestras donadas por el Doctor Lightner.
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Figura 1. Stock de controles para IHHNV. En el gel se observan: 1 D1, 2 D2,3 D3, 6 D6, 7 D7
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Figura 2. Prueba de diferentes tejidos de camardn para IHHNV. En el gel se observan:
1 IH15001, 2 I1H15002, 3 1H15003, 4 IH15004, 5 IH15005, corresponden a muestreo de
{~—Aquamar S.A; 6 IH15006, corresponde a muestra de Josefina; 7 IH15007, corresponde a
muestra de Pez Joya; 8 IH15008, corresponde a muestra de Bonanza Cabac S.A.
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Figura 3. Prueba de diferentes tejidos de camarén para IHHNV. En el gel se observan:
1D1+,2D:1, 3 Dy2,4 D:3,5 D:4, 6 D;5, 7 D:6, 8 D;7, 9 D:8, 10 D;9 11 D;10, 12 D3+, 13 D:1, 14
Ds2, 15 D13, 16 D34 17 Ds5 18 D36 19 D37 20 D:8 21 Ds9 22 D10 corresponden a diluciones de
controles positivos de IHHNV donadas por el Doctor Lightner; 23 IH15001, 24 I1H15002, 25
IH15003, 26 IH15004, 27 IH15005, 28 |IH15006, 29 IH15007, 30 1H15008, 31 IH15001, 32
IH15002, corresponden al muestreo de Aguamar S.A ,de estas muestras se probaron
diferentes tejidos como musculo, cerebro & cordén nervioso y branquias



il S = 1 i ) [0 )
i =S R i1 T - . i
1 D1+ Lightner | — = 309 X
2 D:1 tightner - - 309 X
3 D12 Lightner —- — 309 X
4 D:3 Lightner — —- 309 X
5 D:4 Lightner — —— 309 x
6 D:5 Lightner _ - 309 X
i = —d) D:6 Lightner — —_ 309 X
,_Tﬁl_ Is D:7 Ughtner | — = 305 %
- D;8 Lightner - — 309 X
T { t 20 D19 Lightner -— — 309 X
11 D:10 Lightner = o 309 %
12 D3+ Lightner -— — 309 x
Faa D1 Lghtner | — — 309 X
—1Taa Ds2 Lightner 2 = 309 X
! —{ 15 D:3 Lightner | — = 309 X - -
{ 16 D4 Lightner -— - 309 X
1 37 Ds5 Lightner | — === 309 X
l; |18 D;6 Lightner — — 309 x
! i 19 D27 Lightner - - 309 x
] 20 D:8 Lightner = = 309 x
| 21 Ds9 Lightner | — - 309 X
w ll |22 D:10 lightner | — —- 309 X
[ 123 IH15001 Guayas 160 Musculo 309 X
L 124 1H15002 Guayas 160 Musculo | 309 X
25 1H15003 Guayas 160 Musculo | 309 X
i 26 1H15004 Guayas 160 Musculo 309 X
27 1H15005 Guayas 160 Musculo | 309 X
——: 28 IH15006 Guayas 28 Musculo | 309 X
-{ jl.: 29 IH15007 Guayas 40 Musculo | 302 X !
l A:l‘ﬁ 30 IH15008 Guayas 32 Musculo | 309 x f
i i
31 IH15001 Guayas 160 Cerebro
y Cordén
Nervioso
32 1H15002 Guayas 160 Cerebro
y Cordén
Nearvinen
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Figura 4. Prueba de diferentes tejidos de camarén para IHHNV. En el gel se observan:

33 1H15003, 34 1H15004, 35 1H15005, 36 IH15006, 37 IH15007, 38 IH15008, 39 IH15001, 40 IH15002,
41 IH15003, 42 I1H15004, 43 IH15005, 44 IH15006, 45 IH15007, 46 control negativo corresponden al
muestreo de Agquamar S.A, de estas muestras se probaron diferentes tejidos como musculo,
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cerebro & corddn nervioso y branquias.

Tabla 4.

33

IH15003

Guayas

Lo

KL -3

Cerebroy
Cordén
Nervioso

ez

udrzs .

47 .9
| 6] |
L Zo- 3} |
4. 5
4.5
34.5
-4

309 X

34

IH15004

Guayas

160

Cerebroy
Cordon
Nervioso i

309 X

IH15005

Guayas

160

Cerebroy
Cordon
Nervioso

309 X T T8




36 | H15006 | Guayas |28 | Cerebroy 309  |X "
Cordén
Nervioso

37 IH15007 | Guayas | 40 Cerebroy | 309 X #
Cordon
Nervioso

38 IH15008 | Guayas 32 Cerebroy | 309 X
Nervioso

39 1H15001 | Guayas 160 Branquias | 309 X

40 IH15002 | Guayas 160 Branquias | 309 X

41 IH15003 | Guayas 160 ‘Branquias | 309 X

42 IH15004 | Guayas 160 Branquias 309 X

a3 IH15005 | Guayas | 160 Branquias | 309 X

44 IH15006 | Guayas 28 ‘Branquias 309 X

45 - IH15007 | Guayas 40 Branquias | 309 X

46 Control | - - e 309 X

negativo
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Figura 5. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan: i
1 D1+, 2 D11, 3 D3+, 4 D2+, 5 control negativo, 1 D1+, 3 D3+, 4 D2+, 5 control negativo, 2 D;1
corresponden a controles positivos de IHHNV donadas por el Doctor Lightner
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Figura 6. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:
1D1+,2D;1,3 D;:2,4D:3,5 D:4, 6 D;5, 7 D;6, 8 D;7, 9 D:8, 10 D:9 11 D;10, 12 D3+, 13 Dsl, 14“1
"I D32, 15 Ds3, 16 Ds4 17 Ds5 18 D36 19 D:7 20 D:8 corresponden a diluciones de controles
‘ pe;itivos de IHHNV donadas por el Doctor Lightner |
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Figura 7. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan: |
21 D19 22 D10, 23 control negativo, 1 D1+, 2 D:1,3 D:2,4D:3,5D:4,6 D:5,7 D:6,8 D47, 9 [ .
D;8, 10 D:9 11 D110, 12 D3+, 13 Dal, 14 D32, 15 D33, 16 Ds4 17 D55 18 D:6 19 D37 20 D38, 21
" D39 22 D:10 corresponden a diluciones de controles positivos de IHHNV donadas por el Doctor
Lightner '
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| Figura 8. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:
—1D:1+, 2 D:1+ corresponden 2 controles positivos de IHHNV donadas por el Doctor Lightner
—31H15001, 4 I1H15002, 5 IH15003, 6 1H15004, 7 IH15001, 8 IH15002, 9 IH15003, 10 IH15004 11
IH15001, 12 1H15002, 13 IH15003, 14 |H15004, 15 control negativo, 16 D;1+, 17 Ds:1+, 18
. IH15001, 19 1H15002, 20 IH15003, 21 IH15004, 22 1H15001, 23 |H15002, 24 |1H15003, 25
. IH15004 26 1H15001, 27 IH15002, 28 IH15003, 29 1H15004, 30 control negativo corresponden
. al muestreo de Aquamar S.A.
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1 D;1 Lightner | --- -- 392 vV '
H 2 Ds1 Lightner | --- e 392 V ‘
113 IH15001 | Guayas 160 Musculo 392 X 8
1.
14 IH15002 | Guayas 160 Musculo 392 Tenue
's IH15003 | Guayas 160 Musculo 392 X -
6 IH15004 | Guayas 160 Musculo 392 X I8
7 [H15001 | Guayas 160 Cerebroy 392 X -
Cordon =
nervioso
|8 IH15002 | Guayas 160 Cerebroy 392 X
i Cordon |
nervioso i
19 IH15003 | Guayas 160 Cerebroy 392 X
Corddn
nervioso = |
10 [H15004 | Guayas 160 Cerebroy 392 X [
Cordon i
nervioso
11 IH15001 | Guayas 160 Branquias 392 X e
12 IH15002 | Guayas 160 Branquias 392 X [
13 IH15003 | Guayas 160 Branquias 392 X }
.
|14 IH15004 | Guayas 160 Branquias 392 X |
115 control - - - 392 X —L
negativo -l
116 Di1+ Lightner | - - 208 N




17 Dsl+ Lightner - - 208 v
| 18 IH15001 Guayas 160 Musculo 208 X
19 IH15002 Guayas 160 Musculo 208 v/
20 IH15003 Guayas 160 Musculo 208 v
21 IH15004 Guayas 160 Musculo 208 X
22 IH15001 Guayas 160 Cerebroy 208 N
Cordén
nervioso
23 IH15002 Guayas 160 Cerebro y 208 Vv
Cordén
nervioso
24 1H15003 Guayas 160 Cerebroy 208 X
Cordoén
nervioso
IH15004 Guayas 160 Cerebroy 208 \
Corddn
nervioso
1H15001 Guayas 160 Branquias 208 X
IH15002 Guayas 160 Branquias 208 X
IH15003 Guayas 160 Branquias 208 X
IH15004 Guayas 160 Branquias 208 X
Control Guayas - Control 208 X
negativo Negativo




v 'D\aqm\co ;uw ARV ton PR gnidada | 392-20%

' "ﬁjﬁaO.ﬁf‘.,,Ql‘_mzb{
LI [T T Teked | T 1 [ [ [)i5] 5
Wetd | | (Mgl [ [ [ [ | [a& [ | )‘l
e | er’PS. (oS5 | || 1)§-25

AR | | 242 ¢ |y 2082 045 | | | | 8-55
i 302 F |y 208 F | 04s ' 8-55

Taq T 1 1 1okt [ [ [ | 2-85

2l | | [ |20t

Figura 9. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:

1 1H15005, 2 IH15006, 3 1H15007, 4 1H15008, 5 IH15005, 6 IH15006, 7 IH15007, 8 IH15008
corresponden al muestreo de Aquamar S.A. 9 IH15031, 10 IH15032, 11 IH15033, 12 IH15034,
13 |H15035, 14 |H15036, 15 IH15037, 16 IH15038, 17 D:1+, 18 D31+, 19 control negativo
corresponden al muestreo de Esmeraldas y Manabi
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Tabla 9.

Numero | Cédigo

IH15005

Provinciz

Musculo

392-208

IH15006

Musculo

392-208

negativo

2 Guayas \
3 IH15007 Guayas 40 Musculo 392-208 +
| 4 IH15008 Guayas 32 Musculo 392-208 \
5 IH15005 Guayas 160 Cerebroy 392-208 N
Corddn
nervioso
6 IH15006 Guayas 28 Cerebroy 392-208 A
Cordon
nervioso
7 IH15007 Guayas 40 Cerebroy 392-208 X
f Cordén
nervioso
8 IH15008 | Guayas 32 Cerebroy 392-208 W
Cordén
nervioso
19 IH15031 Esmeraldas | 9 Cerebroy 392-208 Tenue
Cordon
nervioso
| 10 IH15032 Esmeraldas | 10 Cerebroy 392-208 N
Corddén
nervioso
11 IH15033 Manabi 1 Cerebroy 392-208 X
Cordon
nervioso
12 IH15034 Manabi 9 Cerebroy 392-208 X
Corddn
nervioso
i3 IH15035 Manabi 3 Cerebroy 392-208 Tenue
Cordon
nervioso
14 IH15036 Manabi 1 Cerebroy 392-208 \
Corddén
nervioso
15 IH15037 Manabi 2 Cerebroy 392-208 3
Cordon
nervioso
16 IH15038 Manabi 3 Cerebroy 392-208 A
Cordon
nervioso
17 D;1+ Lightner - -—- 392-208 VA
18 D31 Lightner - -— 392-208 e
19 control —— -— e 392-208 X
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i i~ Figura 10. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:

~————+—11H15009-1, 2 IH15009-2, 3 IH15009-3, 4 IH15009-4, 5 IH15009-5, 6 IH15009-6, 7 IH15009-7, 8
IH15009-8, 9 IH15009-9, 10 IH15009-10 11 |H15010-1, 12 IH15010-2 , 13 IH15010-3, 14
IH15010-4, 15 |H15010-5, 16 IH15010-6, 17 |H15010-7, 18 IH15010-8, 19 IH15010-9 20
IH15010-10 21 1H15011-1, 22 |H15011-2, 23 IH15011-3, 24 |H15011-4, 25 IH15011-5, 26
IH15011-6, 27 1H15011-7, 28 IH15011-8, 29 |H15011-9, 30 IH15011-10, 31 IH15012-1, 32
IH15012-2 corresponden al muestreo de la Estacion Experimental del Cenaim “Palmar”
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Cddigo

Provincia

| Resultado

IH15009-1

Santa Elena

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

IH15009-2

Santa Elena

B-9

Cerebroy
Cordon

392-208

nervioso

1H15009-3

Santa Elena

B9

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

IH15009-4

Santa Elena

B-9

Cerebroy
Corddén
nervioso

392-208

IH15009-5

Santa Elena

B-S

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

IH150039-6

Santa Elena

B-S

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

IH15009-7

Santa Elena

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

IH15009-8

Santa Elena

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

IH15009-S8

Santa Elena

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

10

IH150039-10

Santa Elena

B-9.

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

IH15010-1

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

IH15010-2

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

IH15010-3

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

14

IH15010-4

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

15

IH15010-5

‘Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordon

392-208

marsdacs



16

IH15010°6

Sahta Ele-naA

B-26

Cerebroy
Cordoén
Nervioso

392208

Tenue

17

IH15010-7

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

Tenue

18

IH15010-8

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

19

IH15010-9

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

20

IH15010-10

Santa Elena

B-26

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

21

IH15011-1

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

22

IH15011-2

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Cordoén
nervioso

392-208

23

IH15011-3

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

Tenue

24

IH15011-4

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Corddon
nervioso

392-208

Tenue

25

IH15011-5

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

Tenue

26

IH15011-6

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

Tenue

27

1H15011-7

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Cordén

nervioso

392-208

28

IH15011-8

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Cordon

392-208

nervioso

29

IH15011-9

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Corddn
nerviosc

392-208

Tenue

30

IH15011-10

Santa Elena

B-27

Cerebroy
Cordoén
nervioso

392-208

31

IH15012-1

Santa Elena

B8-28

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

IH15012-2

Santa Elena

B-28

Cerebroy
Cordan
nervioso

392-208
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- Figura 11. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:

- 33 IH15012-3, 34 |H15012-4, 35 IH15012-5, 36 IH15012-6, 37 IH15012-7, 38 IH15012-8, 39..

- IH15012-9, 40 IH15012-10, 41 1H15013-1, 42 1H15013-2 43 IH15013-3, 44 |H15013-4 , 45
IH15013-5, 46 IH15013-6, 47 IH15013-7, 48 IH15013-8, 49 IH15013-9, 50 IH15013 10

’ corresponden al muestreo de |a Estacidn Experimental del Cenaim “Palmar”, ®

| 11H15014 2 IH15014-1F corresponden al muestreo de Vivabra S.A,




' Nimero

Codigo

Provincia

Piscina

Organo

' P'rueba

Resultado

33

1H15012-3

Santa Elena

B-28

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

| 34

[H15012-4

Santa Elena

B-28

Cerebro y
Cordon
nervioso

392-208

35

IH15012-5

Santa Elena

B-28

Cerebroy
Cordon
Nnervioso

392-208

36

IH15012-6

Santa Elena

B-28

-

Cerebroy
Cordon

392-208

!

