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RESUMEN

Ecuador es el mayor exportador de camardn de cultivo Penaeus vannamei en la region
y uno de los més importantes a nivel mundial. Sin embargo, las enfermedades son la
principal limitante de la produccion. Actualmente, la enfermedad bacteriana causante
de la necrosis aguda hepatopancreatica (AHPND) provoca cuantiosas pérdidas en la
industria camaronera. El objetivo del presente estudio fue caracterizar las comunidades
bacterianas de cultivos larvarios de P. vannamei afectados con la enfermedad de la
necrosis aguda hepatopancreatica. Se recolectd muestras de 64 tanques de un
laboratorio comercial que fue afectado naturalmente por bacterias causantes de
AHPND. Las muestras que fueron confirmadas por PCR o histopatologia se sometieron
al analisis de la microbiota mediante la secuenciacion de la region V3-V4 del 16S
rRNA. Luego del diagndstico PCR, los genes de toxina pirAB"F fueron detectados en
57 de 64 tanques. El andlisis bioinformatico identificé alrededor de 8626 ASVs en el
total de las muestras. El indice de Simpson determino diferencias significativas entre
los estadios provenientes de tanques saludables. El analisis de similaridad (ANOSIM)
de beta diversidad determiné diferencias significativas entre los tanques sanos y
afectados por AHPND. EI andlisis discriminante lineal (LEfSe) y metagenomeSeq
determinaron que los géneros Alteromonas, Pseudoalteromonas, Mameliella, Yangia 'y
Pontibacterium son biomarcadores de salud, mientras que Gilvibacter,
Cyclobacterium, Neptunomonas, Haliea fueron biomarcadores de AHPND. Este
estudio proporciona informacion de secuencias de bacterias que fueron
significativamente abundantes en larvas sanas y podrian ser usadas como potenciales
probidticos contra AHPND.

Palabras clave: AHPND, microbiota, estadios larvarios, LEfSe.
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Antecedentes y Justificacion

El camaro6n de cultivo, Penaeus vannamei, es la especie mas importante en el
comercio de productos del mar a nivel mundial, representando el 80 % de la
produccion total de camarones peneidos cultivados. Sin embargo, las
enfermedades son una de las limitantes para la industria camaronera. EI Banco
Mundial ha estimado que las pérdidas por efecto de las enfermedades exceden
los $ 6 mil millones por afio (Brummett et al., 2014). Por ejemplo, las pérdidas
estimadas que ocasiona el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV —
White Spot Syndrome Virus) llegan a $ 2 mil millones para Asia, y entre $ 1-2
mil millones para Latinoamérica (Lightner et al., 2012).

Ecuador es el mayor exportador mundial de camar6n P. vannamei en la region
(FAO, 2020). En el aspecto nacional, el camaron es el primer producto no
petrolero de exportacion, y en 2020 gener6 ingresos de $ 3.823 millones a la
economia (BCE, 2020). Histéricamente, los problemas epidémicos son una de
las principales amenazas para el sector camaronero del pais. Entre 1999 y 2003,
WSSV ocasiond pérdidas de mas de $ 1.200 millones (Garcia, 2003),
demostrando la importancia de implementar nuevas alternativas de control.

Al momento, uno de los principales problemas epidémicos son ocasionados por
bacterias del género Vibrio, siendo la necrosis aguda hepatopancreatica
(AHPND) la enfermedad méas emergente (Thitamadee et al., 2016; Tran et al.,
2013). AHPND afecta a camarones de cultivo P. vannamei y P. monodon a lo
largo del ciclo de vida, puede propagarse facilmente en el medio circundante de
cultivo y llegar a ocasionar el 100 % de mortalidad (de la Pefia et al., 2015;
Kongrueng et al., 2015). Las cepas de vibrios que producen AHPND contienen
plasmidos de aproximadamente 70 kbp, portadores de genes codificantes para
dos toxinas: PirA y PirB (pirABVP), descritas para Photorhabdus sp. (Dangtip
et al., 2015). Como parte de la patogénesis de AHPND, estas toxinas son
liberadas en el sistema digestivo de los camarones donde ocasionan una
descamacion severa de las células del hepatopancreas y la consecuente muerte
del camarén infectado (Han et al., 2015).

La diversidad de especies e individuos que conforman la microbiota intestinal
desempefian funciones criticas en un huésped, como la absorcién de nutrientes
y defensa de patogenos (Dai et al., 2020). Algunas bacterias aisladas en
camardn otorgan efectos benéficos para el huésped, como antagonismo contra
bacterias patdgenas y mejoramiento del sistema inmune (Balcazar et al., 2007;
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Gullian et al., 2004), mientras que otras bacterias son causales de enfermedades
de gran impacto econdémico, entre ellas: Vibrio harveyi (Haldar et al., 2011; I.
Karunasagar et al., 1994; Mirbakhsh et al., 2014; Robertson et al., 1998; J.
Vandenberghe et al., 1998; Johan Vandenberghe et al., 1999), Vibrio
alginolyticus (Hasan et al., 2017; Karunasagar et al., 1998) y Vibrio campbellii
(Haldar et al., 2011; Hameed, 1995; Soto-Rodriguez et al., 2006), patégenos
recurrentes en larviculturas de camarén de muchos paises productores.

Pese a que, la composicion bacteriana ejerce un efecto importante sobre la
resistencia o susceptibilidad a enfermedades (Zheng et al., 2017), la mayoria de
las investigaciones han caracterizado el microbioma de P. vannamei en
estadios juveniles (Chen et al., 2017; Cornejo-Granados et al., 2017) y pocas
veces en condiciones de salud y enfermedad. Hasta el momento, no se conoce
de estudios sobre la comunidad bacteriana en estadios larvarios de camaron en
condiciones especificas de afectacion por AHPND. Dado que, los estudios en
camarones juveniles P. vannamei afectados por AHPND muestran diferencias
significativas entre las microbiotas de camarones sanos y enfermos, es plausible
hipotetizar que igual situacion ocurriria en larvas de camaron. Considerando
que, las larviculturas de camaron son la base de la piramide de produccion que
abastecen de semillas a miles de productores de engorde de camardn en
Ecuador, es necesario implementar herramientas de control para mitigar a
AHPND desde los estadios tempranos de cultivo. En este contexto, en la
presente investigacion se utilizd secuenciacion de alto rendimiento (High
Throughput Sequencing - HTS) para caracterizar la microbiota bacteriana de
diversos estadios larvarios de camaron P. vannamei que fueron afectados por
AHPND vy compararlos con la microbiota de cultivos larvarios sanos. Se
identificaron potenciales biomarcadores asociados a cultivos saludables y
afectados por AHPND, lo cual representa una contribucion necesaria de
trasladar la informacion molecular y gendmica para el tratamiento de las
enfermedades bacterianas del camaron.

1.2 Objetivo General

Caracterizar las comunidades bacterianas de cultivos larvarios de Penaeus
vannamei afectados con la enfermedad de la necrosis aguda hepatopancreética.

1.3 Objetivos Especificos

Comparar las microbiotas de cultivos larvarios de P. vannamei saludables y
afectados con la enfermedad de la necrosis aguda hepatopancreética.

Identificar biomarcadores asociados a cultivos larvarios de P. vannamei

saludables y afectados con la enfermedad de la necrosis aguda
hepatopancreatica.
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2. MARCO TEORICO

AHPND afecta a camarones de cultivo P. vannamei y P. monodon a lo largo
del ciclo de vida (Deris et al., 2020; Pefia-Navarro et al., 2020). La enfermedad
es causada por cepas bacterianas especificas de vibrios de los clados Harveyi
(V. parahaemolyticus, V. harveyi (Kondo et al., 2015), V. owensii (Liu et al.,
2015), V. campbellii (Dong et al., 2017) y V. orientalis (Restrepo et al., 2018))
y se caracteriza por cambios en el comportamiento del camardn, como lentitud,
nado erratico en espiral y alimentacion reducida, a nivel de tejido, presenta
signos de atrofia y lesiones en el hepatopancreas del camardn, a pesar de
infectar con una poblacion baja de bacterias (Santos et al., 2020).

Conocida anteriormente como sindrome de la mortalidad temprana (EMS) en
2016 fue incluida en la lista de la OIE (Yu et al., 2021) por provocar
mortalidades repentinas y masivas en etapas de larva y engorde. V.
parahaemolyticus, el causante mas conocido de AHPND, es una bacteria gram-
negativa, ubicua en el ambiente y los medios de produccién (Sirikharin et al.,
2015). Estas bacterias poseen un plasmido extracromosémico pVAL (70 kbp)
que porta los genes de los principales factores de virulencia de AHPND (Xiao
etal., 2017) codificantes de las toxinas PirA y PirB descritos para Photorhabdus
sp. (Dangtip et al., 2015). El plasmido puede ser transferido entre clados de alta
similitud por la accion de elementos genéticos moviles codificantes de una
transposasa responsable de la transferencia horizontal de genes (HGT) (Han et
al., 2015), la transferencia de genes a través de eventos de recombinacion,
conjugacion y captacion de plasmidos es un proceso conocido de conversion
de cepas no patdgenas que incrementan la propagacion de AHPND (Restrepo
etal., 2018).