IH15012-7

Santa Ele~na i

nervioso

B-28

| Cerebroy

Cordon
nervioso

392-208

IH15012-8

Santa Elena

B-28

Cerebroy
Corddn
nervioso

352-208

39

IH15012-9

Santa Elena

B-28

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

40

IH15012-10

Santa Elena

B-28

Cerebroy

f Cordén

nervioso

392-208

41

IH15013-1

Santa Elena

B-29

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

42

IH15013-2

Santa Elena

B-29

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

43

IH15013-3

Santa Elena

B-29

Cerebroy
Cordédn
nervioso

392-208

44

IH15013-4

Santa Elena

B-29

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

45

IH15013-5

Santa Elena

46

IH15013-6

Santa Elena

B-29

Cerebroy
Cordoén
nervioso

392-208

| Cerebroy
| Corddn

nervioso

392-208




47 |H150137 [SantaElena [B-29 [Cerebroy | 392208 |
| Cordon
nervioso
48 | 1H15013-8 | Santa Elena B-29 Cerebroy 392-208 8. JAdEy
Cordén
Nervioso
49 [H150139 [SantaElena |B29 |Cerebroy | 392208 |  y
Cordon |
' nervioso
50 [IH15013-10 |SantaElena | B-29 | Cerebroy | 392.208 | X
Cordén i .
nervioso
1 ' 1H15014 Machala 5 | Cerebroy 392-208 % T
Corddn
L nervioso
i | IH15014-1€ | Machala 5 Cerebroy 392-208 2
‘ Corddn
nervioso 1 )
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Figura 12. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:
3 IH15014-2E corresponden al muestreo de Vivabra S.A. 4 IH15015, 5 IH15015-5E, 6 IH15015-
6E, 7 IH15016-1, 8 IH15016-2, 9 IH15016-3, 10 IH15016-3E, 11 IH15016-4E corresponden al
muestreo de Marest C.A. 12 |H15017-1 13 IH15017-2, 14 |H15017-3, 15 IH15017-7E, 16

-~ IH15017-8E, 17 IH15018-1, 18 IH15018-2, 19 |H15018-3, 20 |H15018-9€, 21 IH15018-10E

~ corresponden al muestreo de Garycam. 22 |H15019-1, 23 |H15019-2, 24 |H15019-3, 25
IH15019-4, 26 IH15019-5 corresponden al muestreo de la camaronera de la comuna de Puerto
Roma 27 D1+, 28 Dsl corresponden a controles positivos donados por Lightner 29 y 30
controles negativos. '




Tavla 2.~

Ntmero

"l

Cédigo

IS

 Provin

C

ia
i L |
| PR 11 AT

4!_, Y ;L'
Piscina

Grgano

IH15014-2E

Machala

5

Cerebroy

Corddn
Nervioso

392-208

VAV

IH15015

Machala

58

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

IH15015-5E

Machala

58

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

IH15015-6E

Machala

58

Cerebroy
Cordan
nervioso

392-208

IH15016-1

Machala

24

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

IH15016-2

Machala

24

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

IH15016-3

Machala

24

Cerebroy
Cordadn
nervioso

392-208

IH15016-3E

Machala

24

Cerebroy
Cordoén
nervioso

392-208

- L&

| 11

IH15016-4E

Machala

24

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

12

IH15017-1

Machala

G-10

Cerebroy
Cordén
nervioso

392-208

Vv

13

IH15017-2

Machala

G-10

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

14

1H15017-3

Machala

G-10

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

15

IH15017-7E

Machala

G-10

Cerebroy

392-208

Cordon
nervioso

16

IH15017-8E

Machala

G-10

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

17

IH15018-1

Machala

G-13

Cerebroy

392-208

Cordén
nervioso

[Prueba Resun;do




| IH15018-2

1 Macrhalé

13,

Cerebro y

Cordon
nervioso

392-208

IH15018-3

Machala

G-13

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

VA

IH15018-9E

Machala

| G-13

IH15018-10E

Machala

613

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

Cerebroy
Cordodn
nervioso

392-208

IH15019-1

Guayas

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

23

| H15019-2

Guayas

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

24

fH15019-3

Guayas

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

25

IH15019-4

Guayas

Cerebroy
Cordodn
nervioso

392-208

26

IH15019-5

Guayas

Cerebroy
Corddn
nervioso

392-208

27

D1+

Lightner

Cerebroy
Corddn
nervioso

352-208

OK

28

Dsl

Lightner

Cerebroy

Corddn
nervioso

392-208

29

Control
negativo

‘ VT

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208

Control
negativo

Cerebroy
Cordon
nervioso

392-208
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Figura 13, Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada, En el gelr se observan:

' 11H15039-1, 2 IH15040, 3 IH15041, 4 IH15042, 5 IH15043, 6 IH15044, 7 IH15045, 8 IH15046, 9 |

| IH15047 corresponden al muestreo de la maduracidn Promarisco en San Pablo, 10 IH15048-1 |
111H15048-2, 12 IH15049-1, 13 IH15049-2, 14 [H15050-1, 15 IH15050-2, 16 IH15051-1, 17

' IH15051-2, 18 IH15052 corresponden al muestreo de |a camaronera Bravito ubicado en la Isla
Jambeli 19 D1+ corresponde al control positivo donado por Lightner
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| Figura 14. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:

| 11H15052, 2 1H15053,3 IH15054 4 IH15055 5 IH15056, 6 IH15056, 7 IH15057, 8 I1H15058, 9
| IH15059,10 IH15060, 11 IH15061, 12 IH15062-1, 13 IH15062-2, 14 1H15062-3, 15 |H15062-4, 16 fhe ) =
T 1H15062-5, 17 IH15063-1, 18 IH15063-2, 19 IH15063-3 20 IH15063-4, 21 IH15065-1, 22 IH15065- _ |
" 2,23 IH15065-3, 24 IH15065-4, 25 IH15065-5 26 H15066-1 27 D,d3. :




a1

Numero | Cadigo

#
Piscina

’ Provincia

IH15052
| 1H15053

[ 1H15054

'IHISOSS

!

| IH15056-
Rw17

| 1H15056-
Rwl
IH15057

| 1H15058

| 1H15059

IH15060

IH15061

' IH15062-1

1H15062-2

| 14

| Machala- El

IH15062-3

‘ Santa Elena B-9

|

6rgan6

Cerebroy
Cordon
nervioso

. Santa Elena B-9

Santa Elena

Santa Elena' " [ Rwi3

Santa Elena

& | Rw3

Cerebray
Cordon

nervioso

Cerebroy
Cordodn
nervioso

| cerebroy

| Cordon
nervioso

Cordon
nervioso

Santa Elena Rwl

Sanitai Eleinéi WTEl;iS

. Sa nrta*EIena ':Fd-lé)

| Santa Elena ‘ TQ-20

SantaiElena TQ-23

Santa Eiena TQ-21

| COCO

Machala- El
coco

MachaIIaQ El
coco

115 | IH15062-4

Macﬁzlvé-' El
coco

Cerebroy
Cordén

nervioso

Cerebroy
| Cordédn
nervioso

Cerebroy
Cordon
nervioso

Cerebroy
Cordon
nervioso

|

| Cerebroy
Cordan
nervioso

| Cerebroy

Cordon

nervioso

Cerebroy

Cordon

nervioso

—__Cerc broy

Corddn
nervioso

| 392-208

| 392-208

| 392-208

Prueba 'ﬁeédlt;a—o

392-208

392-208

392-208 |

392-208

392-208 |

392-208

X

392-208 |

© 392-208 J

392-208

392-208

' Cerebro y

Cordon
nervioso

392-208

Cerebroy
Cordon

nervioso

392-208

1A | 180K

R R T Y

Corohlhra u

207 900




IH15062-5 | Machala- El 2 Cerebroy 392-208
coco Corddn
nervioso

IH15063-1 | Machala- El 3 Cerebroy 392-208
coco Cordén
nervioso

IH15063- | Machala- El 3 Cerebroy 392-208
2 coco Corddn
nervioso

IH15063-3 | Machala- El 3 Cerebroy 392-208
coco Cordon
nervioso

IH15063-4 | Machala-El |3 Cerebroy | 392-208
coco Cordon
nervioso

IH15065-1 | Guayas 17 Cerebroy | 392-208
(Balao) Cordon
nervioso

IH15065-2 | Guayas 17 Cerebroy | 392-208
(Balao) Cordon
nervioso

IH15065-3 | Guayas 17 Cerebroy 392-208
(Balao) Cordon
nervioso

IH15065-4 | Guayas 17 Cerebroy | 392-208

(Balao) Cordon !
nervioso

IH15065-5 | Guayas 17 Cerebroy | 392-208
(Balao) Covdon
nervioso

IH15066-1 | Guayas 4 Cerebroy | 392-208
(Balao) R

D1d3+ ughmer e - 392-208
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f Flgura 15 Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan*
|27 IH15066-2 ,28 IH15066-3,29 IH15066-4 corresponde al muestreo de la camaronera Delai
Balao en Balao 30 IH15067-1, 31 IH1506/-2, 32 IH15067-3, 33 IH150167-4 34 IH15067-5, 35
- | IH15068-1, 36 IH15068-2, 37 IH15068-3, 38 IH15068-4, 39 IH15068-5 corresponden al muestreo
A - || de la camaronera Pesquera del Sol en Sabana Grande 40 |1H15069-1, 41 iH1569-2, 42 IH15069-
.3, 43 IH15069-4 44 |H15069-5, 45 |IH15070-1 , 46 |H15070-2, 47 IH15070-3, 48 IH15070-4, 49
IH15070-5 corresponden al muestreo de la camaronera Brumesa S.A, en el sector Engunga 50
¥ cpntrol positivo 51 control positivo 52 control negativo.




ool [\ .
| Numero | Cédigo | Provincia | #Piscina | Organo | Prueba | Resultado |
27 IH15066-2 | Guayas 4 Cerebroy 392-208 X
(Ba‘ao) Cordon
nervioso
28 IH15066-3 | Guayas 4 | Cerebroy | 392-208 WA
(Balao) ‘ Corddn
; nervioso
\ L+ IS 4!
29 IH15066-4 | Guayas 4 Cerebroy 392-208 v
(Balao) Cordon
nervioso
| e
i30 IH15067-1 | Guayas 2 Cerebroy 392-208 Vv
: (Sabana Cordon
i Grande) nervioso
rr 150672 | Guayas |2 Cerebroy | 392208 | W
| (Sabana Cordon
i Grande) nervioso
132 | 1H15067-3 | Guayas > Cerebroy | 392-208 v
(Sabana ‘ Cordén
Grande) inerWoso
33 | IH15067-4 | Guayas 2 Cerebroy | 392208 |
(Sabana Cordon
‘ Grande) nervioso
34 IH15067-5 | Guayas |B-28 | Cerebroy 392-208 TENUE
(Sabana Cordon ]
Grande) nervioso
35 | 1H15068-1 | Guayas |5 Cerebroy | 392-208 V
(Sabana Corddn
Grande) nervioso
36 IH15068-2 | Guayas | 5 Cerebroy | 392-208 v
(Sabana Cordon
Grande) nervioso
37 IH15068-3 | Guayas . Cerebroy | 392-208 TENUE
(Sabana Cordon
Grande) nervioso
|
| 38 | IH15068-4 | Guayas 5 | Cerebroy | 392-208 ¥
(Sabana ; Cordén
Grande) . nervioso
39 IH15068-5 | Guayas | 5 Cerebroy | 392-208 v
(Sabana Cordon
Grande) nervioso
40 IH15069-1 | Guayas | 12 Cerebroy | 392-208 A
(Engunga) Cordon
| nervioso
41 IH15069-2 | Guayas | 12 Cerebroy | 392-208 | v
|

| (Engunga)

Corddn




a2

IH15069-3

Guayas
(Engunga)

12

Cerebroy
Cordén
nervioso

IH15069-4

' f

Guayas

ft(m.mﬂ

12

Cerebroy

nervioso

1H15069-5

@M’

| (gnguml

' “ﬁw
rdan

ol i) -6:‘.043{

,Mm

nga)

bnl\

(Engunga)

LAl

I ' " ldc
. !" L & L
A _
i
A - -3 ( "‘ . :
Cordon
nervioso
o )i -
h v | 392.208 37
) v A e
o
.
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|Figura 16. Prueba de los primer 392 y 208 mediante PCR anidada. En el gel se observan:

1 IH15071-1, 2 IH15071-2,3 IH15071-3 4 1H15071-4 5 [H15072-1, 6 IH15072-2 7 IH15072-3, 8
||H15072-4, 9 IH15073-1, 10 IH15073-2, 11 IH15073-3, 12 IH15073-4, 13 IH15073-5, 14 IH15074-
11,15 1H15074-2, 16 1H15074-3, 17 IH15074-4, 18, D,d3 19 control negativo.
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16 .

thﬁerdﬁluéédiga_ ] Provincia I’ffi"iscina '[dérgano | Prueba [Resultado
1 IH15071-1 | Guayas | 488 | Cerebroy 392-208 v
(Tenguel) Cordon
‘ ‘ ’ nervioso
2 IH15071-2 | Guayas | 488 | Cerebroy 392-208 NE
l (Tenguel) ‘ Cordon
‘ ’ nervioso
R man‘.?‘cu@, 488 | cerebroy 392-208 N
(Tenguel) Cordon
| nervioso
bt e lagve ey v R e I e
4 IH15071-4 t Guayas 488 | Cerebroy 392-208 N
(Tenguel) Cordon
k nervioso
5 IH15072-1 | Guayas | 49B Cerebroy 392208 | v
(Tenguel) Cordén
‘ | nervioso
6 | IH15072-2 | Guayas 498 Cerebroy 392-208 7
(Tenguel) Cordon
{ nervioso
! — | E— _— - — - — —_— - - —_— —
7 IH15072-3 | Guayas 498 Cerebroy 392-208 v
| (Tenguel)  Cordén
i nervioso
I8 [ 150724 | Guayas  |498 | Cerebroy “ [ 392208 | W
(Tenguel) Cordon
| nervioso )
5 | 150731 | Guayas |52 | Cerebroy | | 3574208 | . v
(Tenguel) Corddn ‘
| I ‘ nervioso ’
10 Pﬁlsoﬁfi Guayas | 52 “Cerebroy | 392-208 |
(Tenguel) \ 1 Corddn
| | nervioso
11 | 1H150733 | Guayas PR ap Cerebroy | 392-208 |
(Tenguel) Cordén
{ ‘ ’ | nervioso
12 | IH150734 | Guayas (53 |cerebroy | 392208 |
‘ ] (Tenguel) | Cordon
nervioso
13, | IH15073-5 | Guayas | 52 Cerebroy 392-208 | Vv
(Tenguel) Cordon |
| [ | nervioso
|
14 IH15074-1 | Guayas 121 “Cerebroy 392-208 J
* {Tenguel) Corddn
|‘ | nervioso
[15 IH15074-2 | Guayas 121 Cerebroy 392-208 v
| | (Tenguel) Corddn

......




IH15074-3 | Guayas 121 Cerebroy | 392-208 |
(Tenguel) Cordon
nervioso392-
208
H15074-4 | Guayas | 121 | Cerebroy | 392-208
(Tenguel) Corddn
nervioso
D.d3 Positivo Lghtner | = | VR
Control | =eeee e e 392-208
Negativo
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| | Figura 17. Prueba de los primers HR mediante PCR anidada. En e! gel se observan! = () I ‘
‘ 11H15001 stock, 2 IH15001 dilucion (1:10) 3 1H15013 stock 4 1H15013 dilucion (1:10), 5 H15014- ]
| stock, 6 IH15014 dilucién (1:10), 7 IH15036 stock, 8 IH15036 dilucién (1:10), 9 1H15032 stock, 10 L,L
|| I1H15032 dilucién (1:10), 11 D, 3, 12 Control negativo. 7
1 1 ' | t ! : , : h;i; || | e
% \ ’ | | | .
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EERE i | | 1
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Tabla 17.

'iNo ' c&}i‘o—' | LP;o;rihtr:ié l # Pi_scina | Camaronera JAResqlt_a“dé_
i 1 IH15001 stock Guayas l 160 | Aquamar S.A X
3 [WIse01(110) | Guavas | 160|r Ty T IR
737»II115013W | santa He";iﬁ»?‘) IVEKB(TC;EDHBM‘I "Palmar”ﬁ_ X ‘
"4 | IH15013 (1:10) | Santa Elena | B-29 | Estacion Cenaim “Palmar” e ]
|5 | 1H15014-stock [Machala |5 BB Vivabra S.A X
6 'mm) T Machala ‘ 5 | Vivabra S.A ' EJE
i 7 | IH15036 stock | Manabi [1 ‘ Cuellar ; vV ‘
8 | IH15036(1:10) | Manabi | 1 [ Cuellar 7T J
QJ—TS(BZ stock—mraldas | 10 ‘  NAC . X
| [10 [H15032(1:10) | Esmeraldas | 10 ' N.A.C X

'11 D~_3 "_ﬁésir»vo Lightner ‘ v
12 .COH[(OI negativo == 1 - - i OK i

| "). \ L LR $ > ot ! 4 | ‘S‘(—’(‘.] ZL
U Ve de Yo HR TNV eflandarizadon de TimadlVdse

Pecggma. (b TarmoCiladee

Kt IR q&:chu{i@_
Stage 2 | 8tage 3
X 38 | X 1

! l
940" | 9.0 :
(800 | 1:00 o q2.000 iaziet
,, 58,0 ' i
H : — 2:00 | 10:00
{:00
| f i
| ‘ '
Heda i P, |
W20 | [ X 189 /8]
ANPs b. 4
1\«\!.!\)\.‘_;1 | _ }.2 V ﬁ:{i
o Ry || || 32|
T)Lir‘ QA% w{
Ady f
AN . 2 22




~ Figura 18. Prueba de los primer HR estandarizacion de temperaturas, En el gel se observan;

l.l

Tabla 18.--77

\

|

e

11H15013-1, 2 IH15036 3 D,3, 4 IH15013-1, 5 IH15036, 6 D3, 7 IH15013, 8 IH15036 9 1,3, 10
1H15013, 11 IH15036, 120,3,13 IH15013 14 IH15036 15 D;3, 16 control negativo

'[i,j—|.,,

\

n.,u

L]

_ 10 i
N°® | Codigo | Provincia # Piscina | Camaronera »Resultado [ i N
BE IH15013-1 | Santa Elena | B-29 Estacion Cenaim “Palmar” X |ifl (S ] (! .
2 | IH15036 Manabi 1 ~ Cuellar B = =
! 3 \ D}3 Positivo Lighther i S Tenue :. [
B .-fl'-'l‘-150713-1 Santa Elena | B-29 | Estacion Cenaim “Palmar” |  Tenue “"”—{\—'—“
5 | IH15036 | Manabi 1 ~ Cuellar Tenue —_Fj—
6 D:3 | Positivo nghtner_ == i X N = o
7 | IH15013-1 Santa Elena | B-29 Estacion Cenaim “Palmar” Tenue {
8 | IH15036 Manabi F3 Cuellar x &l
! 9 D3 Positivo Lightner S oy Tenue "
T10 | (H150131 |Santa Elena | B-29 | Estacion Cenaim “Palmar’ | X i 1 i
;IH15036 " Manabi 1 ARl A ] [Coeoe pean s | B
T Thositive Lightner | = il Tenue | | ]
13 [ IH15013-1 Santa Elena | B-29 ' Estacién Cenaim “Palmar” Tenue 1 ‘
14 | |H15036 | Manabi |1 Cuellar | X | ‘J_ |
15 | D3 Positivo Lightner Tenue > ‘ -9
16 \ 6 | Control I Negatwo s - —-es 4 ok ‘
1 1 ] I i =t | T () e ’ 1




D Vawdor | de Plimen | W2 mienV | estanda eszason | de Tempw'toeag

4

y U SN S—

" 17 Control negativo. A

1 01
?aogwma de Tamogib\odee | 191

PbAddd T | T | qﬂudur\ie 2 |

Figura 19.

En el gel se observan:
1/H15014, 2 IH15032 3 IH15070-4, 4 IH15014-2E, 5 D.d1, 6 IH15014, 7 IH15032 8 IH15070-4. 9
IH15014-2E, 10 Dsd1, 11 IH15014, 12 IH15032 13 IH15070-4, 14 IH15014-2E, 15 Dsd1, 16 Did1




Tabla 19,

Numero | Codigo Provincia Proceso | Temperatura ‘
1 IH15014 | Machala | Pool v N A
2 [IH15032 | Esmeraldas | Pool 46°C i
I3 IH15070-4 | Guayas Individual | 46°C

4 | IH15014-2E | Machala | individual | 46°C

5 Dsd1 | Positivo Lightner | 46°C

6 IH15014 | Machala Pool 7 7ol
=70 IH15032 Esmeraldas | Pool 48°C

|

8 IH15070-4 | Guayas Individual | 48°C
'9 | IH15014-2E I Machala Individual | 48°C

10 Dsd1 } ﬁasiiivo Lightner 48°C

11 IS0 ] Machala Poal 50°C

12 (115032 | Esmeraldas | Pool sobe 2t 2]
13 IH150704 | Guayas individual | 50°C
14 IH15014-2€ | Machala = | Individual | 50°C E
15 | D:d1 Pasitivo Lghtner | 50°C

16 | Dadi Positivo Lightner 1 50°C

Wy Control e ] TN sete

Negativo J




D Rudod pimnn MR | Tempnaluea 4e°C | | | | || ZA o]0l
Poogana di umoci dodae I O O Y O

v
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1
i -lu]l h. "- ¢ .-;' i ! i ! i ! "
~# 41|"1'“ :lb | . I
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n,‘.ﬁ[lji:x ' -

Figura 20.

En el gel se observan 1 IH15012-3 (1:10), 2 IH15015 (1:10), 3 IH15019-2 (1:10), 4 IH15032 (1:10), 5

} IH15038 (1:10), 6 IH15012-3 (1:50), 7 IH15015 (1:50), 8 IH15019-2 (1:50), 9 IH15032 (1:50), 10

|| IH15038 (1:50), 11 D,d3, 12 Control Negativo 13 IH15012-3 (1:10), 14 |H15015 (1:10), 15 IH15019-
2 (1: 10) 16 IH15032 (1:10) 17 IH15038 (1:10), 18 1H15012-3 (1:50).




D Vaweba |
:Tabla 20.

o

‘ A4V

i Wﬁzmmﬁm

k:"\C’\ TTdvgan 20T

48T

1 lHlSOl?. 3

Santa E ena

[ 2 | IH15015

'3 | H15019-2

Rﬂachala {La Prin{avcra)

Gunyas (Puerto Roma,

Marest. C.A (1:10)

‘Comuna de Puerto Roma ’71_10)

) |

4 | IH15032 Esmeraldas (San José de Chamanga) | NA.C (110)
s [IH15038 Manabi (San Agustin) Vergel (1:10)
| 6 IH15012-3 | Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” (1:505—
;71 IH15015 Machala {La Primavera) Marest. C.A (1:50)
| 8 IH15019-2 VEJnyas (PJe'rta-Rar_rwa) i e Comuna de F Puerto Roma | (1.56)”‘
| 9 ?7iH15032 Esmeraldas (San José de Chamar;ga) N.A.C ‘\150-)—
|10 [1H15038 | Manabi (San Agustin] [ Vergel (1:50)
11 | D,d3 Lightner TR AT IS .‘;“‘
| 12 rConrrol o5 55 8 il W - 3
‘ Negativo |
33 lelSOl'igW -Agéhla Elena 5 Esl—aa‘;. Cenaim 77;31',',,3,'- 1 {1;1_0.) V
| 14 | IH15015 Machala (La Primavera) | Marest. CA | (1:10)
15 IH15019-2 | Guayas (-Puerto Roma) ' ™ Comuna de Puerto Rﬁﬂ_(lzlof_
|16 | IH15032 | Esmeraldas (San José de Chamanga) | NAC 5 [ (1:20)
17 IH15038 Manabi (San Agustin) Vergel f (1:10)
18 | H150123 | Santa Elena - Estacion Cenaim “Palmar” | (1:50)
il . el R ETE RS el [
\

TEAEC, ENEPR R E
[ Gan NG Com |)

¥

Wit .oy



anura 21.
En el gel se observan 19 IH15015 (1:50), 20 IH15019-2 (1:50), 21 IH15032 (1:50), 22 IH15038 (1: 50}

- 23 Dyd3, 24 Control Negativo 25 IH15012-3 (1:10), 26 IH15015 (1:10), 27 IH15019-2 (1:10), 28

IH15038 (1:10) 29 IH15032 (1:10), 30 IH15015 (1:50), 31 IH15019-2 (1:50), 32 IH15032 (1:50), 33 |

IH15012-3 (1:50), 34 IH15038 (1:50) ), 35 D;d3, 36 Control Negativo, 37 IH15012-3 (1:10), 38
IH15015 (1:10), 39 IH15019-2 (1:10), 40 IH15038 (1:10) 41 (H15032 (1:10), 42 IH15015 (1:50), 43

IH15019-2 (1:50), 44 IH15032 (1 50), 4S IH15012-3 (1 50) 46 IH15038 (1 50) ) 47 D;d3 48 Control
Negatwo e T i P C

22]0t] 2ol




| | Tabla21.
‘ N | cac i
13

e e
o |

19 | IH15015 | Machala(La Prumavera) | Marest. C.A
|20 ' 1H15019:2 | Guayas (PuertoRoma) | Comuna de PuertoRoma | (1:50) 'L ] _i
21 | IH15032 Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C @0y ——— |
[ T 1T 1 22 Twiso3s Manabi (San Agustin) | Vergel ']_(_iW' i i
23 | D:d3 Lightner EXS iRz Cio i AL
2 | Conwall | ' 2.52(NE TN iz 1T 18
l Negativo _
| 25 | IH15012-3 Santa Elena | EstadénC Cenaim "“Palmar” (1 10) gty
L 1 T2 ‘IH15015 Machala (La Primavera) T | Marest. CA ‘(1:10) !
5 27 | 14150192 | Guayas (Puerto Roma) “Comuna de Puerto Roma | (1:10) —3
] |28 "IH15038 | Manabi (San Agustin) \ Vergel [ (1:10)
29 | 1H15032 | Esmeraldas (San José de Chamanga) | NAC SRR
130 |IH15015 | Machala (La Primavera) | Marest.CA - [(150) -
o 31 | N15019.2 | Guayas [PuertoRoma) | Comuna de PuertoRoma | (1:50) [ || l
32 'tﬁﬁﬁiz Esn\;rgl'dés(Can 'o;édeChamanga} N.AC N i W I ,
?3 {IH15012-3 Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” | (1:50) ‘
|— - 34 iTHfs?as' Manabi (San Agustin) ST X7V T I N T T . |
| T 11 |35 [ow3 Lightner ¥ = ) |
36 |Control. | =— Tl RS A T TR B R i
’ Negativo
11 37 ) IH15012-3 | Santa- E';n-a =1 AT 3 WVE;_ta—cu“)n Cenalr;-"_!;lﬂl;af 7(7171?
“_37877" IH15015 “Machala ILTP;mavcra} | marest. CA T8 it (_1_10)—
e 39 [IH15019-2 | Guayas (Puerto Roma) % Comuna de Puerto Roma | (1:10)
| L
= 40 | IH15038 | Manabi (San Agustin) Vergel =) (:10) —
: | a1 | IH15032 | Esmeraldas (San José de Chamanga) | NAC o) |
I+ y a2 | 15015 Machala (La Primavera) Marest, C.A T {1:50)
:: H a3 : |H15019-2 Gui;a;;(.p“u-';td Roma) Ty Co:t_‘.un’aE;Puerto Roma (1:50) | \
: 128 | 1015032 | Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C ==
‘, | 45 | IH15012-3 | Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” | (1:50)
1 ——"26 |1H15038 | Manabi (san Agustin) : Vergel (1:50)
| 47 D:d5 l,lg".frl(?l T TP > .T—ii -————‘f-l‘ >—7
48 |ComFo|—7T- AT NIL] naRe CTEN AN TR S TR S0 8
| Negativo

i . EuSeVANETSEESE R
£ (27 7=, .2 I I A O O O
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Tabla22. | |
T 1

gura 7 3 W ¥ = i T
En el gel se otl)servan 1 IH15012 3 (1:10), 2 IH15015 (1:10), 3 IH15019 2(1:10), 4 |H15032 (1: 10),
IH15038 (1:10), 6 1H15012-3 (1:50), 7 IH15015 (1:50), 8 IH15019-2 (1:50), 9 I1H15032 (1:50),
IH15038 (1:50), 11 D,d3, 12 Control Negativo 131H15012-3 (1:10), 14 IH15015 (1 10), 151H15019-
? (1: 10) 16 |H15032 (1:10) 17 1H15038 (1:10), 18 IH15012-3 (1:50).
2 i [l
|

[ M i L
TIN" ] cedigo |

B S ), )
) il .

I_,. [ | | L |

e |

\
1
|
T

1

|

\

\

\
Camaronera

SEEEEaee

Provincia Dilucién

s § IH15012-3 Santa Elena gsta?i&\ Cenaim "Palmar” | (1:10)
2 | H15015 | Machala (La Primavera) Marest. C.A (1:10)

3 IH15019-2 Guayas (Px,_w.:tc; Rc;ma) Comuna de Puerto Roma {(1:10) .

a4 | IH15032 Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C (1:20)

5 IH15038 Manabi (San Agustin) 0§ * N Vergel | {1:10)

6 IH15012-3 Santa Elena L " Estacion Cenaim “Palmar” (1:50)

7 | IH1501% Machala (La Primavera) Marest. C.A (1:50)
7 8 IH15019-2 Guityas (t'r:ent::_ﬁ-t;rh;i 1 Comuna de Puerto Roma (1:—5~0)
-9 | IH15032 Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C (1:50) |

10 | IH15038 Manabi (San Agustin) | Vergel (1:50)

11 | Dyd3 Lightner = . g t
12 | Control | e ™ —

Negativo

13 | IH15012-3 | Santa Elena Estacion Cenaim "Palmar” (1:105 | |
14 | IH15015 | Machala (La Primavera) Marest, C.A |0 |

15 | 1H15019-2 | Guayas (Puerto Roma) Comuna de Puerto Roma. | (1:10)

10




LR i |
' |
- =
F-—-‘ ——
e F -1 1 _- P -
w
\
-~ ‘ BEE
‘ l il -
L | Figura22. i Vo S e e e : N o '
— | |
| ] | Enelgelse observan 1 1H15012-3 (1: 10) 2 IH15015 (1:10), 3 IH15019-2 {1:10), 4 IH15032 (1:10}, 5 L4 1
'_ M \ IH15038 (1:10), 6 IH15012-3 (1:50), 7 1H15015 (1:50), 8 IH15019-2 (1:50), 9 1H15032 (1:50), 10 1 .
| IH15038 (1:50), 11 Dyd3, 12 Control Negativo 13 1H15012-3 (1:10), 14IH15015(1 10), 15|H15019- _}__
2(1:10), 16 1H15032 (1:10) 17 IH15038 (1:10), 18 1H15012-3 (1:50). - =t | ]
0 2 O e ] )
i wblezz. | | | | | [ 1L L1l ‘ 1] LT ] F
EEE 6 0 L R T g N
il | N° Cadigo | Provincia Camaronera Dilucién |
F - 1 IH15012-3 | Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” | (1:10) — —‘ .
! SESEE i 1N
2 IH15015 Machala (La Primavera) Marest, C.A (1:10) | i }
ot 1 » - ! T l
S 1| 1 1 3 IH15019-2 | Guayas (Puerto Roma) Comuna de Puerto Roma | (1:10) —1— J— Y I
‘ \
| e 4 — N T
Ul 1 | [ T4 |mH5032 Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C [ {1:10) ;
\ l -5 | 1H15038 Manabi (San Agustin) Vergel = T OZ10). - e | :
| [ 6 |IH150123 | Santa Elena | Estacién Cenaim “Palmar” | (1:50) | | | | |
7 IH15015 Machala (La Primavera) Marest. C.A (1:50) l* = e
_ ‘ \; 8 IH15019-2 | Guayas (Puerto Roma) | comuna da Puerto Roma {1:50) L %:
~‘ [ } — 9 ‘ 1H15032 Esmeraidas (San josé de Cham;ga) N.A.C -' -(1:50)
T 177 10 [1H15038 | Manabi (San Agustin) Vergel wsey | | i
. LA 3 L i
| B —I—_ 11 | Dy,d3 Lightner —-- - T AT T i
! ‘ 12 | Control === - - ] - | -
l ) i[ | Negativo ! | { : \[ ]
| | ! = S N N T oL |
A*‘]*'F 13 [ IH15012-3 | Santa Elena Estacidn Cenaim “Palmar” | (1:10) I_ T i | 1 [
i ) e [ | - —_—T T T T T
| | | 14 [IH15015 | Machala (La Primavera) Marest. C.A (1:10) Ll
| =
15 | IH15019-2 | Guayas (Puerto Roma) Comuna de Puerto Roma. | (1:10)
16 | IH15032 Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C (1:10)
17 | IH15038 Manabi (San Agustin) Vergel (1:10)
18 | IH15012-3 | SantaElena Estacion Cenaim “Palmar” | (1:50)



[P0 s | guian RE | Tampual0%a | S5 (onaasi)

1

Figura23.. | | | | | | |
En el gel se observan 19 1H15015 (1:50), 20 IH15019-2 (1:50), 21 IH15032 (1:50), 22 IH15038 (1:50),
23 Dyd3, 24 Control Negativo 25 IH15012-3 (1:10), 26 1H15015 (1:10), 27 IH15019-2 (1:10), 28
IH15038 (1:10) 29 |H15032 {1:10), 30 IH15015 {1:50), 31 IH15019-2 (1:50), 32 IH15032 (1:50), 33
IH15012-3 (1:50), 34 IH15038 (1:50) ), 35 D;d3, 36 Control Negativo, 37 |H15012-3 (1:10), 38
IH15015 (1:10), 39 1H15019-2 (1:10), 40 IH15038 (1:10) 41 IH15032 (1:10), 42 IH15015 (1:50), 43
IH15019-2 (1:50), 44 1H15032 (1:50), 45 IH15012-3 (1:50), 46 IH15038 (1:50) ), 47 D:d3, 48 C_ontro_l
Negativo