Adicionalmente, nuevas cepas patdgenas como V. owensii, V. inhibens y V.
natriegens han emergido en las larviculturas comerciales, diversificando la
plétora de bacterias patdgenas en los sistemas de produccion, para las cuales,
los antimicrobianos comerciales no son muy efectivos (Sotomayor et al., 2019).
Para prevenir complicaciones y brotes de la enfermedad, se han implementado
técnicas para identificar al agente, tales como: bioensayos (Zorriehzahra &
Banaederakhshan, 2015), histopatologia, reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Dangtip et al., 2015), biosensores bioldgicos (Rizan et al., 2018) y ADN
ambiental eDNA (Goldberg et al., 2016). Los diagndsticos principales mas
utilizados son histopatologia y PCR, que han permitido observar y confirmar
los dafios ocasionados por AHPND. Mediante técnicas histoldgicas se ha
descrito que AHPND ocasiona descamacion y el redondeo masivo de células
epiteliales del tubulo hepatopancreatico que termina en necrosis, mientras que
PCR confirma la presencia de AHPND mediante cebadores dirigidos a
amplificar secuencias de ADN especificas del patdgeno, actualmente el juego
de iniciadores de mayor sensibilidad, AHPND 4 (AP4) y el método de duplex
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PCR para los genes PirA y PirB son las pruebas confirmatorias cominmente
utilizadas (Santos et al., 2020) y que han sido reconocidas por la OIE (Yu et al.,
2021).

El microbioma intestinal es el conjunto de microorganismos que cumplen
funciones criticas en un huésped, la mayoria de ellas, ligadas a la salud del
animal y la resistencia o susceptibilidad a enfermedades, por lo tanto, el
microbioma es considerado objeto de estudio para determinar el éxito de los
cultivos. A pesar de que se conoce de los efectos benéficos del microbioma en
camaron P. vannamei, la mayoria de las investigaciones han caracterizado las
comunidades bacterianas comparando etapas de desarrollo de juveniles (Zeng
et al., 2017), 6rganos del camarén (Tzuc et al., 2014), dietas con fuentes de
lipidos junto a otros aditivos (Zhang et al., 2014), ecosistemas de diferentes
paises (Zogratt et al., 2018), sistemas de cultivo (Gainza et al., 2018), funciones
de la microbiota en el huésped (Garibay-Valdez et al., 2020), microbiota
asociada con el peso (Fan et al., 2019), agua y sedimento presentes en el cultivo
(Huang et al., 2018). Pocos estudios se han desarrollado para estudiar la
microbiota frente a condiciones de salud y enfermedades especificas.

Con respecto a AHPND, algunos analisis comparativos entre camarones
juveniles sanos y afectados revelaron taxas que estuvieron significativamente
enriquecidas en cada una de las condiciones, por ejemplo: Faecalibacterium
prausnitzii y Pantoea agglomerans estuvieron asociadas a condiciones
saludables, mientras que, Aeromonas taiwanensis, Simiduia agarivorans y
Photobacterium angustum a condiciones de enfermedad (Cornejo-Granados et
al., 2017). En los estadios larvarios, son escasos los estudios dirigidos a la
microbiota frente a condiciones de salud y enfermedad. Hasta el momento, se
conoce de las comunidades microbianas de diferentes etapas de desarrollo y
agua de cultivo (Wang et al., 2020a; Wang et al., 2020b). Mientras que las
comunidades bacterianas coexistentes en estadios larvarios de camardn en
condiciones especificas de afectacion por AHPND aun se desconoce.
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CAPITULO 2
3. METODOLOGIA
3.1 Coleccién de las muestras

Se colectaron larvas de camardn P. vannamei, durante el ciclo de produccion
en 64 tanques espacialmente distribuidos por mddulos (Tabla suplementaria I)
de un laboratorio comercial localizado en Mar Bravo (Santa Elena, Ecuador)
(Figura suplementaria 1). ElI muestreo se realizé en cada tanque durante las
etapas de desarrollo de mysis 3 (M3), postlarva 4 (PL4), postlarva 7 (PL7) y
postlarva 10 (PL10), para un total de 246 muestras de larvas colectadas (Tabla
suplementaria I). En cada muestreo, se realiz6 la observacion de signos externos
de la enfermedad (comportamiento de lentitud, nado erratico y tracto digestivo
vacio). Los parametros de calidad de agua en los tanques muestreados
estuvieron en los rangos Optimos para cultivo de larvas de camaron
(concentracion de oxigeno disuelto: 5.0 mg/L, temperatura: 32.5 - 33.0 °C y
pH: 7.9 - 8.1). Todos los tanques tuvieron el mismo protocolo de manejo de
recambio de agua y administracion de dosis y frecuencia de cuatro probioticos
comerciales. Por lo tanto, para determinar si los probidticos estuvieron
presentes en la microbiota larval, muestras de probi6ticos y alimento comercial
fueron preservadas. El porcentaje de supervivencia de cada tanque fue
registrado al final del ciclo de produccion (postlarva 11).

3.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras de larvas fueron transportadas hasta las instalaciones del Centro
Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas (CENAIM, Santa Elena,
Ecuador). En condiciones asépticas de laboratorio, 20 larvas de cada muestra a
partir del estadio de postlarva 7, fueron preservadas en solucion fijadora
Davidson AFA para la posterior examinacion histopatoldgica. Ademas, ~ 1 g
de cada muestra fue lavada con solucion salina estéril al 1% para remover
impurezas y microrganismos externos. Las muestras fueron maceradas en un
tubo de microcentrifuga (1.5 mL) para la homogeneizacion de la carga
bacteriana, distribuyendo 100 pL para diagnéstico de AHPND y 500 uL para
el analisis de la microbiota (Figura suplementaria 2). Para el analisis posterior
de la microbiota, las muestras fueron colocadas en tubos crioviales (1.5 mL) y
se sumergieron en nitrogeno liquido por 30 min (Snapshot freezing),
posteriormente fueron almacenados en un congelador a -80 °C hasta su
procesamiento (Figura suplementaria 3).
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3.3 Diagnostico de AHPND vy seleccion de muestras

Todas las muestras se analizaron para el diagnostico de AHPND por analisis de
PCR. Previamente, se realiz0 un enriquecimiento para incrementar la
sensibilidad de la deteccion de AHPND. Brevemente 100 pL de una segunda
dilucion seriada (1:10) de tejido macerado con solucidn salina estéril al 1% fue
inoculada en caldo tripticasa soya (TSB) liquido (Figura suplementaria 4A).
Para la extraccion de ADN genémico (gDNA), 1000 pL de cultivo bacteriano
fueron centrifugados a 8000 rpm por 2 min. La lisis celular se realizé con 500
pL de buffer TE de lisis modificado (100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8.0
y 1 mM EDTA). La suspension se incubo y agité con 75 pL de SDS al 10 %
por 1 hora a 55 °C y 1500 rpm en un termo-bloque HM100-PRO (DLAB
Scientific, Beijing, China) (Figura suplementaria 4B). Se realiz6 extraccion de
ADN con 600 pL de fenol-cloroformo, se agitd con vortex (10 s), se centrifugo
a 13000 rpm por 10 min y se separ0 el sobrenadante. Posteriormente, se afiadio
1 volumen de cloroformo-Isoamil 24:1, se agité con vortex y se centrifugd a
13000 rpm por 10 min. EI sobrenadante fue recuperado y el ADN bacteriano
fue precipitado por 1 hora a -20 °C con 2.5 volumenes de etanol frio grado
biologia molecular y 0.5 volimenes de acetato de amonio 5 M. Para la
precipitacion de ADN, se centrifugd a 13000 rpm por 10 min, se descarto el
sobrenadante y el pellet fue lavado dos veces, con 300 pL de etanol al 70 %, se
centrifugd a 10000 rpm por 5 min y se elimind el sobrenadante (Figura
suplementaria 4C). Finalmente, el pellet fue secado a 45 °C durante 1 horay re-
suspendido en 50 pL de agua ultrapura Mili-Q. La amplificacion se realiz6
mediante PCR anidado, los iniciadores y condiciones de amplificacién usadas
para la deteccion de AHPND fueron los mismos descritos por Dangtip et al.
(2015) y Han et al. (2015a) (Tabla suplementaria I1), y fueron realizadas en un
termociclador punto final (Applied Biosystems, California, EEUU) (Figura
suplementaria 4D). Los productos amplificados de PCR fueron verificados con
electroforesis en un gel de agarosa del 1.5 % (100 V, por 30 min), disuelto en
buffer TAE y suplementado con SYBR® Safe 10.000x (Invitrogen). La
visualizacion de los productos amplificados se realizO con un
fotodocumentador UV (Enduro GDS Labnet, New Jersey, EEUU). Solamente
las muestras que resultaron positivas (+) luego del analisis de PCR o
histopatologia fueron seleccionadas para el analisis de la microbiota.