N
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i

1]
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Negativo

Tabla 23. | P EERE] ! ! =
N°® Cadigo Provincia Camaronera Dilucndn ;
19 | IH15015 | Machala (La Primavera) Marest. C.A (1:50) |
20 | IH15019-2 i Gbayas (Puerto Roma) “Comuna de Puerto Roma (130) 1
21 | IH15032 | Esmeraldas (San José de Chamanga) | NAC | (1:50)
mig Manabi (San Agustin) i \/ergel ."(i:SO)
23 | D,d3 [Lightner =JWd TV === =
24 | Control T— Sy (il ‘ Rl :
Negativo .
“25 | IH15012-3 | Santa Elena = Estacion Cenaim “Palmar” (120
26 ' lHl':.DlS—T.;L_h.;I_;an Primavera) ———varcst. C:A {1:10)
27 ; iH15019-2 | Guayas (Puerto Roma) Comuna de Puerto Roma il:lO) i
28 | IH15038 | Manabi (San Agustin) i Vergel ‘ (1:10) : 1
29 —IH—ISV(EEZ— | Esmeraldas {San José de Chamanga) | N.A.C ‘Tllo—) l
3(T WITIISOIS ' Ma(hdmv(rlia Errgvora) Marest, C.A ] ‘ (1:50) j
31 ' leSC)_192 ~(S_Ll};yas (Puerto Roma)— CO@WR—daa ‘ {lzglr l
32 | IH15032 | Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C [(2:50) |
{
33 | IH15012-3 | Santaklena - Estacion Cenaim “Palmar” '5 (1:50) 1‘
34 | IH15038 | Manabi (San Agustin) Vergel i (1:50) k
35 | D:d3 Tughtner = -
36 | Control = ‘ 1 :
Negativo
\
37 [ ﬁ?oiz-a ‘ Sa;wféi Elena . . Eaf.ici()n Cmdl-m-a-r" ‘ (]:10]_
38 » IH15015 Machala (La Primavera) Marest. C.A ' (1:10)
39 | IH15018-2 Guayas fﬁmwa) Comuna de Puerto Roma 7(1%)_
140 | 1H15038 | Manabi (San Agustin) vergel o ‘(11—0)
_ a1 IH15032 | Esmeraldas (SanJose-(-ie—Cmr N.AC ‘ V(lﬁl()]
42 | 1H15015 | Machala (La Frimavera) ~ | Marest. CA (1:50)
. m ‘ Guay?s( P:erto_Rom;)" Comuna_c}é Puert6 Roma _(1?0)_
a4 | IH15032 Esmeralda;[Séﬁ Jose de Chamangé) I NAC I 7(1@) ¥y
45 [H150123 |SantaBlena Estacion Cenaim “Palmar” | (1:50) |
46 | IH15038 Manabi (San Agustin) | Vergel | (1:50) |
a0 Oghtner . =]
‘ - N
a8 | Control | - R B |- |
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Figura 24. — — 7 _— —

En el gel se observan 11H15012-3 (1:10), 2 IH15015 (1:10}, 3 IH15019-2 (1:10), 4 IH15032 (1:10),

5|H15038 (1:10), 6 IH15012-3 (1:50), 7 IH15015 (1:50), 8 IH15019-2 (1:50), 9 IH15032 (1:50), 10
| 1H15038 (1:50), 11 D.d3, 12 Control Negativo 13 1H15012-3 (1:10), 14 IH15015 (1:10), 15
| 1H15019-2 (1:10), 161H15032 (1:10) 17 IH15038 (1:10), 18 IH15012-3 (1:50),. . &

|22 [o2



Tabla 24.

[N | 7'C6digo Provincia [ Camaronera Dilucion |
1 7(7;115012-3 Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” | (1:10) T i il
2 f IH15015 Machala (La anavera) 3 Marest, C.A (110) i | T 14

|3 ['H 15019-2 Guayas (Puerto Roma) | Comuna de Puerto Roma (1:10)

4 | IH15032 Esmeraldas {San José de Chamanga) | N.A.C 7 (1:10) |
| 5 IH15038 Manabi (S‘an Agusrtin) Vergel 7(1_1r” vi I i [ |
_' 6 |IH 15012-3 | Santa Elena “Estacion Cenaim “Palmar” (1:50) EICmTd |
7 | IH15015 | Machala (La Primavera) Marest. C.A | (1:50)

. 8 | IH15019-2 Guayas (Puerto Roma) | Comuna de Puerto Roma ' (1:50) ‘ -
9 | IH15032 Esmeraldas (San José de Chamanga) | N.A.C | (1:50) { '

ms Manabi (§an Agustin) | Vergel i | {1:50) |

11 | D:d3 Lightner P L A
12 Control [ ==ees S = s ‘

Negativo

|13 | IH15012-3 | Santa Elena 7 Estacion Cenaim ';Palmar" (1:10)

! 14 | IH15015 Machala (La Primavera) T (1:10)

ﬁ‘f'*fﬁiébls-z GUBV;S (Puerto Roma) Comuna de Puerto Roma (1:10)

. ‘

16 | IH15032 Esmeralda_s'(SanJosé de Chémanga] | N.A.C (1:10)

17 [IH15038 | Manabi (San Agustin] Vergel (1:10)

TTTISOH% Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” ”[41?5“(-)“)——
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| Figura 25, |

En el gel se observan 19 IH15015 (1:50), 20 IH15019-2 (1:50), 21 IH15032 (1:50), 22 |H15038
(1:50), 23 D;d3, 24 Control Negativo 25 IH15012-3 (1:10), 26 IH15015 (1:10), 27 IH15019-2
(1:10), 28 1H15038 (1:10) 291H15032 (1:10), 301H15015(1:50), 31 1H15019-2 (1:50), 32 IH15032
(1:50), 33 IH15012-3 (1:50), 34 IH15038 (1:50) ), 35 D;d3, 36 Control Negativo, 37 IH15012-3
(1:10), 38 IM15015 (1:10), 39 IH15019-2 (1:10), 40 IH15038 (1:10) 41 IH15032 (1:10), 42
IH15015 (1:50), 43 |1H15019-2 (1:50), 44 IH15032 (1:50), 45 IH15012-3 (1:50), 46 1H15038 (1:50)
), 47 D,d3, 48 Control Negativo.
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Tabla 25.]

' cédigo

Provincia

Camaronera

Dilucién

L N°
19 ’ IH15015 | Machala (La Primavera) Marest, C.A i [Eeso%. T |
|20 ] IH15019-2 Gdéyas (Puerto Rome;) Comuna de Puerto Roma (1:50) ||
|21 (15032 | Emeraidas (San  José  de | NAC [ (1:50)
i ¥ Chamanga)
122 | Dya3 Lightner : aso ||
| 23 | Control SRR Sl W SRR e -~ B
:l Negativo s
! 24 | IH15038 Manabi {San_Agustl’n) | Vergel -
25 | IH15012-3 | Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” | (1:10)
| 26 | IH15015 Machala (La Primavera) Marest. C.A (1:10) il
'! 27 | IH15019-2 l Guayas (Puerto R_om.ﬂ Comuna de Puerto Roma (1:10)
28 | 1H15038 Manabi (San Agustin) Vergel 2 (1:10)
29 | IH15032 | Esmeraldas  (San José de | N.AC I BEEO
' } Chamanga)
30 | IH15015 | Machala (La Primavera) Marest, C.A (1:50)
31 | IH15019-2 [ Guayas (Puerto Rbrﬁa) Comuna de Puerto Roma (1:50)
32 | IH15032 Esmeraldas (éan losé de | N.A.C ' ‘11:50) ]
Chamanga)
t 33 | IH15012-3 | Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” {1:50)
134 | IH15038 Manabf (San Agustin) Vergel (1:50)
|35 | Dyd3 Lightner =
! 36 | Control e T [ g
Negativo
37 | 1H150123 | Santa Elena | Estacion Cenaim "Palmar” | (1:10)
138 | 1H15015 | Machala (La Primavera) Marest. CA (1:10)
_ 39 | IH15019-2 [ Guayas (Puerto Rorﬁa) Comuna de Puerto Roma : (1:10)
a0 | 1H15038 | Manabi (San Agustin) Vergel (1:10)
‘ a1 | IH15032 ‘ Esmeraldas (San José de | N.AC = (1:10)
. Chamanga) [
(5 ‘ IH15015 ‘ Machala (La Primavera) | Marest. C.A (1:50) i
'{1—;1' |m6;9—2— ["Guayas (Puerto Roma) Comuna de Puerto Roma | (1:50) l
;m i 15032 | Esmeraldas  (San  José  de N.A.C | (1:50)

1

|45 | IH15012-3 | SantaElena

l

) Chamanga)

| Est:ciénanaia *palmar” J[;(1:50) ‘.

—r

(1:50)—i |

| 46 T‘ 1H15038 [ Manabi {San Agustin) Vergel
a7 Dz ]"l.igm?‘er " SRR
| "a8 | Control -

|
|
|
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Figura 26. ‘ : |
En el gel se observan 11H15012-3, 2 IH15015, 3 IH15019-2, 4 IH15032, 5 IH15038, 6 D,d1, 7 '

l | Control Negativo, 8 IH15012-3, 9 IH15015, 10 IH15019-2, 11 IH15032, 12 |H15038, 13 D:d1, 14
Control Negativo, 15 IH15012-3, 16 |H15015, 17 IH15019-2, 18 1H15032, 19 IH15038, 20 D.d1,
ST e emt 2 92 IM1EA1C 24 1H18019-2 258 1H15032 26 IH15038
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Tabla.26 | ADW | | | Zad| | |
[N T'cédige Provincia Camaronera |  Prueba
o ; 1 | IH15012-3 | SantaElena Estacion  Cenaim .| PF5y IHHNVR1
| “Palmar”
"2 [IH15015 | Machala (La | Marest. C.A PES y IHHNVR1
Primavera)
'3 [1H150192 | Guayas “(Puerto | Comuna de Puerto | PFSy IHHNVR1 E
’ Roma) , Roma
Ha ‘ IH15032 Esmeraldas (San José | N.A.C PF5yIHHNVR1 |
de Chamanga) |
"5 | 115038 | Manabi (San Agustin) | Vergel PF5 y IHHNVR1
& D@1 |Positvo | Lightner PF5yIHHNVRT
- . | g s i [ =
7 Contral - — —
| Negativo
—Ha =l IH15012—§ | Santa Elena Estacion ‘Cenaim | [ B
05 | “Palmar”
IHHNVF1 y PVTR2
9 | IH15015 Machala (La | Marest. C.A IHHNVF1 y PVTR2
| Primavera)
10 | IH15019-2 Guayas (Puerto Comt_ma de Puerto IHHNVF1 y PVTR2
Roma) Roma
11 | IH15032 Esmeraldas (San José | N.A.C IHHNVF1y PVTR2
de Chamanga)
12 | IH15038 Manabi (San Agustin) | Vergel IHHNVF1 y PVTR2
13 | Dyd1 Positivo Lightner IHHNVF1y PVTR2
14 | Control — el
Negativo
15 | IH15012-3 | Santa Elena Estacion  Cenaim | PF5y PR6
“Palmar”
16 | IH15015 | Machala (La | Marest. C.A PFS v PR6
|
" Primavera)
{17 | 1H15019-2 Guaya; (Puérto Comuna de Puerto | PF5y PRE
\ | Roma) Roma
18 | 1H15032 Esmeraldas (San José | N.A.C | PF5yPR6
1 de Chamanga)
L0 ! A A T
19 | 1H15038 Manabi (San Agustin) | Vergel PF5 y PR6 -
y T A P [ ans' JLean'ill 1 r_l_a.;.... nDrec .. A




T %‘T_ = T—T—m——l’w"w AW o e R R R R R
i*‘* *——T{ de Chamanga) \ | =
i | ’ s |H15038 Manabi {San Agustin) ‘ vergel PF5y IHHNVR1
\ e e B {
i ‘ 186 |Didl Positivo [ uightner PFSy HHNVRL - —— — L,
S (LY | _'_ I 1 = =%
1 = = = i
L | | IE% Control m_ ‘._l, I e
(W B | | Negativo '. |
! 4 B = | l | |
.‘| [ o R ) T T
i ”—‘T— 8 [IH15012-3 | Santa Elena Estacion Cenaim 7 —1—1—4— 1
—H——T ~—H I "“palmar” — 1 ~}—: —
_’_4_\ i %__ IHHNVF1 y PVTR2 ! | [ | ?
AEN bl L oL T T
T i'—' T | 9 1H15015 Machala (La | Marest. C.A [HHNVF1 y PVTR2 — —1 — JT { B
*i—‘——rﬁ — ‘ primavera) — Lt
1 7_ .._~,,_ * S T _‘

_* I | jH15019-2 | Guayas (Puerto | Comuna de Puerto IHHNVF1y PVTR2 [ | | |
s [ Y Roma) Roma B A'—IV 11
HEWEEL | = i 1 ) T
o I_! T 11 | IH15032 Esmeraldas (San José | N.A.C IHHNVF1y PVTR2 —T- L% 'i“‘ Jﬁ
el O de Chamanga) —l *1—%- o
1 =L = 4 !; 4L
IEJ_ ‘_I [12 |IH15038 Manabi (5an Agustin) | Vergel [HHNVF1yPVTR2 | | | |

| 1 5 T
L_T _\ 5 L 13 | Dyd1 Positivo Lightner IHHNVF1y PVTRZ — l—T ~ l ——
i 557, A5 U ' ‘
1 f _ §-— +
- i Ve - - __| 14 | Control - e IR L '_ _’ | _1
- T . | Negativo B ‘\_A| L
| | ——t— W W
l‘ i ’—“r 15 | 1H15012-3 | Santa Elena Estacion  Cenaim | PFSyPR6 ’ l—i ]—; 7«‘
111 . “palmar” L
o SN
D | [16 [W15015 | Machala (La | Marest. CA PFS y PR6 5
‘.l._l.f ]_| *_’ ” Primavera) ne [T 1T
1 | T 11§
(T l* 1 | 2% l IH15019-2 | Guayas (Puerto | Comuna de Puerto PF5y PRE J—‘ Ll T lr— 5
| 1_! I ‘17 .}—J ‘ Roma) Roma ———“*|— t" i 11 -3
b L] T |28 [wnisos2z | Esmeraldas (san José | NAC PF5y PR6 il R
I _[J». de Chamanga) SEREEE
] WL e ARLENE
0 T O 7 T 19 | 1H15038 Manabi (San Agustin) | Vergel PFSyPR6 —r-""‘* ———
it E i st S Y = T
LL 4 a. }”l 20 | Dudl Positivo Lightner PF5y PRG Y x] ' ‘
| S W S NN I
+——+—+——t—1—1— 21 {'Control = - - = ‘{—k L\ g 1'
Negativo s ==
22 | IH15012-3 | Santa Elena Estacion  Cenaim | PF6y PVRT2
“palmar”
23 | IH15015 Ma‘chala {La | Marest. CA PF6 y PVRT2
Primavera)
= 24 | H15019-2 | Guayas {Puerto | Comuna de Puerto PF6y PVRT2
Roma) Roma
25 |IN15032 | Esmeraldas (San José | N.AC PF6y PVRT2
E@g;_' " :—— A:— —==a
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r—t | | | Enelgelseobservan 27 D;d1, 28 Control Negativo, 29 I1H15012-3, 30 IH15015, 31 IH15019-2, |
= | || 321H15032, 33 IH15038, 34 D,d1, 35 Control Negativo. .
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Tabla. 27
N* | Codigo Provincia Camaronera Prueba
27 | Dyd1 Positivo Lightner PE6 y PVRT2
|28 " Control L SR |} |05 —-
Negativo
| ,
29 | IH15012-3 Santa Elena Estacion  Cenaim | PF6y IHHNVR1
“Palmar”
30 | IH15015 Machala (La | Marest. C.A PF6 y IHHNVR1
Primavera) ‘
31 | IH15019-2 | Guayas (Puerto | Comuna de Puerto | PF6y IHHNVR1
| Roma) Roma
32 | 1H15032 Esmeraldas (San José | N.A.C PF6 y IHHNVR1
de Chamanga)
33 | 1H15038 Manabi (San Agustin) | Vergel PF6 y IHHNVR1
34 | D,d1 Positivo | Lightner PF6y PVRT2
35 | Control s %
Negativo
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tFigura 28. Prueba de los primers HR para secuenciacion. En el gel se observan:

1 1H15012-3 stock, 2 IH15012-3 (1:10), 3 IH15015 stock, 4 IH15015 (1:10), 5 IH15019-2
 stock, 6 1H15019-2 (1:10), 7 1H15032 stock, 8 1H15032 (1 10) 9 |H15038 stock, 10
| IH15038 (1:10), 11 D.d; stock, 12 D:d, (1:10).

rabla 28.- .
N* Cadigo Provincia Camaronera ‘
- [ [1H150123 | Santa tlena TEstacon | Cenaim |
' Stack. “Palmar’
2 [1H150123 | SantaElena Estacién  Cenaim
(1:10) ' “Palmar”
'3 [H15015 | Machala (La | Marest. CA
' Stock Primavera) 1 T 4
4 | IH15015 | Machala ~ (La| Marest.CA
(1:10) Primavera) |
5 [IH15019-2 | Guayas  (Puerto. Comuna de Puerto
| Stock | Roma) : Roma
6 | IH15019-2 | Guayas  (Puerto | Comuna de Eu&rto |
{1:10) Roma) “Romaiil] sl
7 | IH15032 | Esmeraldas (San José | N.A.C -
de Chamanga) :
8 | IH15032 Esmeraldas (San José NAC
de Chamanga)
e e T AT e b (Sar AEUStrT [ Uatgel Wt

pas! l‘ulf,z
Ik

Fo




1577 e =
£ o N 8 bosm st SVT

L .‘fﬂ}!‘},, ‘?F‘
‘ | 1 | ‘g,‘:‘go | Positivo.
[T .
T 1T 17171 1 Wl ’ ' ‘ ' | | ' ,zq{ulllulb}
Y ’P(umm\ ;}w mm\NM UT\hwﬂ)o i e
?cogoqm etz eidy |20 T
Rﬂbw Yoy B BUARN | | | (Wed | | | Bo ¥ 53 | 2
M{«'Of
Q4% —2'oo | | zmH OHT [T T[] [ 282
(a4, 030 ,.4..otnﬁ‘j%'~ﬁ%..0fl L] | 046
30 1534 —»0.32 | | | | loguM PR | [ | [01S] 2l .5
L Gded L3200 —r 10O | | | | |5 g TVF( | |05 | 25
2%—¢'Pw__v, | aia, 0N 212
‘QI(_, -V | o0 [ | | | CPON -

Figura 29, Prueba de los primers HR para secuenciacion. En el gel se observan:

1 1H15001, 2 1H15002, 3 IH15003, 4 IH15004, 5 IH15005, 6 IH15006, 7 iH15007, 8 IH15008, 9
IH15009-1, 10 IH15009-5, 11 |H15009-6, 12 IH15009-7, 13 IH15009-8, 14 IH15009-9, 15
IH15009-10 16 IH15010-2, 17 IH15010-3, 18 1H15010-4, 19 IH15010-8, 20 IH15010-10, 21
IH15011-7, 22 1H15012-1 23 |H15012-2, 24 IH15012-3, 25 IH15012-4, 26 I1H15012-10 27
IH15013-1 28 IH15013-3 29 IH15013- 430IH15013 5. ' B ili]




Tabla 29. . — i i — 1 i — 3

N z Codigo iprovincia ‘ Camaronera # dePiscinall. Resultado
1 | IH15001 | Guayas Aquamar S.A. 160 Vv 7
2 | IH15002 Guayas ‘ A:quamar S.A. ey 160 3 \}" —,
3 | IH15003 ?WGuayas : Aquamar S.A. 160 - \
' TIHISOOQ Guaya;_ j?\huamar 55 o . DR | T R .
5 " IH15005 | Guayas Aquamar S.A. i 160 | v ana
6 ‘ IH15006 | Guayas Josefina (Naturisa) I 52R b
7 | 1H15007 | Guayas PrezJoya (Naturisa) . 40 \.r"i(;ta—da)——:
8 |IH15008 | Guayas i-Bonania Cabac S.A (Naturisa) | 32 v (cOr{ad;]i‘
9 | IH15009-1 | SantaElena ‘ Estacion Cenaim “Palmar” B-9 X
10 | IH15009-5 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” B-9 B
11 1 IH15009-6 | Santa Elena Estacion Cenaim "Palmar” = B-9 X
12 | 1H15009-7 | Santa Elena | Estacién Cenaim “Palmar” | B9 i
13 | IH15009-8 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” B-9 X
14 | 1H15009-9 ‘Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” T I ST T}
15 | IH15009-10 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Paimar” B-9 N
i? i IH15010-2 | Santa Elena Estacion Cenaim “Palmar” B-26 TR TR
17 ‘ IH15010-3 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” B26 . ———b\ 22
18 | IH15010-4 | Santa Elena | Estacién Cenaim “Palmar” B-26 Bk
19 | IH15010-8 | SantaElena | Estacién Cenaim “Palmar” B-26 TRl
20 ‘ IH15010-10 | Santa Elena | Estacién Cenaim “Palmar” B-26 X
21 "_Im_gama Elena | Estacion Cenaim “Palmar” B-27 | X
W-l “Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” ' B-28 X
el DI ATRI LY L U L b o s il S
23 } IH15012-2 | Santa Elena | Estacién Cenaim "Palmar” B-28 X
24 | IH15012-3 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” B-28 v
25 | IH15012-4 | Santa Elena l Estacion Cenaim “Palmar” 8-28 WX
26 | IH15012-10 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” B-28 3 v
27 ‘ IH15013-1 | Santa Elena : Estacion Cenaim “Palmar” B-29 v——“—\A ;
28 |THIS0133 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Paimar” 529 | X
29 | IH15013-4 | Santa Elena | Estacién Cenaim “Palmar” B29 ’ X
30 | IH15013-5 | Santa Elena | Estacion Cenaim “Palmar” | B29 ‘l_ L

— - ’ ' - . o S N




.‘«/:) S(l(@/N,QuL-Tﬂm (lon Wvllﬂ'\m& ?‘f"(:, T j—HHJ\SVQ& | ({{xﬂ'\m} ..< ; )
) o (= =
1

L ROVE - o
-

e ———— e ey

Figura 30. Prueba de los primers HR para secuenciacion. En el gel se observan:

| 31 IH15013-7, 32 IH15013-8, 33 I1H15013-9, 34 IH15014, 35 IH15014-1E, 36 1H15014-2E, 37
i H15015, 38 1H15015-5€, 39 |H15015-6E, 40 IH15016-1, 41 |H15016-2, 42 IH15016-3E, 43
i IH15017-1, 44 IH15017-2, 45 IH15017-7E 46 IH15017-8E, 47 IH15018-1, 48 |H15018-2.

fabia 30. |
N* | codigo | Provinda | T Camaronera #de | Resultado
[ il e gl s b A e s g oo p&sci.u B il
|31 | IH15013-7 | Santa Elena Estacién Ceﬁaim “Palmar” B-29 v
| 32 | IH15013-8 | Santa Elena Estacion Cenaim "Palmar” B-29 N
33 | IH15013-9 | Santa Elena Estacién Cenaim “Palmar” B-29 X
34 | IH15014 | Machala Vivabra S.A. E v (Cortada)
[ |35 |IH15014-1€ | Machala | vivabraSA., » 5 | V(Cortada)
‘ | 36 | IH15014-2E | Machala Vivabra S.A. 5 ( vV {Cortada)
?3—7_"!;1'1»5015 Machala Marest. C.A BET | \/(Corta—diari
38 | IH15015-5F | Machala Marest. C.A 58 X 5
39 | IH15015-6E | Machala Marest. C.A 7 SB | v (Cortada)
A 40 |IH15016-1 | Machala Marest. C.A BE X
' 41 [IH15016-2 | Machala Marest. C.A 124 | v —'l
42 | IH15016-3F | Machala Marest. C.A 24 v (Cortada) J '
‘a3 | [H15017-1 | Machala Garycam G110 | X | |
44 | |H15017-2 | Machala Garycam i O T
as | H150177F | Marhala Camirdrm lr» on -
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Figura 30. Prueba de los primers HR para secuenciacion. En el gel se observan:

31 1H15013-7, 32 |H15013-8, 33 IH15013-9, 34 |H15014, 35 |H15014-1E, 36 |IH15014-2E, 37
IH15015, 38 IH15015-5F, 39 IH15015-6E, 40 |H15016-1, 41 |H15016-2, 42 |H15016-3E, 43 b——1
1H15017-1, 44IH1501/ -2, 4: IH15017-7E 461H15017-8E, 47 IH15018-1, 48 1H15018-2. ~ !

1 T 1 T -

Tabla 30 = o ® wf -
N Codlco Provinda [T gamqomra ,,‘ap:i | #de | Resultado
R O W 06 L *""f'r'."'n.u,,...m SHIt B o i
31 IH15013-7 Santa Elena Estacian Cenaim ”Paimar B~29 v 5
32 | IH15013-8 | SantaElena Estacion Cenaim “Palmar” B-29 v _
33 | IH15013-9 | SantaElena Estacion Cenaim “Palmar” B-29 X
34 [IH15014 | Machala Vivabra S.A. 5 ~ V (Cortada) i
iss IH15014-1F | Machala Vivabra S.A. 5 | V(cortada)
l 36 | IH15014-2E | Machala Vivabra S.A. 5 v (Cortada)
| 37 | IH15015 Machala Marest. C.A 58 v (Cortada) ]
38 | IH15015-S5E | Machala Marest. C.A 58 X l .
39 | IH15015-6E | Machala Marest, C.A s v (Cortada) | !
40 | IH15016-1 | Machala Marest. C.A 24 X
a1 | 1H15016-2 | Machala Marest. CA EFS AT
42 | IH15016-3F | Machala Marest. C.A 24 V (Cortada)
43 |1H15017-1 | Machala Garycam G-10 X
44 |1H15017-2 |Machala | Garycam G-10 X
45 | IH15017-7E | Machala Garycam G-10 X
46 | IH15017-8€ | Machala | Garycam ‘ 6-10 T
“7 5018 M!SMP, | e v e S - :'{6—1‘3 :r [ "xz( ‘.
8 | 1H15018-2 | Machala A [sg X
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| Figura 31. Prueba de los prlmers HR para secuenciacion En el gel 5@ l)l)St rvan: -
49 1H15018-3, 50 Dyd,, 51 Control Negativo, 52 IHIS018-9¢, 5% IH15018-10€, 54 1H15019-1, 55 — —
+~1H15019-2, 56 IH15019-3, 57 |H15031, 58 IH15032, 59 (1115035, 60 IH15036, 61 IH15037, 62— —
+1H15038, 63 IH15061 64 IH15063-1, 65 IH15063-3, 66 IHIS0GS-3 67 IH15065-4, 68 IH15066-1, 69
IH15066-3, 70 IH15066-4,71 IH15067-1, 72 IH15067-2, 73 IH15067-3, 74 1H15067-4, 75 IH15067-5,

' 76 1H15068-1, 77 IH15068-2, 78 IH15068-3. |
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Tabla 31.

N | codigo Provineia  Camaronera | #de | Resultado
! | S piscina
49 | IH15018-3 Machala Garycam G-13 X
50 | Did; Positivo Lightner - W
i | 51 | Control By pRa -— RS ) ok
| Negativo l ‘
52 | IH15018-9 | Machala ;Garycam G-13 X
53 | (H15018-10E | Machala | Garycam, IS IERE SR X
54 | IH15019-1 ‘Guayas “Comuna de Puerto Roma | 1 ' v (Cortada)
55 1‘ IH15019-2 "(-;u'ayas ¥ Comuna de Puerto Roma e 4dl LI EE, &
| | 56 | IH15019-3 | Guayas Comuna de Puerto Roma 1 X
| 57 | IH15031 Esmeraldas | NAC R 9 i R Y T S T
i 58 | 1H15032 Esmeraldas | N.A.C 10 YUY 93
59 | (H15035 | Manabi | Cuellar 3 ST pe
| 60 | IH15036 | Manabi Cuellar 1 il 2"
I 61 | IH15037 Manabi Vergel ] ERE O TE T
62 | IH15038 Manabi Vergel E Fs ke W
63 | IH15061 | SantaElena | LangostinoS.A U BE SV T
64 | IH15063-1 Machala Delai Coco 3 T T E W
? 65 |IH15063-3 | Machala -T Delai Coco AR IS
| 66 | IH15065-3 | Machala ' Delai Coco AW
» 67 | IH15065-4 | Guayas Delai Balao I [ R P S A
68 | IH15066-1 | Guayas Delai Balao 4 R,
6_9_ F-iTSOGT (—Siuay:fs Delai Balao il 2 x & =
70 | IH15066-4 | Guayas Delai Balao 4 X
4 71 | IH15067-1 Guayas | Pesquera del Sol %10 X
72 | IH15067-2 | Guayas Pesquera deTSBT_ 2 7.‘._—““‘
73 | IH15067-3 | Guayas Pesquergdelsol, (AR 02 - LY oX.
1 _ l74 IH15067-4 *iéiiayas | pesquera del Sol =% E_i_ X
75 | IH15067-5 ] VC:ua/.;é Pesquera;e_ISc;l 7 ¥ [ 2 ek
76 ‘lHﬁlsﬁdGS-l Guayas Pesque'r;del Sol J 5 (M_ A
E 77 | IH15068-2 | Gua\;az & Pesquera del Sol ";'5—_ ‘ _'—— v 4
| 78 | 1150683 } Guayas | PesqueradelSol TrE o e, e T
e gl A ek ] g il
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| Figura 32. Prueba de los primers HR para secuenciacién. En el gel se observan:
| 79 1H15068-4, 80 IH15068-5, 81 [H15069-1, 82 IH15069-2, 83 IH15069-3, 84 IH15069-4, 85 | | | |
| IH15069-5, 86 IH15070-1, 87 IH15070-2, 88 IH15070-3, 89 IH15070-4, 90 IH15070-5, 81 |

[ l IH15071-1,92 IH15071-4, 93 [H15072-1 94 |H15072-2, 95 IH15072-3, 96 IH15072-4. =1

| i . :
"Tabla32.% i } ]
N[ Cedigo | provirea |

- 75 “lH1566§-4. Guayas PééqueradélSol le T ‘x =1
80 | IH15068-5 Guayas Pesquera del Sol 5 X
81 | IH15069-1 Guayas Brumesa S.A 12 X

82 | IH15069-2 Guayas Brumesa S.A 12 X =

83 | IH15069-3 Guayas Brumesa S.A 12 v(Cortada) 1

1

\
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Figura 32. Prueba de los primers HR para secuenciacion. En el gel se observan: ' j
179 1H15068-4, 80 IH15068-5, 81 IH15069-1, 82 IH15069-2, 83 IH15069-3, 84 IH15069-4, 85 | | |
' IH15065-5, 86 IH15070-1, 87 I1H15070-2, 88 IH15070-3, 89 IH15070-4, 90 IH15070-5, 91 k]
IH15071 1,92 I1H15071-4, 93 IH15072-1 94 |H15072-2, 95 IH15072-3, 96 IH15072-4. T
l | [ ] R 0 O O | Ll
Tabla 32. | | | ] T T O O
S N‘ Céd?zé P'm‘ ‘1: fhi g i i 'u d B ! ’ ; 3
> e 4. ol - -«g.«‘- 'ML”"_I;_; . ¥ - “: C—
79 | IH15068-4 Guayas Pesquera del Sol S X I
80 | IH15068-5 | Guayas Pesquera del Sol 5 X |
| 81 | IH15069-1 Guayas Brumesa S.A 12 X =
82 | IH15069-2 Guayas Brumesa S.A 12 X | B
83 | IH15069-3 Guayas Brumesa S.A 12 V(Cortada)
—— 84 | 1H15069-4 Guayas Brumesa S.A 12 V(Cortada) — | 3
85 | IH15068-5 _Gh‘avas Brumesa S.A | 12 V(Cortada) &
|
86 | IH15070-1 | Guayas Brumesa S.A 25 V(Cortada) I J
87 | IH15070-2 Guayas Brumesa S.A 25 X
88 | IH15070-3 Guayas Brumesa S.A 25 X 1
89 | IH15070-4 Guayas Brumesa 5.A 25 X —
80 | IH15070-5 Guayas Brumesa SA 25 v
91 ||H15071-1 Guayas Mar y Cielo 488 v
92 | 1H15071-4 Guayas Mar y Cielo 488 X
93 | IH15072-1 Guayas Mar y Cielo 498 Vv
R ETIEETE T 5B X
iﬁ:. .4 ¥ ; : ; ll‘ Tk ” V. ..'\ - .'l ‘..‘.."‘ ’
e LR Qﬂ | :Q.;:;é T : ",!: =Y .S;"[“’;
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_Figura 33. Prueba de los primers HR para secuenciacion. En el gel se observan:
97 |H15073-1, 98 IH15073-2, 99 IH15073-3, 100 IH15073-4, 101 IH15074-1, 102 |H15074-2,103

IH15074-3, 104 IH15074-4, 105 D:d,, 106 D,d,, 107 Coptrol Negativo, _

Tabla 33.

‘N | cedigoe | Provinca Camaronera | #depiscina | Resultado
97 | I‘H15073-1 Guayas Mar y Cielo 52 X

98 | H150732 | Guayss | MaryCielo 52 RS

99 | IH150733 | Guayas Mar y Cielo 52 V(Cortada)

| 100 | IH15073-4 | Guayas Mar y Cielo 52 V(Cortada)

101 | IH15074-1 Guayas Acumport 121 V(Cortada)
102 | IH150742 | Guayas Acumport 121 V(Cortada)
103 | IH15074-3 | Guayas Acumport 121 V(Cortada)

104 | [H15074-4 | Guayas Acumport 121 V(Cortada)

105 | Did; | Positivo Lightner — V(Cortada)

| 106 | Dud; Positivo Lightner —— V(Cortada) |

107 } Control 153 3 IR A Ok |
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'Flgura 34 Prueba de Ios primers HR para secuenciacion Fn c'l gel se nhswvan
111H15007, 2 IH15008, 3 IH15015, 4 IH15015-6E, 5 IH15016- 3, 6 1115019-1, 7 IH15070-1, 8 1H15073:
'3, 9 |H15074-1, 10 IH15074-2, 11 |H15074-4, 12 IH15014,
IH15069-3 16 IH15069-4, 17 IH15069-5, 18 Dyd; 19 Canlinl Negativo, 1 IH15007, 2 IH15008, 3
ilHl‘iOlS 4 |H15015-6E, 5 IH15016-3E, 6 IH15019 1,7 IHI»U/() 1, 8 IH15073-3, 9 IH15074 1,10 —
[IH15074-2, 11 IH15074-4 12 Dyd; .