3.4 Extraccién de ADN y secuenciacion Illumina

El ADN gendmico de las muestras fue extraido mediante el kit de aislamiento
ZymoBiomics DNA Microprep Kit (Zymo Research, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se obtuvo 25 pL de gDNA diluido en agua
ultrapura libre de DNasa. La concentracion (20 ng/ pL) y calidad (1.8 - 2.0
A260/280) del gDNA fueron leidas en un espectrofotdémetro micro UV-Vis de
barrido espectral NanoDrop One (Thermo Scientific, EEUU) (Tabla
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suplementaria 1l1) y migrado en un gel de agarosa 1.5 % para la Optima
amplificacion PCR. Se amplificaron las regiones hipervariables 16S rRNA V3-
V4 con los iniciadores 341F y 806R (470 pb). Las muestras fueron enviadas a
Novogene Inc. Sacramento CA, EEUU para la amplificacion, construccién de
librerias, multiplexado y secuenciacion con la plataforma Illumina NovaSeq
6000 P250 (Figura 1).

Coleccién y
procesamiento

Diagndstico de AHPND
y seleccion

Extraccion de ADN y
secuenciacion Illumina

Procesamiento de
secuencias

Una \arvwcgltura Extraccion de ADN con gDNA de las muestras Demultiplexing
comercial protocolo del fenol
' ; ;
. sample 1] [sample 2| [semple 3
Estadios larvarios PCR con los iniciadores Control de calidad del
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! Recorte y filtrado
T, W =
- X PCR de la regién V3-V4 = —/=
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PL1O 5 it e e,
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< .
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Figura 1. Procesamiento de muestras de larvas de P. vannamei para la secuenciacion
de la microbiota.

3.5 Procesamiento de secuencias

Las lecturas de extremo emparejado (paired-end reads) sin adaptadores
(demultiplexing), ni cebadores fueron procesadas en condiciones especificas de
recorte y filtrado para obtener lecturas de alta calidad (Phred Score Q30 > 80
%). Se realiz6 la inferencia (denoising) de las lecturas en ASV (amplicon
sequence variant), el solapado de las lecturas (contig de lecturas desnoizadas)
y eliminacién de quimeras mediante DADA2 pipeline versién 1.16 (Callahan
et al., 2016). Luego de realizar la asignacion taxonémica en la base de datos
publica SILVA version 138.1, se obtuvieron tablas de secuencia de ASV y de
taxonomia, que fueron enrarecidas al minimo nimero de lecturas.

3.6 Medidas de diversidad y analisis estadistico

La diversidad alfa fue estimada con los indices Shannon, Simpson y el
estimador de riqueza ACE. La prueba de Kruskall-Wallis fue aplicada para

17



evaluar la diferencia de riqueza y uniformidad de las comunidades bacterianas
entre los estadios. La hipdtesis nula de igualdad de diversidad fue rechazada
con valores de p < 0.05. La prueba por pares para las comparaciones multiples
basadas en las sumas de rango promedio de Nemenyi (prueba post-hoc) fue
utilizada para evaluar la diferencia estadistica de la diversidad alfa entre
estadios de desarrollo larval, lo cual se realizo tanto para las muestras colectadas
en los tanques de larvas sanas, como para los tanques donde las larvas fueron
afectadas por AHPND. La profundidad de secuenciacion fue inspeccionada con
el rango de cobertura de Good. La diversidad beta fue evaluada mediante la
métrica de Bray-Curtis y visualizada en un analisis de coordenadas principales
(PCoA). La diferencia en la microbiota de larvas sanas y afectadas por AHPND
fue evaluada con un andlisis de similaridad (ANOSIM). La Prueba no
paramétrica de Wilxocon fue aplicada para observar la abundancia significante
de taxas pertenecientes a diferentes niveles taxondmicos. Para observar la
jerarquia de las taxas significativamente abundantes en los tanques sanos y
afectados por AHPND, se construyé un arbol de calor a partir del paquete
metacoder en R (Foster et al., 2017). Adicionalmente, se aplicaron pruebas de
abundancia diferencial (DA) como el analisis discriminante lineal (LDA)
acompafiado del tamafio del efecto (LEfSe) (Segata et al., 2011) y
metagenomeSeq (Paulson et al., 2013) para identificar bacterias enriquecidas
significativamente. Los analisis estadisticos fueron realizados en R, con los
paquetes: MicrobiomeAnalyst (Dhariwal et al., 2017) y microbiomeMarker
(YYang, 2020). La figura 2 resume el flujo del andlisis bioinformatico.
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Figura 2. Pre-procesamiento de secuencias hasta la inferencia estadistica de los datos.
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CAPITULO 3

4. RESULTADOS
4.1 Diagnostico de AHPND vy seleccion de muestras

Luego de un monitoreo exhaustivo realizado a 64 tanques de larvicultura
comercial, los resultados del diagndstico por PCR mostraron que los genes de
toxina pirABVP fueron detectados en 57 tanques (Tabla suplementaria V). Al
finalizar el ciclo de produccidn, la supervivencia superior al 50 % fue observada
en 8 de los 64 tanques, localizados en los médulos A, E y F. El tanque 9 del
modulo E y el tanque 5 del médulo A presentaron supervivencias del 39 y 47%.
En tanto que, 33 tanques exhibieron supervivencia menor al 25 %, y 21 tanques
exhibieron 100 % de mortalidad, en la mayoria localizados en los mddulos C y
D (Tabla suplementaria V).

Durante la observacién de signos clinicos externos, las larvas de los tanques de
los modulos A y E fueron las que mostraron menor severidad (Tabla
suplementaria V1), seguido de las larvas de tanques del médulo F. En contraste,
las larvas de los mddulos C y D presentaron la mayor severidad de signos de la
enfermedad de AHPND (Tabla suplementaria V11I).

El andlisis de histopatologia determing la presencia de dafios caracteristicos de
AHPND. Para objeto de comparacién, la Figura 3A muestra el corte histoldgico
de una larva cuyos tejidos y 6rganos estan sin afeccion. Mientras que, las figuras
3B, 3C y 3D muestran las observaciones histoldgicas tipicas de animales
cursando una infeccion severa de AHPND. Se observé el desprendimiento
severo de células epiteliales de los tubulos del hepatopancreas e infiltraciones
hemociticas y pérdida de la funcion de las células, lo que corresponde a la fase
aguda de AHPND (Figuras 3B y 3C). Asi como pérdida de la estructura de los
tibulos del hepatopancreas y nodulos hemociticos melanizados
correspondientes a la fase terminal de AHPND (Figura 3D).

Los resultados del andlisis de PCR e histopatologia permitieron seleccionar al
tanque 10 del mddulo E por no presentar genes de toxina pirABY" ni dafios
caracteristicos de AHPND, ademas de exhibir alta supervivencia al finalizar el
ciclo de produccion. Los tanques 3, 4 y 5 del modulo B, fueron seleccionados
por ser positivos a AHPND y exhibir bajos porcentajes de supervivencia.
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Figura 3. Cortes histoldgicos de larvas de camardn colectadas en un laboratorio
comercial. A. Larva de camaron P. vannamei PL10 del tanque 10 (Mddulo E). Se
observa la estructura de los tbulos del hepatopancreas (10x) en condiciones normales
(flecha). B. Larva de camardn P. vannamei PL7 del tanque 2 (Mddulo D). Se observa
el desprendimiento severo de células epiteliales de los tubulos del hepatopancreas e
infiltraciones hemociticas y pérdida de la estructura de las células (4x), lo que
corresponde a la fase aguda de AHPND (flecha). C. Larva de camarén P. vannamei
PL7 del tanque 2 (Mddulo D). Se observa el desprendimiento severo de células
epiteliales de los tubulos del hepatopancreas e infiltraciones hemociticas y pérdida de
la funcion de las células (10x), lo que corresponde a la fase aguda de AHPND (flecha).
D. Larva de camar6n P. vannamei PL10 del tanque 8 (Mddulo B). Se observa pérdida
de la estructura de los tabulos del hepatopancreas y nédulos hemociticos melanizados
(10x), lo que corresponde a la fase terminal de AHPND (flecha).

4.2 Procesamiento de secuencias

Las muestras aprobaron el control de calidad (n= 28) y pudieron culminar el
proceso de secuenciacion (Tabla suplementaria VIII). Luego de la eliminacion
de adaptadores e iniciadores, el filtrado de calidad otorgd alrededor de 8
millones de lecturas limpias. Con un promedio de 149,000 lecturas por muestra
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(rango de 130,000 - 160,000). El ratio de error tuvo un promedio de 0.03% para
todas las lecturas. En promedio el 88 % de las lecturas tuvieron una puntuacion
Phred >Q30 y un contenido de GC del 53 % (Tabla suplementaria IX). Para el
alineamiento, se promedio una longitud de lectura de 250 bp. Se obtuvo un total
de 8626 ASVs, que representd un promedio de 400 ASVs por cada muestra.
Las muestras fueron enrarecidas hasta la cantidad de 77,226 secuencias por
muestra, suficientes para capturar la diversidad alfa de las comunidades
microbianas durante los estadios larvarios (Figura suplementaria 5). El rango
de la cobertura de Good fue del 99.99 a 100 %, lo que indica una 6ptima
profundidad de secuenciacion para caracterizar las comunidades bacterianas.