13 IH15014-1E, 14 IH15014-2€, 15

| -0 1 . Ve"dm 3 ‘ o PRuels
D QeI U, A cdom | Conr Q/\,uw 0/\\3 “~ “1“.‘3-\4*’\3\)9,{ _ .; \)FS 'Tlf
 Yowbg | 3 WY I 280 2)
A 5 He&dadl Q&YICUP%_ | )
o 5 \(lf( a5 o | &u«_{ LBl X3 23% o) |
L B | Y ol [ B] [ 1 [ 34 Jud [
LT (MaOa | [ oyl LWl | Ralla | 12 5 dut] ,;—/
Pamegy Lo (IONWPS | | 0-2 318 b ,} lo% | [ [ 3.8 [ |
| sl | [ O3 oS m 13 1 [ [ileis|
ety ooy Yol ,%5 o Sy, \}MW? ).S | 1q] S@{[
oq | [ 04 | | | | Jbl Zt BN N
BRI EEE EEEEYY




Tabla 34

BN ) Cédigo | Provincia Camaronera #de Prueba Resultada |
piscin |
a
1 | IH15007 Guayas | Pez Joya (Naturisa) 40 PF5 y PR6 s - 0
5 115008 | Guayas | Bonanza  Cabac  SA |32 PFS y PR6 %3 oo
{Naturisa)
'3 | IH15015 Machala - Marest C.A 58 PF5 y PR X
!}4—' \H150156E | Machala | MarestCA 58 PFSYPRE | X
s IH15016-3E | Machala | Marest C.A 58 PF5 y PR ¥
i 6 IH15019-1 | Guayas Craursde Poertofome || | 1 PFS y PR6 X
7 IH150701 | Guayas | BrumesaS.A 25 PFSy PR6 J(Cortada)
i“s "H15073-3 | Guayas | MaryCielo T s2 | PF5yPR6 X 1
9 | IH150741 | Guayas | Acumport 121 PFS y PR6 i |
10 | H150742 | Guayas | Acumport 121 PF5 y PR6 X
a1 "'iH15074—4 Guayas | Acumport 121 PFS y PR6 X =
12 | H15014 Machala | Vivabra S.A 5 PFSYPRB . | ViCortada) |
13 | H15014-1f | Machala | Vivabra S.A 'S PFSyPR6 .| V(Cortada) |
14 | IH15014-2E | Machala | VivabraS.A 4 PF5 y PR6 V(Cortada) |
15 | IH15069-3 | Guayas | Brumesa 5.A 12 PF5y PR6 JiCortada) |
16 | IH15069-4 | Guayas | BrumesaS.A 12 PFS y PR6 V(Cortada)
17 | 150685 | Guayas | BrumesaS.A 12 PF5y PR6 JiCortada) |
|48 | Didz " Positivo | Lightner — PFSyPR6 | +(Cortada)
5 | Control s 4 e ' 2R PF5 y PR6 ok
Negativo }
1 | IH15007 Guayas } Pez Joya (Naturisa) 40 PF6 y IHHNVR1 J
2 | IH15008 Guayas | Bonanza  Cabac  SAA |32 PF6 y IHHNVR1 TR
| | (Naturisa)
3 ‘ IH15015 Wachala | Marest CA T |58 PEG y IHHNVR1 T4 *i
"a | IH15015-6E | Machala | Marest C.A 58 PF6y IHHNVR1 - l
5 | H150163E | Machala "Marest C.A | 58 PF6yIHANVRL | X
6 | IH15019-1 Guayas Comuna de Puerto Roma 1 PF6y IHHNVR1 X
7 | H15070-1 | Guayas | BrumesaS5.A 25 "PE6 y IHHNVR1 XA
8 | IH150733 | Guayas | Mar y Gielo 52 PF6y IHHNVR1 X
9 | |H15074-1 | Guayas | Acumport 121 | PF6yIHHNVR1 X 5
10 | H15074-2 | Guayas T_A?ump—ohv._— T 121 | PFeyIHHNVR1 oo 4 1L
11 | H150744 | Guayas | Acumport 121 | PF6y IHHNVR1 X2o! 1
12 | Did; ~Positivo "L'iéﬁ&? " X
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Diversidad Genética de IHHNV en los sistemas ecuatorianos de
produccion de camaron Penaeus (Litopenaeus) vannamei.

Denisse Estefania Nufiez Santillan
Resumen

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV)
estd asociado con crecimiento retardado y deformidades en camarones
Penaeus (Litopenaeus) vannamei. El presente trabajo tuvo como objetivo
obtener informacién de linea base sobre prevalencia y diversidad genética
de las cepas de IHHNV circulando en Ecuador, y compararla con las
secuencias de aislados virales de otras localidades geograficas. Las
relaciones evolutivas de los aislados virales obtenidos en este estudio y 24
secuencias originarias de otros paises productores de camar6n fueron
inferidas con el método discreto de maxima verosimilitud, usando el
modelo de sustitucion de nucleétidos de 2 parametros de Kimura, como
mejor ajuste de evoluciébn molecular. El arbol filogenético mostro
diferentes grupos de secuencias, diferenciando tanto el tipo de cepas
(infecciosas versus no infecciosas) y el origen geografico. Las muestras del
Ecuador se ubicaron en un gran grupo de cepas infecciosas, pero
presentando una diferenciacidn entre las cepas originarias del Guayas y las
de El Oro, sugiriendo la presencia de genotipos en los aislados virales
circulantes en el pais. Los resultados encontrados pueden generar
informacion util para manejo a nivel de camaroneras (desarrollo de
técnicas de diagnéstico mas sensibles, estudios de correlacion entre
diversidad genética y virulencia, entre otros).

Abstract

The infectious hypodermal and haematopoietic necrosis virus (IHHNV) is
associated with growth retardation and deformities in Penaeus
(Litopenaeus) vannamei. This work aims to obtain baseline information
regarding the prevalence and genetic diversity of IHHNV strains circulating
in Ecuador and to compare them with the sequences of virus isolates from
other geographic locations. The evolutionary relationships between the
samples collected in this study and 24 sequences originating from other
shrimp-producing countries were inferred with the discrete maximum
likelihood method, using the Kimura model of nucleotide substitution of 2
parameters, as the best fit for molecular evolution. The phylogenetic tree
showed different sequence groups; differentiating both, type strains



(infectious vs. noninfectious) and geographical origin. Ecuador samples
were located in a large group of infectious strains, but presenting a
differentiation between strains of Guayas and El Oro, which suggests the
presence of genotypes in viral isolates circulating in the country. The
results found in this study can generate useful information for management
at the shrimp farming level (development of more sensitive diagnostic
techniques, correlation studies between genetic diversity and virulence,
etc.).
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RESUMEN

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) estd asociado con crecimiento
retardado y deformidades en Penaeus (Litopenaeus) vannamei. El presente trabajo tiene como objetivo
obtener informacidn de linea base sobre la prevalencia y diversidad genética de las cepas de IHHNV que
estan circulando en Ecuador y compararla con las secuencias de aislados del virus de otras localidades
geograficas. Se realizaron muestreos dirigidos a piscinas de produccién de camarén con disparidad de
tallas y camarones con signos de deformidades o enanismo. El ADN fue extraido del cordén nervioso y
cerebro. La deteccién de IHHNV se realizé con un PCR anidado que amplificé una regién conservada en el
ORF1y ORF2 del virus, y que son usados para detectar los genotipos conocidos de IHHNV. La prevalencia
del virus en las provincias de Esmeraldas, Manabi, Guayas, Santa Elena y El Oro fue del 100, 67, 100, 100
y 86 %, respectivamente. Mientras que, a nivel de pais fue del 92%. Solamente las muestras positivas a
IHHNV en el paso de deteccion fueron escogidas para amplificar una parte de la regidn variable del ORF3
(proteina de la capside viral) del genoma de IHHNV. Los productos amplificados de las muestras
colectadas en este estudio fueron enviados a secuenciar y la informacion fue utilizada para un analisis de
filogenética. Las relaciones evolutivas de las muestras colectadas en este estudio y 24 secuencias
originarias de otros paises productores de camarén fueron inferidas con el método discreto de méxima
verosimilitud, usando el modelo de sustitucion de nucleétidos de 2 pardmetros de Kimura, como mejor
ajuste de evolucién molecular. El drbol filogenético mostré 4 diferentes grupos de secuencias: (1) un
grupo grande conteniendo cepas infecciosas de América y Asia, donde se ubicaron los aislados de
Ecuador, (2) un grupo de cepas infecciosas de Australia y Egipto, (3) un grupo de cepas infecciosas de
Asia y (4) un grupo final de cepas no infecciosas de Africa (Tanzania, Madagascar), India y Australia. Las
muestras del Ecuador se ubicaron en el primer gran grupo de cepas infecciosas de IHHNV, pero
presentando una diferenciacion entre las cepas del Guayas y las de El Oro, sugiriendo la presencia de
genotipos en los aislados virales circulantes en el pais. Los resultados encontrados pueden generar
informacién ttil para manejo a nivel de camaroneras (desarrollo de técnicas de diagnéstico mas
sensibles, estudios de correlacién entre diversidad genética y virulencia, entre otros).

© 2016 Hosting by Elsevier B.V. All rights reserved.

rsevier | Hosting by Elsevier

Hosting by Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.rgo.2013.10.012
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1. INTRODUCCION

El virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y
hematopoyética (Infectious Hypodermal and
Hematopoietic Necrosis virus - IHHNV, por sus siglas en
inglés) fue inicialmente reportado en camarones juveniles
Penaeus (Litopenaeus) stylirostris cultivados en Hawai
(Lightner et al., 1983). En esta especie se ha reportado
mortalidades de hasta 90% (Robles et al., 2010; Lightner
et al, 1983). IHHNV se presenta en forma crénica en
Penaeus (Litopenaeus) vannamei y Penaeus monodon, sin
provocar altas mortalidades (entre 30 y 50%), pero
ocasionando la enfermedad conocida como sindrome de
deformidad y enanismo (Runt Deformity Syndrome - RDS,
por sus siglas en inglés) (Cuellar et al, 2014). Las
principales anormalidades estdn caracterizadas por
deformidades cuticulares, resultando en ejemplares con
antenas rugosas o quebradizas, rostrum desviado y
segmentos abdominales deformes (Kalagayan et al 1991,
Primavera & Quinitio 2000). En tanto que, el enanismo
provoca una gran dispersion de tallas generando una tasa
de conversion alimenticia elevada. Las lesiones
provocadas por la enfermedad estan caracterizadas por
necrosis multifocal en tejidos ectodérmicos (branquias,
epidermis cuticular, cordén nervioso) y mesodérmicos
(tejido hematopoyético, glandula antenal, génadas, 6rgano
linfoide, tejido conectivo y muisculo), presentando cuerpos
de inclusion Cowdry de tipo A (Lightner et al., 1992).

IHHNV ha sido dultimamente renombrado como
densovirus de decapodos Penaeus stylirostris 1 (Decapod
penstyldensovirus 1 - PstDV1, por sus siglas en inglés)
(Cotmore et al., 2014). El virus pertenece a la familia
Parvoviridae, sub-familia Densovirinae y al nuevo género
Penstyldensovirus (Cotmore et al., 2014). En este articulo
se continuard utilizando la nomenclatura tradicional
IHHNV, considerando que es mas reconocida en la
literatura cientifica.

El virus IHHNV es un parvovirus de forma icosaédrica
sin envoltura y con un didmetro aproximado de 20-22 nm,
que contiene ADN de cadena sencilla de
aproximadamente 4.1 kb, lo que lo convierte en el mas
pequefio de los virus de los penaeidos (Bonami et al,
1990). El genoma del virus ha sido secuenciado de
aislados obtenidos de P. vannamei, P. stylirostris, P.
monodon y P. semisulcatus, provenientes de China,
Vietnam, Taiwdn, Egipto, India y Madagascar (Tang et al,,
2003; Hao et al,, 2008; Hung et al., 2009; Rai et al,, 2011).
El virus es uno de los principales patégenos de
importancia comercial en los paises productores de
camarén y se encuentra ampliamente distribuido en
América, Oceania, Asia y Africa. (Lightner et al, 1996;
Flegel et al,, 1997)

El genoma del virus ha sido completamente secuenciado
y contiene tres marcos abiertos de lectura (ORF) bien
definidos (Bonami et al., 1990). Tomando como referencia
el aislado viral de Hawai (Numero de acceso GenBank
AF218266), el ORF1 (2001 pb) estd localizado a la
izquierda del genoma del virus, entre los nucleétidos 650
y 2650, cubre el 56% del genoma viral y codifica para una

proteina no estructural (NS1) de 666 aminoacidos,
asociada a la transcripcion y replicacion viral (Rai et al,
2011). E1 ORF2 u ORF intermedio (1092 pb), empieza 56
nucleétidos antes del inicio del ORF1, localizandose entre
los nucleétidos 594 y 1685, y por tanto superponiéndose
con el ORF1, codifica para una segunda proteina no
estructural (NS2) compuesta de 363 aminodcidos,
presumiblemente asociada a la replicacion viral. El ORF3
(990 pb) es el mas pequefio de los ORF, esta localizado a la
derecha del genoma y codifica para la proteina estructural
de la capside del virus, que esta compuesta de 329
aminoacidos (Bonami et al., 1990; Rai et al., 2011).

En Ecuador, ITHHNV no produce mortalidades; sin
embargo, tanto las deformidades como el enanismo
generan pérdidas econémicas, por lo tanto después de la
enfermedad de la mancha blanca, IHHNV es el segundo
patégeno de importancia comercial en el pais.
Adicionalmente, dado que los reproductores pueden
permanecer como portadores asintomaticos, su control es
limitado, por lo que se incrementan las probabilidades de
transmision vertical a los descendientes; eventualmente,
la prevalencia en las piscinas podria incrementarse por
transmision horizontal (Motte et al., 2003).

Se ha encontrado una baja diversidad genética de
[HHNV en los aislados americanos, pero una alta
diversidad en los aislados asidticos (Tang & Lightner
2002; Tang et al., 2003). En general, se conoce que hay 4
genotipos de IHHNV: América y del este de Asia, sureste
de Asia, Madagascar/India/Isla Mauricio/Australia vy,
Africa del Este/Mozambique/Tanzania (Rai et al., 2012).
Los dos primeros genotipos son infecciosos para P.
vannamei y P. monodon. En tanto que, los dos ultimos
genotipos (tipos 3A y 3B, respectivamente) son no
infecciosos para las especies mencionadas. Ademas, las
secuencias amplificadas de IHHNV de los genotipos 3A y
3B se han encontrado insertadas en el genoma de P.
monodon (Tang & Lightner 2006; Rai et al, 2009). A
excepcion de un aislado de IHHNV de origen ecuatoriano
(Nimero de acceso GenBank AY362548) (Hsia et al,
2003), no existe informacién de otras secuencias de
aislados ecuatorianos con los que se pueda inferir
aspectos de diversidad genética del virus en Ecuador.
Tampoco existe en la literatura informacién sobre la
distribucién y prevalencia de IHHNV en el pais. Un
monitoreo al detalle de distribucién, prevalencia y
diversidad genética podria detectar cambios moleculares
del patégeno en ciertas areas geograficas y con esa
informacién se podria implementar medidas de control
tales como, cerco sanitario y estudios mas detallados de
correlacion entre diversidad genética y virulencia.

El presente trabajo tiene como objetivo obtener
informaciéon de linea base sobre la prevalencia y
diversidad genética de las cepas de IHHNV que estan
circulando en el pais y compararla con las secuencias de
aislados del virus de otras localidades geograficas. La
informacién de diversidad genética y evolucién molecular
de este virus contribuira al disefio posterior de
monitoreos y de medidas de control efectivas de la
enfermedad.
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2. Materiales y métodos
2.1. Coleccion de muestras

Entre julio 2015 y enero 2016 se colect6 muestras de
camarones juveniles P. vannamei de 35 estanques,
localizados en 16 localidades de las 5 provincias
productoras de camaroén de cultivo de Ecuador (Tabla 1).
Las muestras fueron preservadas en etanol al 95% y
almacenadas hasta su andlisis por biologia molecular.
Adicionalmente, se colecté y preservé camarones con
solucion Davidson AFA para andlisis posterior de
histologia. El1 muestreo fue de tipo dirigido, tanto a nivel
de estanques (piscinas con problemas de disparidad de
tallas), como de individuos (camarones con signos
clasicos de infeccion por IHHNV, caracterizados por
deformidades y enanismo).