4.3 Diversidad alfa de las comunidades bacterianas

En este estudio, el indice de Shannon no mostré diferencias significativas entre
los estadios de los tanques con larvas sanas (p = 0.546), y de igual manera, entre
los estadios de tanques con larvas afectadas por AHPND (p = 0.118) (Figura
4). El indice ACE no mostré diferencias significativas entre los estadios de
tanques sanos (p = 0.21), y de la misma manera, los estadios de tanques
afectados por AHPND (p = 0.191) (Figura suplementaria 6). El indice de
Simpson de los estadios de tanques sanos mostré diferencias significativas (p =
0.040). Luego de la prueba post-hoc de Nemenyi, los estadios de mysis 3 y
postlarva 4 presentaron la mayor diferencia (p = 0.04) (Figura suplementaria
6).
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Figura 4. Alfa diversidad utilizando Shannon a nivel de ASV. Cada diagrama de caja
representa la distribucién de diversidad bacteriana dentro de los estadios larvarios A.
Estadios de tanques sanos y B. Estadios de tanques afectados por AHPND.

4.4 Abundancia de taxas bacterianas

Se identificd 16 Phylum, 29 clases, 76 6rdenes, 107 familias, 185 géneros y 59
especies en las muestras de larvas sanas y afectadas por AHPND. Los estadios
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sanos Yy afectados por AHPND fueron dominados por el Phylum
Proteobacteria. Sin embargo, el porcentaje de Bacteroidota estuvo
incrementado en estadios de tanques afectados por AHPND (Figura
suplementaria 7 y 8). La clase Alphaproteobacteria fue dominante en larvas
sanas y enfermas, Gammaproteobacteria y Bacilli exhibié mayor abundancia
en larvas sanas. Mientras que, Bacteroidia en larvas enfermas (Figura
suplementaria 9). EI Orden Rhodobacterales fue dominante en larvas sanas y
enfermas, Flavobacteriales exhibié6 mayor abundancia en larvas sanas,
mientras que Enterobacterales en larvas enfermas (Figura suplementaria 10).
A nivel de familia, Vibrionaceae exhibié dominancia en los estadios de mysis
3y postlarva 7 de los tanques sanos. Flavobacteriaceae fue dominante en mysis
3 de tanques afectados por AHPND. Mientras que Rhodobacteraceae mantuvo
la dominancia en el resto de los estadios. A nivel de género, Catenococcus
exhibié dominancia en el estadio de mysis 3 y postlarva 7 de los tanques sanos.
Mientras que Gilvibacter fue dominante en mysis 3 de los tanques afectados
por AHPND.
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Figura 5: Composicion taxonémica de la comunidad bacteriana en los tanques sanos
y afectados por AHPND A. Familia B. Género.

El género Vibrio tuvo mayor presencia a lo largo de los estadios de tanques
sanos en comparacion a los afectados por AHPND. El género Marinibacterium
exhibié dominancia en postlarva 4 de los tanques sanos y en el resto de estadios
sanos fue mayormente abundante en comparacion a todos los estadios afectados
por AHPND. (Figura 5).

Las muestras de probioticos fueron dominadas por los Phylum Firmicutes,
Proteobacteria, y las familias Lactobacillaceae, Bacillaceae, Clostridiaceae.
A nivel de género, el probiotico 1 fue dominado por Lentilactobacillus (ASV-
13), el probidtico 2 por Bacillus (ASV-8, ASV-9, ASV-52), el probiotico 3 por
Clostridium (ASV-41), y el probiotico 4 (ASV-23) por Weissella. La muestra
de alimento comercial fue dominada por los Phylum: Firmicutes,
Proteobacteria, Cyanobacteria, y la familia Lactobacillaceae, Bacillaceae y
Vibrionaceae, y los géneros: Lactobacillus y Bacillus (Figura suplementaria
11). Los ASVs encontrados en las muestras de probioticos mostraron baja
abundancia (< 0.01 %) en las muestras de larvas.
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4.5 Diferencias entre las comunidades bacterianas

Los andlisis comparativos de beta diversidad fueron realizados entre todas las
muestras usando el indice Bray-Curtis y analisis de similaridad (ANOSIM) a
nivel de ASV. Las muestras de los estadios larvarios de tanques afectados por
AHPND fueron distintos de los tanques sanos (p = 0.001) (Figura 6).
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Figura 6: Distancia de Bray-Curtis de tanques sanos y afectados con AHPND. Analisis
de coordenadas principales (PCoA) bajo diferentes estadios larvarios al nivel de ASV.

El analisis de metagenomeSeq identific6 a los géneros Photobacterium,
Klebsiella y Pontibacterium como significativamente abundantes en mysis 3
sanas, mientras que Ligilactobacillus, Muricauda y Marinibacterium como
significativamente abundantes en mysis 3 afectadas por AHPND. Los géneros
Pontibacterium, Maricaulis y Aestuariicoccus fueron significativamente
abundantes de postlarvas 4 sanas, mientras que Leisingera y Leifsonia en
postlarvas 4 afectadas por AHPND. Los géneros Pustulibacterium, Mameliella
y Alteromonas fueron diferencialmente abundantes en postlarvas 7 sanas,
mientras que Leifsonia y Simkania en postlarvas 7 afectadas por AHPND. Los
géneros Gilvibacter y Leisingera fueron diferencialmente abundantes en
postlarvas 10 afectadas por AHPND (Tabla suplementaria X).

La prueba no paramétrica de Wilcoxon generd dos cluster significativos al mas
alto nivel taxonémico. El Phylum Proteobacteria y Bacteroidota mostraron la
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maés alta diferencia (p < 0.01), sequido de la clase Gammaproteobacteria (p <
0.01) y la familia Pseudoalteromonadaceae (p < 0.001). La estructura
jerarquica de los niveles taxondmicos puede ser observada en la figura 7.
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Figura 7. Arbol filogenético de calor a nivel de familia. El color del nodo representa
la abundancia de las taxas bacterianas presentes en los tanques sanos y afectados por
AHPND.

Median ratio (log2)
Abundance level

El anélisis discriminante lineal (LDA) con tamafio del efecto (LEfSe) evalud si
las diferencias entre grupos (Kruskall Wallis) y subclases (Prueba no
paramétrica de Wilcoxon) fueron significantes. Un total de 22 ASV (Figura
suplementaria 12), 6 familias (Figura suplementaria 13), 11 géneros (Figura 8)
y 5 especies fueron distinguidos por LEfSe. Los géneros Alteromonas,
Mameliella, Yangia y Pseudoalteromonas fueron biomarcadores asociados a
condiciones saludables, mientras que Gilvibacter, Cyclobacterium,
Neptunomonas, Haliea, Epibacterium, Maribacter, Hyphomonas fueron
biomarcadores asociados a condiciones de AHPND.
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Figura 8. Analisis discriminante linear (LDA) con tamafio del efecto (LEfSe, p < 0.05,
LDA 4.0 <LDA <-4.0). La longitud de la barra representa el tamafio del efecto de los
linajes bacterianos a nivel de género para tanques sanos vs afectados por AHPND.
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CAPITULO 4

5. DISCUSION

El presente trabajo caracterizd la microbiota de larvas de P. vannamei
provenientes de tanques afectados por AHPND en condiciones reales de
produccién comercial. Debido a la alta prevalencia de AHPND en las muestras
colectadas, se tomaron muestras suficientes para obtener tanques con estadios
sanos, sin presencia de dafios a nivel histologico, ni presencia de genes de toxina
pirABYP para objeto de comparacion. La prueba PCR detecté la presencia de
AHPND en algunos estadios larvarios que fueron categorizados como sanos por
el andlisis visual y la prueba histopatologica. Esta particularidad podria ser
provocada por la existencia de cepas atipicas portadoras de pirAB"?, las cuales
requieren de factores desencadenantes adicionales para provocar la enfermedad
de AHPND (Aranguren et al., 2020; Cornejo-Granados et al., 2017; Vicente et
al., 2020). Por lo tanto, la prueba PCR podria detectar a los genes codificantes
de toxinas, pero no determinar la expresion y la presencia de cepas atipicas. En
el presente estudio para evitar esta incertidumbre, el andlisis de PCR fue
complementado con el analisis de histopatologia.

La plataforma de secuenciacion de alto rendimiento NovaSeq P250 ha sido
reportada por otorgar mayor cantidad de taxones a la misma profundidad que la
plataforma MiSeq comunmente usada (Singer et al., 2019). NovaSeq P250
proporciond datos con valores de calidad superiores al Phred Score 30, bajos
porcentajes de error de lecturas, ademas de costos < 50 % en comparacion con
la plataforma MiSeq. La regidon V3-V4 (16S rRNA) fue seleccionada para este
estudio debido a que presenta una mayor longitud de tamafio de amplicén, y
porque se ha reportado como la mas utilizada por otorgar mayor diversidad que
las regiones V3 y V4 por separado (Cornejo-Granados et al., 2018; Garcia-
Lopez et al., 2020; Holt et al., 2020).

El estudio de las comunidades bacterianas en larvas de P. vannamei en
condiciones de afectacion por AHPND no ha sido descrita hasta la presente
fecha. El analisis comparativo demostro abundancias y taxas significativamente
distintas entre grupos de tanques con larvas sanas y tanques con larvas enfermas
a lo largo de los estadios de desarrollo. La abundancia a nivel de Phylum fue
dominada por Proteobacteria, y su presencia ha sido ya reportada durante el
desarrollo del camardn (Huang et al, 2016; Zheng et al., 2017). A nivel de
Familia, Zheng et al, 2017 describe a Enterobacteriaceae como la taxa
predominante a lo largo del desarrollo larvario de P. vannamei. Este hallazgo
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contrasta con el presente estudio, ya que, Enterobacteriaceae tuvo una
abundancia menor al 1 %. En su lugar, Rhodobacteraceae fue la familia
dominante y ubicua en todos los estadios de desarrollo, lo que coincide con
diversos estudios donde fue dominante y persistente en el tracto digestivo de
juveniles y adultos, por lo que podria ser considerada de vital importancia para
la busqueda de probidticos (Huang et al., 2016; Xiong et al., 2017, Xiong et al.,
2018). La familia Flavobacteraceae ha sido reportada como dominante en de
microbioma de camarones en etapas de metamorfosis (estadios previos a
postlarva) (Yan et al., 2020), y prevalente en el agua de cultivo desde zoea a
estadios iniciales de postlarva (Xue et al., 2020). En el presente estudio,
Flavobacteraceae domind en estadios de mysis 3 de tanques afectados por
AHPND, y su abundancia relativa decrecio hasta llegar a postlarva 10.

El género Vibrio tuvo una menor abundancia en larvas enfermas, resultado que
coincide con estudios de juveniles y larvas enfermas de Zhang et al, 2014;
Zheng et al, 2017 y Wang et al, 2020a. Se ha reportado que Vibrio fue
abundante en nauplios y no estd considerado como biomarcador de
enfermedades (Wang et al., 2020a). Con este hecho se podria deducir que
Vibrio no esta relacionado con la emergencia de la enfermedad y que forma
parte del medio circundante. Photobacterium angustum estuvo enriquecido en
camarones juveniles enfermos (Cornejo-Granados et al., 2017). En el presente
estudio, Photobacterium fue significativamente mas abundante en mysis 3 de
tanques sanos luego del analisis de metagenomeSeq.

Los indices de diversidad alfa determinaron que no existe diferencia
significativa en las muestras a lo largo de los estadios larvarios, hallazgo similar
a los encontrados en larvas visualmente enfermas y camarones juveniles
afectados por AHPND (Chen et al., 2017; Zheng et al., 2017). Sin embargo, el
indice de Shannon determind menor diversidad en el estadio de mysis 3 de
tanques afectados por AHPND. El analisis de diversidad beta determind que
existe diferencia significativa a lo largo de los estadios sanos y afectados por
AHPND, sin embargo, no se observo diferencia entre los estadios de postlarva
10, esto podria ser explicado debido a que en esta etapa de desarrollo la
microbiota intestinal se vuelve relativamente estable (Yan et al., 2020), el
huésped adquiere comunidades para su beneficio (Angthong et al., 2020) y se
ha perdido gran parte de la microbiota dérmica (Wang et al., 2020b). Sin
embargo, el estadio de mysis 3 (etapa final de metamorfosis), vario
significativamente entre condiciones saludables y afectadas por AHPND.

Diversos estudios han reportado la presencia de inconsistencias y falsos
positivos en la abundancia diferencial al analizar grandes conjuntos de datos
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(Nearing et al., 2021; Wallen, 2021), por lo que, en el presente estudio los p-
value de LEfSe se corrigieron utilizando el método FDR o FPR. Estos p-value
corregidos fueron sustituidos por los p-value no corregidos que fueron
generados por la ejecucion LEfSe predeterminada, dandole mayor consistencia
bioldgica al analisis. Los resultados de LEfSe mostraron géneros que fueron
catalogados como biomarcadores o indicadoras de condiciones saludables,
especialmente Pseudoalteromonas (LDA >4.0), género reportado por fabricar
compuestos antibacterianos extracelulares que muestran actividad antagonista
contra Vp AHPND vy estéa relacionada a condiciones de camarones saludables
(Louis et al., 2018; H. Wang et al., 2018; Zheng et al., 2016), y Mameliella,
considerada como un género implicado en la degradacién de toxinas y la
produccién de metabolitos beneficiosos en P. vannamei (Duan et al., 2019). En
concordancia, los resultados sugieren que estas bacterias podrian disminuir los
efectos de AHPND. Se ha reportado que la abundancia del Phylum
Bacteroidota es esta relacionada con larvas saludables (Zheng et al., 2016) y
gue su abundancia relativa es drasticamente disminuida en condiciones estrés o
de enfermedad (Wang et al., 2019; Zhang et al., 2016), esto contrasta con el
presente estudio, ya que la abundancia de Bacteroidota no fue
significativamente diferente entre larvas sanas y enfermas por AHPND. El
género Alteromonas ha sido reportado como abundante en Artemia (Wang et
al., 2020a), en nuestro estudio fue considerado un biomarcador asociado a
condiciones de salud.

En un anélisis de interaccion de redes en comunidades microbianas se report6
el amensalismo de Weissella contra OTUS de Vibrio (Chen et al., 2017), en
nuestro estudio Weissella fue suplementado como probiético 4 y mostro baja
abundancia y no fue categorizado como biomarcador de salud por LEfSe.
Ademas, los géneros Pantoea sp, Faecalibacterium prausnitzii y Candidatus
bacilloplasma que estuvieron relacionadas a la salud en camarones juveniles
(Chen et al., 2017; Cornejo-Granados et al., 2017) presentaron muy baja
abundancia en este estudio. El género Leifsonia ha sido reportado como
mayormente abundante en juveniles afectados por AHPND en comparacion con
juveniles saludables (Hong, Lu, & Xu, 2016). Hecho que coincide con este
estudio, donde Leifsoinia fue significativamente abundante en postlarva 4y 7
afectadas por AHPND. EI género Gilvibacter ha sido reportado como
abundante en estadios tempranos (Wang et al., 2020a), sin embargo, en el
presente estudio estuvo abundante en los tanques afectados por AHPND.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El presente estudio determind biomarcadores asociados a la salud y AHPND en
condiciones reales de produccién comercial. Se observd la variabilidad de la
microbiota durante los estadios larvarios mediante secuenciacion de alto
rendimiento HTS. Los anélisis para la deteccion de AHPND pudieron
determinar con éxito la presencia de la enfermedad, sin embargo, un analisis
histolégico acompafiado de RT-gPCR podria ser de vital importancia para
mejorar el diagnostico de AHPND vy de esta manera evitar falsos positivos a
causa de cepas atipicas. LEfSe determind biomarcadores de salud en P.
vannamei que tienen relacién con la defensa del huésped contra la enfermedad
de AHPND. Los resultados demuestran que los géneros Alteromonas,
Pseudoalteromonas, Mameliella, Yangia y Pontibacterium fueron
significativamente abundantes en larvas sanas de camardn y podrian ser
considerados potenciales probioticos contra AHPND. Sin embargo, para
explicar los efectos de estas bacterias, es importante un estudio de los
mecanismos involucrados, ya sea como antagonismo o competencia.

Por otro lado, fueron identificados géneros que estuvieron significativamente
abundantes en condiciones de enfermedad. Tales géneros podrian ser aislados
para determinar la presencia de plasmidos con pirABY" y explicar su relacion
con AHPND. Un estudio enfocado en anlisis moleculares de rutas metabdlicas
y genes funcionales es necesario para obtener mayor entendimiento de la
variabilidad y la conexion de la microbiota con el huésped.

Algunos tanques que fueron afectados por AHPND presentaron alta
supervivencia y detonan la interrogante ¢ Existen biomarcadores asociados a la
alta supervivencia?, que puede ser respondida con los protocolos de
caracterizacion aplicados en el presente estudio.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Tablas Suplementarias
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Tabla Suplementaria I. Esquema del muestreo de larvas de camardn Penaeus vannamei realizado entre 29 de enero y 5 de marzo de 2021 en 64 tanques
distribuidos en seis modulos (A, B, C, D, E y F) de un laboratorio de larvas comercial de la zona de Mar Bravo (Santa Elena, Ecuador), para un total de 246
muestras de larvas de camarén. * El origen del nauplio fue el mismo para la siembra de los tanques de los modulos Ay B. ** No se colecté muestras de todos
los tanques del correspondiente modulo porque en el dia sefialado muri6 el 100% de la poblacidn de los tanques afectados.