Tabla 1. Provincias, localidad muestreada y nimero de estanques muestreados por
localidad

Provincia Localidad No. De estanques
muestreada positivos

Esmeraldas San José de 2
Chamanga

Manabi Jama 2
San Vicente 2
San Agustin 2

Guayas Naranjal 1
Isla Josefina 2
Isla Puna 1
Puerto Roma 1
Balao 2
Sabana Grande 2
Engunga 2
Tenguel 4

Santa Elena  Estacion
Experimental  de 5
Cenaim “Palmar”

El Oro Isla Pungalillo 1
La Primavera 4
El Coco 2

Tabla 2. Iniciadores usados para la deteccién de IHHNV por PCR secuenciacién

2.2. Extraccion de ADN

El ADN fue extraido de cordén nervioso y cerebro
usando 500 pl de buffer de lisis (NaCl 100 mM; Tris-HCl
10 mM pH 8.0; 1mM EDTA). La suspension se incubé con
75ul de SDS y 20 ul de proteinasa K (Invitrogen) toda la
noche a 65 °C. Posteriormente, se realizaron 2
extracciones seguidas de proteinas con fenol (600 ul) y
cloroformo  isoamil (500 pl), respectivamente,
centrifugando en cada caso a 13000 RPM por 10 min y
recuperando el sobrenadante. El ADN recuperado se
precipité por 4 horas a -20 °C con 1000 pl de etanol
(100%) y 200 pl de acetato de amonio 5 M; luego, el ADN
gendmico se precipitd con una centrifugacion a 13000
RPM por 10 min. El pellet se lavé dos veces con 300 pl de
etanol al 70 % y se centrifugdé a 13000 RPM por 10 min.
Finalmente, el pellet se sec6 a 45 °C durante 2 horas y se
resuspendié en 50 ul de agua Milli-Q. En la mayoria de los
casos la extraccién de ADN se realizd por individuos; en
pocos casos, la extraccion de ADN se realizé a partir de un
pool de individuos. En total se analizé 147 muestras de
ADN.

2.3. Deteccion de IHHNV por PCR

La deteccién de IHHNV se realiz6é con un PCR anidado,
utilizando iniciadores previamente descritos para IHHNV,
que amplifican una regién conservada en el ORF1 y ORF2
del virus, y que son recomendados por la OIE por su
capacidad para detectar los 4 genotipos conocidos de
[HHNYV, incluyendo los genotipos no infecciosos 3A y 3B,
insertados en el genoma de camarones peneidos (OIE,
2008).

El primer paso de la amplificacién del PCR anidado se
realiz6 con los iniciadores IHHNV392F/IHHNV392R,
disenados en base a la secuencia del aislado de Hawai
(Numero de acceso GenBank AF218266), y que genera un
amplicon de 392 pb (Tang et al, 2000) (Tabla 2). El
segundo paso de la amplificacion de PCR anidado se
realiz6 con los iniciadores NNJ208F/NNJ208R, que genera
un amplicon de 208 pb (Macias-Rodriguez et al., 2014)
(Tabla 2). Previamente, se comprobd in silico la capacidad
de amplificacién de estos iniciadores en el Unico aislado
de THHNV reportado para Ecuador en la base de datos
GenBank (Numero de acceso AY362548).

Nombre del . . Tamaiio del
Uso s Secuencia Referencia .
iniciador amplicén
Diagnostico: primer paso IHHNV392F  5°-GGGCGAACCAGAATCACTTA-3’
de PCR anidado IHHNV392R  5-ATCCGGAGGAATCTGATGTG-3 Tang etal, 2000 392 pb
Diagnéstico: segundo NNJ208F 5’-AGGGAGCTTTCTGAT TCACT-3’ Macias-Rodriguez 208 vb
paso de PCR anidado NNJ208R 5’- ATCAAGACCCTAAACCCACT -3° etal, 2014 p
PF5 5’-ATCACCAGCGACGACTTCCTAGG-3"
S iaci6 , , Sil tal, 2014 941 pb
cetiendacon PR6 5-GGAAGAAGTCGGCTTGTACTCT-3" > °%* P
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La mezcla de reaccion (15 pl) contuvo 1.5 ul de buffer
PCR (1x), 0.6 pl de MgCl2 (2 mM), 0.75 pl de dNTPs (0.5
mM), 0.45 pl de cada uno de los iniciadores (0.3 uM), 0.15
ul de Taq DNA polimerasa® (Invitrogen), 9.1 ul de agua
Milli-Q y 2 pl de ADN extraido.

La primera amplificacién incluy6 una desnaturalizacién
inicial a 94 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos de 94°C por
305s,55°Cpor30sy 72 °Cpor 30 s, y una extension final
a 72°C por 7 min. La segunda amplificacién incluy6 una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min, seguido por 35
ciclos de 94 °C por 30 s, 52 °C por 30 sy 68 °C por 1 min, y
una extension final de 72 °C por 7 min. Las
amplificaciones se realizaron en un termociclador Applied
Biosystems.

Las alicuotas de los productos de PCR fueron verificados
con electroforesis, en un gel de agarosa del 1.5 % (98 V
por 40 min) marcado con (10 mM) Syber safe®
(Invitrogen). La visualizacién de los productos de
amplificacién se realizé en un trans-iluminador con luz
ultravioleta.

2.4. Determinacién de la prevalencia de IHHNV

La prevalencia de IHHNV por provincia fue calculada
como el total de estanques que resultaron positivos por
PCR con los iniciadores para la deteccién de IHHNV
(IHHNV392F/IHHNV392R y NNJ208F/ NNJ208R) del total
de estanques muestreados por provincia. Con este valor
se determiné la prevalencia de IHHNV a nivel de pais,
calculada como el promedio ponderado provincial, donde
el peso y valores del promedio ponderado fueron el
numero de estanques positivos por provincia y la
prevalencia a nivel de provincia, respectivamente.

2.5. Andlisis de histologia

Los tejidos de los camarones positivos a IHHNV con los
iniciadores para la deteccién de IHHNV fueron procesados
de acuerdo a los procedimientos delineados por Bell &
Lightner (1988). Las secciones fueron cortadas a 4 um y
tefiidas con hematoxilina y eosina (H & E). Los tejidos
fueron examinados para cambios histopatolégicos.
(Figura 2).

2.6. Secuenciacion

Solamente las muestras positivas a [HHNV en el paso de
detecciéon fueron escogidas para amplificar un fragmento
de 941 pb usando los iniciadores PF5/PR6 (Silva et al,,
2014) (Tabla 2). La regién amplificada por los iniciadores
PF5/PR6 contiene el 95% de la region variable del ORF3
(proteina de la capside viral) del genoma de IHHNV. Dado
que, los iniciadores PF5/PR6 fueron disefiados en base a
la secuencia del aislado de Hawai, se comprobd in silico
que estos iniciadores amplificaran la regién mencionada
en el aislado de IHHNV de Ecuador (Numero de acceso
GenBank AY362548).

La mezcla de reaccion de PCR (15 ul); contuvo 1.5 ul de
buffer PCR (1x), 0.6 pl de MgCl2 (2 mM), 0.3 pl de dNTPs
(0.2 mM), 0.75 pl de cada uno de los iniciadores (0.5 pM),
0.6 pl de Tag DNA polimerasa® (Invitrogen), 6.5 pl de
agua Milli-Q y 4 pl de ADN extraido. Las amplificaciones
se realizaron en un termociclador (Applied Biosystems) y
los pardmetros de amplificacion fueron: una
desnaturalizacidn inicial a 94 °C por 2 min, seguido por 35
ciclos de 94°C por 305,55 °C por 30 sy 72 °C por 2 min, y
una extension final a 72°C por 10 min. Las alicuotas de los
productos de PCR fueron verificados con electroforesis,
en un gel de agarosa del 1.5 % (98V por 30 min)
suplementados con (10 mM) Syber safe® (Invitrogen). La
visualizacion de los productos amplificados se realiz6é en
un trans-iluminador con luz ultravioleta.

Los productos de PCR fueron purificados con el
QIAquick® PCR Purification Kit, siguiendo los pasos
indicados por el distribuidor. Para cada producto
amplificado se prepardé una reaccién con el iniciador
forward y otra con el reverse. Los productos amplificados
con PCR fueron bi-direccionalmente secuenciados por la
compafifa Macrogen (Corea) usando un ABI 377
Sequencer.

2.7. Andlisis de las secuencias de ADN

Los cromatogramas forward y reverse de cada muestra
fueron ensamblados con el programa CodonCode Aligner
(versién 6.0.2), considerando los valores de calidad de las
bases, y validados mediante inspecciéon visual. Solamente
las secuencias de mejor calidad obtenidas en este estudio
fueron usadas para el andlisis filogenético.
Adicionalmente se descargd, de la base de datos de
GenBank (Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica
- NCBI), 24 secuencias de aislados de IHHNV originarios
de otros paises productores de camaroén, las mismas que
incluyen al aislado de referencia de Hawai (AF218266) y
el Unico aislado de Ecuador (AY362548) depositado en
GenBank (Tabla 3). Los criterios de seleccién de las
secuencias externas estuvieron basados en tres criterios:
(a) amplia cobertura espacial, tratando de incluir
secuencias de todas las regiones productoras de camarén
de América, Australia, Africa y Asia, (b) inclusién de
secuencias de los cuatro genotipos conocidos de IHHNV,
incluyendo secuencias de aislados infecciosos y no
infecciosos (genotipos 3A y 3B) y (c) no redundancia de
informacién de diversidad genética, tratando de no incluir
muchas secuencias de un mismo linaje o de un mismo
genotipo de IHHNV (Tabla 3). Solo la regién amplificada
para secuenciacion fue usada para el analisis filogenético,
eliminando el resto del genoma de IHHNV en las 24
secuencias externas. Las secuencias de los aislados
ecuatorianos y externos fueron alineadas con el algoritmo
de alineamiento de secuencias miultiples Clustal Omega,
usando el software en linea del Instituto Bioinformatico
Europeo (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
(Sievers et al., 2014).

Las relaciones evolutivas para la reconstruccién del
arbol filogenético fueron inferidas con el método discreto


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood - ML)
(Tamura et al., 2011) usando el modelo de sustitucién de
nucleoétidos de 2 parametros de Kimura (K2) (Kimura et
al,, 1980) como mejor ajuste de evolucién molecular para
las secuencias analizadas (BIC = 2279.94). El soporte para
los grupos de secuencias en un mismo nodo del arbol fue
determinado con un andlisis de re-muestreo de bootstrap
(Felsenstein et al., 1985), utilizando 1000 réplicas de
arboles estimados con el método de Neighbor-joining,
bajo el modelo de maxima verosimilitud (porcentaje de
arboles con nodos repetidos de un grupo de 1000
arboles). Las posiciones de codones consideradas en el
andlisis fueron +1, +2, +3, asi como los sitios no
codificantes; ademds se incluyé un filtro fuerte de

intercambio de rama. Las posiciones conteniendo vacios y
datos perdidos no fueron usadas para el andlisis. Los
datos finales tuvieron un tamafio de 208 posiciones. Las
longitudes de las ramas horizontales del arbol fueron
proporcionales a las tasas de sustitucién de nucleétidos.
El aislado viral de IHHNV de Madagascar (Numero de
acceso GenBank DQ228358) fue usado para enraizar el
arbol, dada la mayor disimilaridad presentado con las
otras cepas infecciosas de IHHNV (Zhang et al., 2007).
Ambas pruebas de mejor modelo de sustitucion de
nucleétidos y de reconstrucciéon del arbol filogenético
fueron inferidas con el software Evolutionary Genetics
Analysis MEGA 7.0.14 (Kumar et al., 2015).

Tabla 3. Nimero de acceso GenBank, especie de camarén hospedera, origen y afio de coleccién de aislados de los virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y

hematopoyética (IHHNV) usados para el andlisis in silico en este estudio.

Numero de Acceso Especie Origen Afio de coleccion
GenBank

KP733862 Penaeus vannamei China-Wenzhou 2014
]X258653 Penaeus monodon China-Ganyu 2009
EF633688 China-Fujian ----
KP733858 Penaeus monodon China-Ningbo 2014
K]862253 Penaeus vannamei Brazil 2013
]X840067 Penaeus monodon Viet Nam 2012
KC513422 Penaeus monodon Viet Nam 2011
JN616415 Penaeus monodon Viet Nam 2009
JN377975 Penaeus vannamei Corea del Sur 2010
GU138660 Penaeus monodon Filipinas 2009
KT316253 Penaeus semisulcatus Egipto 2014
KT316260 Marsupenaeus japonicus Egipto-Bardawi 2014
GQ411199 Penaeus monodon India 2007
AF273215 Penaeus stylirostris México-Golf de California 1998
AY355306 Penaeus monodon Taiwan 2004
AY355307 Penaeus monodon Taiwan
AY102034 Penaeus monodon Tailandia 2000
AF218266 Penaeus stylirostris Hawai 1987
GQ475529 Penaeus stylirostris Australia 2009
EU675312 Penaeus monodon Australia 1993-1997
KM272866 Penaeus monodon Australia 2008
AY124937 Penaeus monodon Tanzania 2000
DQ228358 Penaeus monodon Madagascar 2000
AY362548 Penaeus vannamei Ecuador 2003
IH15014 Penaeus vannamei Ecuador- El Oro Este estudio
IH15014-1E Penaeus vannamei Ecuador- El Oro Este estudio
IH15014-2E Penaeus vannamei Ecuador- El Oro Este estudio
[H15069-4 Penaeus vannamei Ecuador- Guayas Este estudio
[H15069-5 Penaeus vannamei Ecuador- Guayas Este estudio
[H15070-1 Penaeus vannamei Ecuador -Guayas Este estudio
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3. Resultados

De 147 muestras, 102 resultaron positivas a IHHNV
utilizando el método de detecciéon por PCR anidado
(Figura 1), siendo estas muestras utilizadas para el
segundo paso de secuenciacion.

Figura 1. Amplificacién por PCR del fragmento de 208 pb obtenido con los
iniciadores NNJ208F/NNJ208R para la deteccién de IHHNV. Se observa tres
muestras de camardn Penaeus (Litopenaeus) vannamei de este estudio que
resultaron positivas a IHHNV (Carriles 1, 2 y 3), C+: control positivo (Donado por el
Laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona), C-: control
negativo y EPM: marcador de peso molecular.

Treinta y tres estanques de los 35 muestreados
resultaron positivos a IHHNV (Tabla 4). La prevalencia del
virus en las provincias de Esmeraldas, Manabi, Guayas,
Santa Elena y El Oro fue del 100, 67, 100, 100 y 86 %,
respectivamente (Tabla 4). La prevalencia de [HHNV a
nivel de pais fue del 92% (Tabla 4).

Tabla 4. Numero de estanques positivos a IHHNV por localidad muestreada,
usando un PCR anidado (primer paso: IHHNV392F/ITHHNV392R [23] y segundo
paso: NNJ208F/ NNJ208R (Macias-Rodriguez et al., 2014).

Provincia Localidad No. De
muestreada estanques
positivos
Esmeraldas San José de 212
Chamanga
Manabi Jama 0/2
San Vicente 2/2
San Agustin 212
Guayas Naranjal 11
Isla Josefina 212
Isla Puna 1/1
Puerto Roma 11
Balao 2/2
Sabana Grande 212
Engunga 2/2
Tenguel 4/4
Santa Elena Estacion
Experimental de 5/5
Cenaim “Palmar”
El Oro Isla Pungalillo 11
La Primavera 4/4
El Coco 1/2
Total 33/35

La examinacidn histoldgica de los camarones positivos
a IHNNV por PCR mostré lesiones caracteristicas de la
enfermedad, con necrosis en grado medio en tejidos
ectodérmicos y mesodérmicos y cuerpos de inclusién
Cowdry de tipo A. Ademas se encontr6 otras afecciones
como infiltraciones hemociticas. La mayoria de las
muestras analizadas por histologia presentaron lesiones
compatibles con IHHNV en grado leve.

Figura 2. Histopatologia de camarones juveniles ecuatorianos [Penaeus
(Litopenaeus) vannamei] infectados con IHHNV. (A) Tincién de cordén nervioso y
(B) glandula antenal. Las flechas indican cuerpos de inclusion Cowdry de tipo A.
(H & E. 40x).

La amplificacién de ADN usando los iniciadores
PF5/PR6  presento dificultades,  principalmente
amplificaciones ~ de banda leves. En la etapa de
secuenciacion se obtuvo una gran cantidad de secuencias
de baja calidad (secuencias con valores bajos de calidad
de bases). Las secuencias de mejor calidad obtenidas en
este estudio y usadas para el andlisis filogenético fueron
las secuencias originarias de la provincia de Machala,
sector Isla Pungalillo: IH15014 (tamafio final de 881 pb),
[H15014-1E (tamafio final de 775 pb) y IH15014-2E
(tamafio final de 892 pb) y las secuencias originarias de la
provincia Guayas sector Engunga: 1H15069-4 (tamafio
final de 369 pb), IH15069-5 (tamafio final de 626 pb) e
[H15070-1 (tamafio final de 709 pb).