Médulo A (10 tanques)

Médulo B (10 tanques)

Médulo C (12 tanques)

Médulo D (12 tanques)

Médulo E (10 tanques)

Médulo F (10 tanques)

No.

riicegetlrgg Els;a:gll'r(\)/ :e Capatrigi‘i de Estalgir(\)/ :e la le;e;rl:)ede Els;a::ir(\)/ :e leg;gsede Esta}gic\)/ ;je la N(:Er:;:eqrgede Esta}gir?/ :e la Nl:g:gsede Este:g::c\J/ :e la Nl:g:gsede crglue?:i;jaass
muestreados muestreados muestreados muestreados muestreados muestreados | PO" dia

29/01/21 Nauplio 5 1* Nauplio 5 * 1
30/01/21 Zoea l Zoea 1 0
31/01/21 Zoea 2 Zoea 2 0
01/02/21 Zoea 3 Zoea 3 0
02/02/21 Mysis 1 Mysis 1 0
03/02/21 Mysis 2 Mysis 2 0
04/02/21 Mysis 3 10 Mysis 3 10 Nauplio 5 1 21
05/02/21 Postlarva 1 Postlarva 1 Zoea 1 0
06/02/21 Postlarva 2 Postlarva 2 Zoea 2 0
07/02/21 Postlarva 3 Postlarva 3 Zoea 3 0
08/02/21 Postlarva 4 10 Postlarva 4 10 Mysis 1 20
09/02/21 Postlarva 5 Postlarva 5 Mysis 2 Nauplio 5 1 1
10/02/21 Postlarva 6 Postlarva 6 Mysis 3 12 Zoea 1 12
11/02/21 Postlarva 7 10 Postlarva 7 10 Postlarva 1 Zoea 2 20
12/02/21 Postlarva 8 Postlarva 8 Postlarva 2 Zoea 3 0
13/02/21 Postlarva 9 Postlarva 9 Postlarva 3 Mysis 1 0
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Médulo A (10 tanques)

Médulo B (10 tanques)

Médulo C (12 tanques)

Médulo D (12 tanques)

Médulo E (10 tanques)

Médulo F (10 tanques)

No.

rizce:étirgg Els;a:gir(\)/ :e Ca:;:](;ii de Esta:girc\)/ :e la leg:]e;rsede Els;a:girc\)l :e Nig:;rgede Esta};jirc\)/ :e la N(:;T:]e;rgede Esta};jirc:/ :e la Ntzg:]e;rsede Estaigir(\nl :e la Ntzg:]e;rsede cnc:lléii;rfja;s
muestreados muestreados muestreados muestreados muestreados muestreados | PO" dia

14/02/21 Posi'g“’a 10 Postlarva 10 7Hx Postlarva 4 12 Mysis 2 29
15/02/21 Postlarva 5 Mysis 3 12 12
16/02/21 Postlarva 6 Postlarva 1 Nauplio 5 0
17/02/21 Postlarva 7 12 Postlarva 2 Zoea 1 Nauplio 5 12
18/02/21 Postlarva 8 Postlarva 3 Zoea 2 Zoea 1 0
19/02/21 Postlarva 9 Postlarva 4 12 Zoea 3 Zoea 2 12
20/02/21 Postlarva 10 12 Postlarva 5 Mysis 1 Zoea 3 10 22
21/02/21 Postlarva 6 Mysis 2 Mysis 1 0
22/02/21 Postlarva 7 6** Mysis 3 10 Mysis 2 16
23/02/21 Postlarva 8 Postlarva 1 Mysis 3 0
24/02/21 Postlarva 9 Postlarva 2 Postlarva 1 10 10
25/02/21 Postlarva 10 0** Postlarva 3 Postlarva 2 0
26/02/21 Postlarva 4 10 Postlarva 3 10
27/02/21 Postlarva 5 Postlarva 4 10 10
28/02/21 Postlarva 6 Postlarva 5 0
01/03/21 Postlarva 7 i Postlarva 6 8
02/03/21 Postlarva 8 Postlarva 7 10 10
03/03/21 Postlarva 9 Postlarva 8 0
04/03/21 Postlarva 10 i Postlarva 9 8
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Médulo A (10 tanques)

Médulo B (10 tanques)

Médulo C (12 tanques)

Médulo D (12 tanques)

Médulo E (10 tanques)

Médulo F (10 tanques)

No.
Fecha de - - > v v v muestras
muestreo Estadio de Cantidad de Estadio de la Namero de Estadio de Namero de Estadio de la Namero de Estadio de la Namero de Estadio de la Namero de colectadas
la larva tanque larva tanque la larva tanque larva tanque larva tanque larva tanque di
muestreados muestreados muestreados muestreados muestreados muestreados por dia
05/03/21 Postlarva 11 B6*** Postlarva 10 6** 12
No. de muestras
colectadas por 41 37 49 31 42 46 246

modulo
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Tabla Suplementaria I1. Iniciadores y condiciones de amplificacion utilizados para la deteccion de los genes PirA y PirB causantes de AHPND.

Nombre del iniciador Secuencia 5’- 3’ Condiciones de amplificacion Tamafio Referencia
del
amplicon
(pb)
Inicial Amplificacion Final
AP4 (Primer AP4-F1 ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC 94°C,2 30 ciclos: 94 °C por 30s, 72 °C por 2 1269 (Dangtip et al.,
paso) AP4-R1  ACGATTTCGACGTTCCCCAA min gg °Cpor30s,72°Cpor  min 2015)
s
AP4 (Segundo AP4-F2 TTGAGAATACGGGACGTGGG 94°C,2 20 ciclos: 94 °C por 20s, 72 °C por 2 230
paso) AP4-R2  GTTAGTCATGTGAGCACCTTC min gg °Cpor20s,72°Cpor  min
s
VpirA VpirA- TGACTATTCTCACGATTGGACTG 94°C,3 35ciclos: 94 °C por 30s, 72 °C por 7 284 (Hanetal.,
284F min 58 °C por30s,72°Cpor min 2015a)
VpirA- CACGACTAGCGCCATTGTTA 30s
284R
VpirB VpirB-392F TGATGAAGTGATGGGTGCTC 94°C, 3 35 ciclos: 94 °C por30s, 72 °C por 7 392
min 58 °C por30s,72°Cpor min

VpirB- TGTAAGCGCCGTTTAACTCA
392R

30s
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Tabla Suplementaria I11. Lectura de calidad y concentracion del gDNA extraido con
ZymoBiomics DNA Microprep Kit en un espectrofotometro micro UV-Vis A260/A280 de
barrido espectral NanoDrop One (Thermo Scientific, EEUU).

Tanque Estadio Modulo Conccigrr:tra- A260/280
- Nauplio Mobdulo Ay B 20,7 1,84
TQ7 Mysis 3 Médulo A 42,8 1,87
TQ7 PL 4 Médulo A 54,9 1,89
TQ7 PL7 Médulo A 20 1,77
TQ7 PL10 Médulo A 20 1,64
TQ9 Mysis 3 Modulo A 32,5 1,8
TQ9 PL 4 Médulo A 22,2 1,77
TQ9 PL7 Médulo A 444 1,85
TQ9 PL10 Médulo A 29,2 1,85
TQ 10 Mysis 3 Modulo A 29,1 1,82
TQ 10 PL 4 Médulo A 394 1,83
TQ10 PL7 Médulo A 20 2,1
TQ 10 PL10 Médulo A 29,7 1,83
TQ?2 Mysis 3 Modulo A 21,2 1,8
TQ?2 PL4 Médulo A 234 1,91
TQ?2 PL7 Médulo A 29,5 1,92
TQ?2 PL10 Médulo A 46,6 1,89
TQ6 Mysis 1 Médulo E 27,7 1,85
TQ6 PL2 Médulo E 79,3 1,84
TQ6 PL5 Médulo E 58,5 1,86
TQ6 PL8 Maodulo E 81,5 1,86
TQ6 PL11 Médulo E 33,9 1,87
TQ7 Mysis 1 Moédulo E 35,1 1,93
TQ7 PL2 Médulo E 27 1,9
TQ7 PL5 Médulo E 20 18
TQ7 PL8 Médulo E 56,6 1,89
TQ7 PL11 Médulo E 40,4 1,87
TQS8 Zoea 3 Modulo F 21,7 1,93
TQS8 PL1 Médulo F 28,8 1,88
TQS8 PL4 Médulo F 20 1,86
TQS8 PL7 Médulo F 27,5 1,89
- Nauplio Médulo C 76,8 1,87
TQ1 Mysis 3 Médulo C 29,6 1,8
TQ1 PL4 Médulo C 215 1,93
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TQ1 PL7 Médulo C 29,5 1,87
TQ1 PL10 Médulo C 39,9 1,93