Las figuras 3 y 4 muestran el arbol filogenético obtenido
en el estudio, presentando una evidente separacién de las
cepas infecciosas y no infecciosas. En particular, la cepa
no infecciosa de Madagascar (DQ228358), usada para
enraizar el arbol, se muestra apartada del resto de las
cepas de [HHNV. Los aislados no infecciosos de Tanzania
(AY124937) y Australia (EU675312) se ubicaron en un
solo grupo, permaneciendo cerca del aislado no infeccioso
de la India (GQ41199). Estos tres aislados no infecciosos
(Tanzania, Australia e India) se presentaron separados de



BI0OSURCES TECHNOLOGY 00 (2016) 000-000 7

todas las cepas infecciosas de IHHNV. Un primer gran
grupo de cepas infecciosas correspondid a muestras de
América y Asia (especialmente este de Asia), lo que
incluy6 muestras infecciosas de Australia (KM272866) y
de Egipto (KT316253 y KT316260). En este grupo se
encontro inscritas las muestras de este estudio. Mientras
que, un segundo gran grupo de muestras infecciosas de
[HHNV estuvo conformado por muestras del este y del sur
de Asia. Las muestras del Ecuador se ubicaron en el
primer gran grupo de cepas infecciosas de IHHNV, pero
presentando una diferenciaciéon entre las cepas del
Guayas y las de El Oro, sefialando la posibilidad de

| [

| #

# KJ862253, 1| Decapod penstyldensovinus 1 aslado de Brazil T
B 1H15069-4) | Ecuador-Guayas-Engunga ] mérce (Esteestudic)
4 EFG33688.1|:Decapod penstyldensovirus aislado de China- Fujian
o AY 362548 1| Decapod penstyldensovirus aislado de Ecuador
@ AY355306.1|:Decapod penstyldensovirus aislado de Tawan
B |H15070-1| E Ecuadnr-Guayas-Engungj América (Este estudic)
M |H15069-5] | Ecuador-Guayas-Engunga
& GLNM38660.1|:Decapod penstyldensovinus aislado de Filipinas
@ AF213266.2):Decapod penstyldensovrus aislado de Hawai
ai- & JNETT7975.1):Decapod penstyldensovinus aisaldo de Corea del Sur
| @ JXB40067 1|:Decapod penstyldensovirus aislado de Vietnam
& KP733862.1|:Decapod penstyldersovirus 1 aislado de ChinaWenzhou
a]{. J¥258653 1|:Decapod penstyldensovirus aislado de China-Ganyu
o (@ KT216260.1|:Decapod penstyldensovirus aislado de Egipto-Bardawi
<|' AF273215.1):Decapod penstyldensavirus aislado de Mexico
M H15074-1E| E Ecuador-E| Oro-Isla Pungalillo
o W H15014-2E| E Ecuador-El Oro-Isla Pungalillo
B H150%| E Ecuador-El Oro-Isla Pungalillo
L & JNG16415.1:Decapod penstyldensovirus aislado de Vietnam

diferencias geograficas en los aislados colectados en este
estudio, y por tanto sugiriendo la presencia de genotipos
en los aislados virales circulantes en el pais. Ademas, las
cepas aisladas en este estudio se ubicaron cerca del tinico
aislado de IHHNV reportado para Ecuador en la base de
datos GenBank (AY362548), indicando que los resultados
en este estudio son consistentes. Todas las muestras de
América (Brasil, Ecuador, México y las secuencias de este
estudio) se ubicaron en el primer gran grupo de muestras
infecciosas, que ademas contuvo al aislado viral de
Filipinas (GU138660).

America - & (Infeciosa)

Aménc (Este estudic)

& KM 272566.1|:Decapod penstyldensovirus aislado de Australia 7 Oceania (Cepa Infecciosa)
# KT316253.1|:Decapod penstyldensovirus aislado de Egipto 7 Afrie (Geps Infectioss)
# GQ475529 1| Decapod penstyldensovus aslado de Australia "] Ccezni (Cepa Infeadosa)
@ KC513422 1|:.Decapod penstyldensovirus aislado de Vietram
# KP733858 1| Decapod penstyldensovirus 1 aislado de China- Mingoo

Este ySur de Asia (Infecciosc)

- # AY102034. 1) Decapod penstyldensovinus aislado de Talandia
& AY355307.1 Decapod penstyl densovinus aiskado de Tawan
— & GQ411199.1|:Decapod penstyldensovirus aislado de India 7 Sur de Asia Tpo A (NoInfecciosc)

=

A& AY 124937 1|:Decapod penstyldensovius aislado de TanzanizEast Africa

A EUGT5312 1) Decapod penstyldensovirus aslado de Australia
}Q:Baré— Africa Tipo Ay B{NoInfecriosc)

0.10

4 DO228358 1| Decapod penstyldensovirus aislado de Madagascar 7 Africs Tipo A (Mo Infectiosc)

Figure 3. (A) La historia evolutiva se dedujo utilizando el método de Maximum Likelihood basado en el modelo de Kimura 2. Se muestra el arbol con la probabilidad
de registro mas alto (-882.8905). Se utiliz6 una discreta distribucién gamma para modelar las diferencias de tipo evolutivas entre sitios (5 categorias (+ G, el
parametro = 2,5840)). El arbol esta dibujado a escala, con longitudes de rama medidos en el nimero de sustituciones por sitio. Analisis evolutivo realizado en MEGA7.

@® Muestras de caracter Infecciosas (Tipo 1 y2)

A

Muestras de caracter no infeccioso (Tipo A y B)

m Muestras de este estudio
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Figure 3. (B) Arbol topolégico del arbol mostrado en la figura 3. Se muestran los paises por colores.
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4. Discusion

La alta prevalencia de IHHNV encontrado a nivel del
pais (92%), llegando a ser igual al 100% en 3 de 5
provincias muestreadas, indica que el virus es endémico
en Ecuador, y que estd completamente extendido en el
pais. La gran dispersiéon geografica del virus en el pais
podria ser explicada en gran parte porque el control de la
enfermedad es limitado, ya que los reproductores pueden
portar el virus sin presentar los sintomas y transmitir
verticalmente a su descendencia (Motte et al,, 2003). De
hecho, la prevalencia viral en reproductores del Ecuador
ha sido determinada es del 53%; mientras que, en
camarones adultos del medio silvestre colectados a lo
largo de la costa ecuatoriana es del 58% (Motte et al,,
2003). A través del analisis histologico, en este estudio
confirmamos ademdas que el grado de afectacién fue en
general leve. Estos resultados explicarian que siendo P.
vannamei una especie resistente, en la cual IHHNV se
presenta en forma crénica, sin desatar altas mortalidades,
el control se limitaria porque el productor no observa
muertes masivas en las piscinas. De hecho, durante el
monitoreo realizado en este estudio, algunas de las
muestras colectadas no provino de un muestreo
direccionado, al dificultarse encontrar camarones con los
signos clasicos de la enfermedad (deformidades y
enanismo). En consecuencia, la prevalencia en etapa de
engorde se incrementaria por efecto de la transmisién
horizontal, hasta llegar a alcanzar niveles de alta
prevalencia, tales como las observadas en el presente
estudio. Segin nuestro conocimiento, este es el primer
reporte de prevalencia de IHHNV en Ecuador realizado en
larvas y juveniles de P. vannamei.

La evidencia genética sugiere que la epidemia en las
Américas probablemente fue introducida desde Filipinas
por una importacién viva de la especie P. monodon,
promoviendo la aparicién de la enfermedad en una
amplia gama de huéspedes, facilitando las oportunidades
para la patogenicidad y una distribucién geografica muy
extendida (Tang et al., 2002; Tang et al.,, 2003; Krabsetsve
et al, 2004; Tang & Lightner 2006). Después de su
deteccion inicial en Hawai, IHHNV se encontrd
ampliamente distribuido tanto en camarones P.
stylirostris como en P. vannamei en todas las regiones de
cultivo de las Américas y en la poblacién de camarén
silvestre del Golfo de California, donde algunos informes
sugieren que puede haber contribuido al colapso de la
pesqueria de captura (Pantoja et al, 1999). Estas
observaciones se confirman en nuestro andalisis de arbol
filogenético, donde todas las muestras de América (Brasil,
Ecuador, México y las secuencias de este estudio) se
ubicaron en el primer gran grupo de muestras, que
ademas contuvo al aislado viral de Filipinas y el de Hawai
(AF218266), este tltimo usado como referencia al ser uno
de los primeros aislados en ser secuenciados. Este primer
gran grupo de muestras se caracteriza en primer lugar
por contener aislados de tipo infeccioso, y donde ademas

se encuentran los aislados de China, Taiwan, Corea del
Sur, Vietnam y Egipto, tal como ha sido reportado por
otros autores (Kim et al.,, 2011; Lightner, 2011; Silva et al,,
2014). En segundo lugar, este primer grupo de aislados se
caracteriza por presentar un patrén geografico definido,
reuniendo muestras provenientes de América y el este de
Asia (Rai et al., 2012). Todos los aislados de este estudio
se ubicaron en este primer gran grupo de muestras
infecciosas, lo que soporta los resultados encontrados en
este estudio de alta prevalencia de IHHNV en el pais,
cuyos altos valores llegan a ocurrir por efecto de alta
transmision vertical y horizontal originado del poco
control que los productores pueden desplegar dado el
comportamiento asintomadtico a nivel de maduracién y
engorde.

Tal como se encontré en otros estudios, la cepa no
infecciosa de Madagascar se ubicé apartada del resto de
las cepas de IHHNV; ademas, los aislados no infecciosos
de Tanzania y Australia se ubicaron en un solo grupo,
permaneciendo cerca del aislado no infeccioso de la India.
Estos tres aislados no infecciosos (Tanzania, Australia e
India) también se presentaron separados de todas las
cepas infecciosas de IHHNV, tal como ha sido reportado
en otros estudios (Rai et al,, 2009; Tang et al., 2003; Zhang
et al, 2007; Saksmerprome et al,, 2010; Kim et al 2011;
Kim et al 2012; Nita el al.,, 2012; Silva et al., 2014; Fajardo
etal, 2015).

En forma interesante, las muestras del Ecuador se
ubicaron en el primer gran grupo de cepas infecciosas de
IHHNV, pero presentando una evidente diferenciacion
entre las cepas del Guayas y las de El Oro. Esto indicaria la
presencia de genotipos en los aislados virales circulantes
en el pafs. Es por tanto necesario, que se realicen estudios
mas detallados de correlacion entre diversidad genética y
virulencia, los mismos que pueden ser abordados a través
de pruebas de desafio viral, usando como papilla viral los
tejidos congelados a -80°C, colectados en este estudio y
almacenados en las instalaciones del Centro Nacional de
Acuacultura e Investigaciones Marinas (CENAIM-ESPOL).

Los resultados encontrados en el presente andlisis
filogenético, son consistentes con los cuatro genotipos
documentados de IHHNV: América/Este de Asia
(principalmente Filipinas); Sureste de  Asia;
Madagascar/India/Isla Mauricio/Australia y, Africa del
Este/Mozambique/Tanzania (OIE. 2009; Walker., 2010;
Rai et al, 2012). Los dos primeros genotipos siendo
infecciosos para P. vannamei y P. monodon. En tanto que,
los dos dltimos genotipos (tipos 3A y 3B,
respectivamente) siendo no infecciosos para las especies
mencionadas (Tang et al,, 2003; Krabsetsve et al,, 2004;
Saksmerprome., 2011). Cabe destacar que, las secuencias
amplificadas de IHHNV de los genotipos 3A y 3B se han
encontrado insertadas en el genoma de P. monodon (Tang
& Lightner 2006; Rai et al., 2009). Las cepas aisladas en
este estudio se ubicaron cerca del Unico aislado de [HHNV
reportado para Ecuador en la base de datos GenBank
(AY362548), confirmando los resultados encontrados en
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nuestro trabajo. Adicionalmente, es importante destacar
que, se probaron otros métodos de construcciéon de
arboles filogenéticos (datos no mostrados), obteniendo
topologias similares al presentado en este articulo,
mostrando la robustez de los resultados encontrados en
el estudio.

La literatura reporta que existen multiples variantes
geograficas de IHHNV, algunas de las cuales no son
detectadas por todos los métodos disponibles para
[HHNV. Dos conjuntos de iniciadores, 392F/392R y
389F/389R, son los mas adecuados para la deteccidon de
todas las variantes conocidas (Tang., 2002; OIE., 2003;
Tang., 2003; Krabsetsve et al., 2004), incluyendo tipos 3A
y 4B, que se insertan en el genoma de ciertas poblaciones
de P. monodon desde el oeste del Indo-Pacifico, Africa
Oriental, Australia y la India (Krabsetsve., 2004; Tang.,
2006; Tang., 2007). Este ultimo hecho dificulta la
deteccion de IHHNV. En nuestro estudio, realizamos PCR
de diagnéstico a partir de los iniciadores IHHNV392F /Ry
NNJ208F /R en donde obtuvimos 102 resultados positivos
de IHHNV; sin embargo, al realizar el proceso de
secuenciacion se presentaron inconvenientes con la
especificidad de los iniciadores PF5/PR6, que estuvieron
disefiados en base al aislado de Hawai (AF218266) y
probados in silico con la secuencia de Ecuador
(AY362548) anteriormente reportada en GenBank.
Posiblemente, la causa de la dificultad encontrada en la
amplificacién de los iniciadores con las muestras
ecuatorianas se deba a que los aislados de Ecuador tienen
una mayor variabilidad genética que la esperada. Por lo
tanto es necesario, realizar un segundo estudio donde a
partir de las secuencias obtenidas con los aislados
ecuatorianos se disefien iniciadores mas especificos y se
corran las muestras colectadas en este estudio.
Adicionalmente, se podria correr los iniciadores
especificos para diferenciar las cepas infecciosas de las no
infecciosas. Esto permitira contar con secuencias mas
cercanas a la realidad, las mismas que posteriormente
pueden ser usadas para técnicas de diagndstico mas
sensibles para el control de la enfermedad en el pais.

Tang y Lightner en el 2002 reportaron una baja
variacién genética del virus entre aislados de América y
Hawai. Estudios moleculares posteriores mostraron una
considerable variacién del virus entre aislados de Asia y
una pequefia variaciéon entre los aislados de América
(Tang et al., 2003), lo que ha sido atribuido al desarrollo
de una relaciéon huésped-patégeno mas equilibrado. Un
analisis con muestras de camarén P. vannamei
colectadas en el Golfo de California, determinaron una
tasa media de sustitucién de nucledtidos para IHHNV
inesperadamente alta (1,39 X 10-4
sustituciones/sitio/afio) (Robles et al., 2010). Nuestros
resultados confirman estas observaciones, ya que el arbol
filogenético inferido muestra los aislados de América en
un mismo grupo, mientras que los aislados de Asia se
encuentran mas dispersos. A pesar de esto, encontramos
la presencia de dos genotipos en las muestras circulantes
ecuatorianas, similar a lo encontrado por Robles en el
2010.

El arbol filogenético mostro 4 grupos diferenciados: Un
grupo grande infeccioso de América y Asia, en donde se
encontraron los aislados de Ecuador, un grupo pequefio de
cepas infecciosas de Australia y Egipto, un grupo de cepas
infecciosas de Asia y un grupo final de cepas no infecciosas
de Africa (Tanzania, Madagascar), India y Australia. Los
aislados de Ecuador presentados en este estudio, muestran
indicios de una alta variabilidad genética entre ellos,
aunque todas las muestras (Guayas y El Oro) estan dentro
del grupo infeccioso. Las muestras de El Oro-Isla Pungalillo
se ubicaron en un mismo grupo, cercanas a las cepas de
Vietnam y México. En tanto que, las muestras del Guayas se
agruparon distantes a las de El Oro y muy cercanas a los
aislados de Taiwan, Filipinas, China y Hawai y al aislado de
Ecuador previamente reportado en GenBank. La posibilidad
de ocurrencia de un brote epidémico provocado por
aparicion de genotipos virulentos no pueden ser excluidos,
por lo tanto, los monitoreos, tales como los realizados en
este estudio, son necesarios para conocer los genotipos
circulantes y estudiar su asociacién con virulencia
diferencial. Un analisis mas profundo de las muestras
encontradas en este estudio permitira dilucidar aspectos
que pueden ser importantes para manejo a nivel de
camaroneras (por ejemplo desarrollo de técnicas de
diagnoéstico mas sensible). Esto sera importante para
prevenir futuros brotes en los cultivos de produccion
camaronera del pafs.
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