- Nauplio Médulo D 27 1,85

- Nauplio Médulo D 32,4 1,81

- Nauplio Médulo D 60,8 1,86
TQ?2 Mysis 3 Médulo D 31,9 1,81
TQ?2 PL4 Médulo D 46,9 1,81
TQ?2 PL7 Médulo D 714 1,87
TQ4 Mysis 3 Moédulo D 411 1,85
TQ4 PL4 Médulo D 65,5 1,66
TQ4 PL7 Médulo D 50,2 1,78
TQ3 Mysis 3 Médulo B 53,4 1,84
TQ3 PL4 Médulo B 68 1,62
TQ3 PL7 Médulo B 38,6 1,37
TQ3 PL10 Médulo B 49,9 1,81
TQ4 Mysis 3 Mddulo B 122 1,96
TQ4 PL4 Médulo B 37,2 1,82
TQ4 PL7 Médulo B 52,6 1,85
TQ4 PL10 Médulo B 49,8 18
TQ5 Mysis 3 Modulo B 53,1 1,85
TQS5 PL 4 Médulo B 123,1 1,88
TQS5 PL7 Médulo B 153,9 1,88
TQ5 PL10 Médulo B 65,5 1,87
TQS8 Mysis 3 Moédulo B 33,8 1,86
TQS8 PL 4 Médulo B 40,2 1,83
TQS8 PL7 Médulo B 104,3 1,89
TQS8 PL10 Médulo B 22,3 1,83
TQ 10 Mysis 1 Moédulo E 65,2 1,89
TQ 10 PL2 Médulo E 47,2 1,87
TQ10 PL5 Médulo E 41,4 1,93
TQ10 PL8 Médulo E 29,3 1,95
TQ 10 Mysis 1 Médulo E 66 1,87
TQ10 PL2 Médulo E 54,9 1,85
TQ10 PL5 Médulo E 24,7 1,88
TQ10 PL8 Médulo E 24 1,79
TQ 10 Mysis 1 Moédulo E 83,9 1,95
TQ10 PL2 Médulo E 70,1 1,88
TQ 10 PL5 Médulo E 23,9 1,88

45



TQ 10 PL8 Maodulo E 29,3 1,88
TQ5 Mysis 3 Moédulo A 75,2 2,1
TQ5S5 PL 4 Médulo A 47,5 2,03
TQS5 PL7 Médulo A 26 191
TQS5 PL10 Médulo A 21,2 1,88
TQS8 Mysis 3 Médulo A 31,9 2,01
TQS8 PL 4 Médulo A 29,3 1,8
TQS8 PL7 Médulo A 37,9 1,82
TQS8 PL10 Médulo A 31,5 1,79
TQ9 Mysis 1 Modulo E 28,7 1,95
TQ9 PL2 Médulo E 24,1 1,87
TQ9 PL5 Médulo E 37,8 1,93
TQ9 PL8 Médulo E 62 1,85
TQ1 Mysis 3 Modulo B 25,2 1,8
TQ1 PL 4 Médulo B 491 1,96
TQ1 PL7 Médulo B 21,3 1,8
TQ 10 Zoea 3 Médulo F 39,6 1,78
TQ10 PL1 Médulo F 20 1,85
TQ10 PL4 Médulo F 224 1,73
TQ 10 PL7 Médulo F 45,1 1,89
TQ10 PL10 Médulo F 55,8 191
Probidtico MC 25 1,8
Probidtico EP 20,3 1,86

Probidtico EMO 331 2
Probidtico AP 47 1,95
Alimento 20 1,74
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Tabla Suplementaria 1V. Resultados del analisis de PCR para la deteccion de los genes de toxinas PirA y PirB en muestras de larvas P.
vannamei de un laboratorio comercial de la zona de Mar Bravo (Santa Elena, Ecuador). Se muestran los resultados positivos a AHPND (+)
y negativos a AHPND (-) del anélisis de PCR. M: EI 100% de la poblacion del tanque murié cuando las larvas estuvieron en el correspondiente
estadio.

Estadio de la larva y genes amplificados
Nauplio Mysis 3 PL4 PL7 PL10
Modulo Tanque PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4
A 1 - - - - + - - - - - - - - - -

2 - - - - + - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - - +
4 - - - - - - - + - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - - - - - +
7 - - - - - - - - - - - - - - -
8 - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - - - - - - -
B 1 - - - - - - - - - - - - M M M
2 - - - - - - - - - - - - + + +
3 - - - - - - - - - + + + + + +
4 - - - - - - - - - + + + - - +
5 - - - - - - - - - + + + + + +
6 - - - - - - - - - + - - M M M
7 - - - - - - - - - - - - M M M
8 - - - - - - - - - - - - + + +
9 - - - - - - - - - + + + - - +
10 - - - - - - - - - + + + - - -
C 1 - - - - - - + + + + + + + + +
2 - - - - - - + + - + - - + - +
3 - - - - - - + + - - - + - +
4 - - - - - - + + + - - - + - +
5 - - - - - - - + - - - - + - -
6 - - - - - - + + - - - - + - +
7 - - - - - - + + + - - - + - +
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Estadio de la larva y genes amplificados

Nauplio Mysis 3 PL4 PL7 PL10
8 - - - - - - + + - - - - - - -
9 - - - - - - + + - - - - + - +
10 - - - - - - - + - - - - + - +
11 - - - - - - + + - - - - + + +
12 - - - - - - + - + - - - + - +

Estadio de la larva y genes amplificados
Nauplio Mysis 3 PL4 PL7 PL10
Modulo Tanque PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4
D 1 - - - + - - + + + - + + M M M
2 - - - + - - + + + + + + M M M
3 - - - + + + + + + M M M M M M
4 - - - + - - + + + + + + M M M
5 - - - + + - + - + - + + M M M
6 - - - + - - - - + + + + M M M
7 - - - + - - + + + M M M M M M
8 - - - - - + + + + M M M M M M
9 + - - + + + M M M M M M
10 + - - + + + M M M M M M
11 + - - + - + - + + M M M
12 + + - + - - M M M M M M
Estadio de la larva y genes amplificados
Mysis 3 PL4 PL7 PL10 PL11
Modulo Tanque PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4

E 1 + - + + - - M M M M M M M M M
2 - - + - - - + - - + - - - - +
3 + + + - - - + - - + - - + + +
4 + - - - - - M M M M M M M M M



Estadio de la larva y genes amplificados

Mysis 3 PL4 PL7 PL10 PL11
5 + - - - - - + - - - - - - + +
6 + - + - - - + - - - - - - + +
7 + - - - - - + - - - - - - + +
8 - - - - - - + - + - - - + + +
9 - - - - - - - - + - - - M M M
10 - - - - - - - - - - - - M M M
Estadio de la larva y genes amplificados
Zoea 3 PL1 PL4 PL7 PL10
Mddulo Tanque PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4 PirA PirB AP4
F 1 - - - - - - + - - - - + - - +
2 + + - - - - - - - - - + + - +
3 - + + - - - + - - - - + + - +
4 - - - - - - + - - - + + M
5 - + - - - - + - - - - + - + +
6 - - - - - - + - + - - + M
7 - - - - - - - - - + - + M
8 - - - - - - + - + + - + M
9 - - - + - + - - + - - + - - -
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Tabla Suplementaria V. Porcentaje de supervivencia de los 64 tanques que fueron
muestreados en un laboratorio comercial de la zona de Mar Bravo, Santa Elena.

Mddulo Tanque Supervivencia a la cosecha (%6)

A <25

61

<25
<25
47,5
<25
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<25
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10
11
12

<25
<25

<25

68,43
68.1

6

<25

39,2

56,66
<25
<25
<25

10

<25

50

<25

10
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Tabla Suplementaria VI. Resultados del analisis de histopatologia para un grupo
seleccionado de larvas. Se muestra la prevalencia (nimero de larvas afectadas por
AHPND/nUmero de larvas analizadas por histopatologia).

Mdédulo Tanque Estadio del Porcentaje (%) de
camaroén larvas positivas a
AHPND segln

histopatologia

1 PL 10 313
D 2 PL7 76,5
A 5 PL 10 0,0
7 PL 10 100,0
9 PL 10 63,2
10 PL 10 26,7
1 PL 10 13,3
4 PL 10 37,5
2 PL 10 68,42
B 3 PL 10 85,0
5 PL 10 88,9
8 PL 10 94,4
1 PL7 0,0
4 PL 10 53,3
E 6 PL11 0,0
7 PL 11 0,0
9 PL 10 0,0
10 PL 10 0,0
F 8 PL7 0,0
10 PL7 0,0

Tabla VII. Severidad de signos externos de enfermedad (comportamiento de nado erratico,
tracto digestivo vacio, baja actividad de la larva y coloracion blanquecina) en los tanques de
los seis mddulos muestreados. Valores iguales a 1, 2, 3 y 4 corresponden a severidades
valoradas como leve, media, severa y muy severa, respectivamente.

Moadulo Severidad de los signos
externos de enfermedad
AyF 1
E 2
B 3
CyD 4
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Tabla Suplementaria VIII. Larvas de diversos estadios y médulos secuenciadas por Illumina
NovaSeq P250.

(+) AHPND
N° Tipo Tanque Estadio Madulo
Tubo
L50 Larvas 3 Mysis3  Mod -B
L51 Larvas 3 PL4
L52 Larvas 3 PL7
L53 Larvas 3 PL10
L54 Larvas 4 Mysis 3
L55 Larvas 4 PL 4
L56 Larvas 4 PL7
L57 Larvas 4 PL10
L58 Larvas 5 Mysis 3
L59 Larvas 5 PL4
L60 Larvas 5 PL7
L61 Larvas 5 PL10
(-) AHPND
N° Tipo Tanque Estadio Maddulo
Tubo
L66 Larvas 10 Mysis3  Mod-E
L67 Larvas 10 PL 4
L68 Larvas 10 PL 7
L69 Larvas 10 PL10
L70 Larvas 10 Mysis 3
L71 Larvas 10 PL4
L72 Larvas 10 PL 7
L73 Larvas 10 PL10
L74 Larvas 10 Mysis 3
L75 Larvas 10 PL 4
L76 Larvas 10 PL7
L77 Larvas 10 PL10
Probidtico 1
Probidtico 2
Probidtico 3
Probidtico 4

Alimento comercial

53



Tabla Suplementaria 1X. Calidad y nimero de secuencias obtenidas de las muestras secuenciadas.

Muestra Lecturas sin procesar Lecturas limpias Base cruda (G) Base limpia (G) Tasa de error (%) Q20 Q30 (%) Contenido de GC
0, [0)

L50 141997 141911 0,07 0,07 0,03 9(4{?3)4 87,88 5(2{(1).)6
L51 143582 143408 0,07 0,07 0,03 94,68 88.08 53.06
L52 153503 153395 0,08 0,08 0,03 94,72 88.12 52,97
L53 167300 167189 0,08 0,08 0,03 94,6 87,89 53.30
L54 134260 134186 0,07 0,07 0,03 94,47 87,65 51,8
L55 157303 157179 0,08 0,08 0,03 94,76 88,17 53,35
L56 139372 139258 0,07 0,07 0,03 94,7 88.04 54

L57 133359 133245 0,07 0,07 0,03 94,68 88,1 53,81
L58 140700 140622 0,07 0,07 0,03 94,33 87,4 51,42
L59 147094 146989 0,07 0,07 0,03 94,67 88.02 52,52
L60 130847 130641 0,07 0,07 0,03 94,93 88,55 53,64
L61 140064 139971 0,07 0,07 0,03 94,91 88,48 53,56
L62 138149 138007 0,07 0,07 0,03 94,8 88,36 53.25
L63 136846 136720 0,07 0,07 0,03 94,84 88,44 52,76
L64 134488 134369 0,07 0,07 0,03 94,87 88,46 53,13
L65 140069 139961 0,07 0,07 0,03 94,86 88,37 53,57
L66 140431 140344 0,07 0,07 0,03 94,96 88,63 53,67
L67 135223 135116 0,07 0,07 0,03 94,91 88,49 53,54
L68 138797 138704 0,07 0,07 0,03 94,94 88,57 53.11
L69 141986 141895 0,07 0,07 0,04 94,16 85,38 53.01
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Muestra Lecturas sin procesar Lecturas limpias Base cruda (G) Base limpia (G) Tasa de error (%0) Q20 Q30 (%) Contenido de GC
o) (o)
L70 168922 168831 0,08 0,08 0,03 9(4{;)1 88,47 5(3{;)4
L71 164522 164378 0,08 0,08 0,03 94,92 88,52 53,31
L72 143026 142897 0,07 0,07 0,03 94,81 88,35 52,96
L73 158397 158249 0,08 0,08 0,03 94,74 88,18 53,13
L74 161192 159871 0.08 0.08 0.04 93.20 84.80 53.83
L75 132835 132629 0,07 0,07 0,03 94,79 88,38 53.17
L76 161900 161793 0,08 0,08 0,03 94,77 88,26 52,87
L77 158143 158028 0,08 0,08 0,03 94,7 88.11 52,87
L98 167980 167789 0.08 0.08 0.03 94.45 87.37 53.23
L99 151337 151283 0.08 0.08 0.04 93.11 84.86 54.23
L100 149501 149197 0.07 0.07 0.04 94.02 86.64 52.51
L101 158598 158545 0,08 0,08 0,03 95,37 89.15 52,14
L102 154723 154625 0,08 0,08 0,03 95,36 89.06 53,74
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Tabla Suplementaria X. Géneros diferencialmente abundantes en los estadios de
tanques sanos y afectados por AHPND que fueron identificados por MetagenomeSeq
(adj. p-value < 0.01).

Estadio Condicion Género P-value FDR
Mysis 3 Sanos Photobacterium 1.39E-5 0.002
Sanos Klebsiella 1.17E-4 0.006
Sanos Pontibacterium 1.63E-4 0.006
Enfermos Ligilactobacillus 2.33E-5 0.002
Enfermos Muricauda 1.39E-4 0.006
Enfermos Marinibacterium 2.34E-4 0.007
Postlarvas 4 Sanos Pontibacterium 8.26E-5 0.004
Sanos Maricaulis 1.65E-4 0.007
Sanos Aestuariicoccus 2.24E-4 0.008
Enfermos Leisingera 1.02E-6 1.12E-4
Enfermos Leifsonia 5.71E-5 0.004
Postlarvas 7 Sanos Pustulibacterium 3.39E-5 0.004
Sanos Alteromonas 1.55E-4 0.008
Enfermos Leifsonia 3.68E-5 0.004
Enfermos Simkania 1.43E-4 0.008
Postlarvas 10 Enfermos Gilvibacter 5.92E-4 7.86E-08
Enfermos Leisingera 6.13E-4 8.96E-08
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Tabla Suplementaria XI. Asignacion taxonémica para los ASV diferencialmente abundante en tanques sanos y afectados por AHPND.

Taxonomia Filo Clase Orden Familia Género Especie
ASV_7 Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Gilvibacter -
ASV_12 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Vibrionaceae - -
ASV_19 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Yangia -
ASV_24 Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Cyclobacteriaceae Cyclobacterium C.
marinum
ASV_42 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Mameliella M. alba
ASV_47 Proteobacteria Gammaproteobacteria Gammaproteobacteria - - -
ASV_49 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Alteromonadaceae Alteromonas -
ASV_50 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Vibrionaceae - -
ASV 51 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae - -
ASV_60 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Alteromonadaceae - -
ASV_62 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Halieaceae Haliea -
ASV_64 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Vibrionaceae - -
ASV_85 Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Hyphomonadaceae - -
ASV_88 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Epibacterium E. mobile
ASV_90 Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Pseudoalteromonadaceae Pseudoalteromonas -
ASV_92 Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Hyphomonadaceae - -
ASV_93 Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Nitrincolaceae Neptunomonas -
ASV_131 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae - -
ASV_157 Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Hyphomonadaceae Hyphomonas -
ASV_185 Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Maribacter M. flavus
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Taxonomia Filo Clase Orden Familia Género Especie
ASV_195 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rickettsiales - -
ASV_270 Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae -
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Anexo 2. Figuras Suplementarias
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REDMI NOTE 9
ALQUAD CAMERA

Figura Suplementaria 1. Muestreo de larvas de camarén P. vannamei en 64 tanques de un
laboratorio comercial localizado en Mar Bravo (Santa Elena, Ecuador).
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Figura Suplementaria 2. Macerado de las muestras y distribucion del tejido en crioviales para
los distintos analisis.

Figura Suplementaria 3. Proceso de congelacion instantaneo de las muestras (Snapshot),
inmersion en nitrégeno liquido por 30 min, distribucion de las muestras en cajas y
almacenamiento en congelador -80°C.
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Figura Suplementaria 4. A. Cultivo enriquecido de larvas de camaron. B. Lisis en tampdn
TE y agitacion en un termo-bloque. C. Extraccion con fenol-cloroformo. D. Amplificacion de
ADN (PCR) para el diagnéstico de los genes pirABYF causantes de AHPND.
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Figura Suplementaria 6. Alfa diversidad utilizando Simpson y ACE a nivel de ASV. Cada
diagrama de caja representa la distribucion de diversidad de un grupo presente dentro de los
estadios larvarios A'y B. Tanques sanos. C y D. Tanques afectados por AHPND.
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Figura Suplementaria 9. Mapa de calor que representa el microbioma central a nivel de Clase
A. Tanqgues sanos B. Tanques afectados por AHPND.
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Figura Suplementaria 10. Mapa de calor que representa el microbioma central a nivel de
Orden A. Tanques sanos B. Tanques afectados con AHPND.
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Figura Suplementaria 12. Andlisis discriminante linear (LDA) con tamafio del efecto (LEfSe,
p <0.05, LDA 4.0 < LDA < -4.0). La longitud de la barra representa el tamafio del efecto de
los linajes bacterianos a nivel de ASV para tanques sanos vs afectados por AHPND.
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Figura Suplementaria 13. Analisis discriminante lineal con efecto del tamafo (LEfSe, p < 0.05, LDA 4.0 < LDA < -4.0) representado con
un cladograma que muestras las principales familias. El diametro del circulo es proporcional a la abundancia bacteriana del taxon. En color
rojo: Familias bacterianas enriquecidas en tanques afectados por AHPND. En color azul: Familias bacterianas enriquecidas en tanques sanos.
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