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Resumen

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) esta asociado con crecimiento
retardado y deformidades en camarones Penaeus (Litopenaeus) vannamei. El presente trabajo tuvo como objetivo
obtener informacion 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 geogrdficas. Las relaciones
evolutivas de los aislados virales obtenidos en este estudio y 24 secuencias originarias de otros paises productores
de camaron fueron inferidas con el método discreto de maxima verosimilitud, usando el modelo de sustitucion de
nucleétidos de 2 pardmetros de Kimura, como mejor ajuste de evolucion molecular. El drbol filogenético mostré
diferentes grupos de secuencias, diferenciando tanto el tipo de cepas (infecciosas versus no infecciosas) y el origen
geogrdfico. Las muestras del Ecuador se ubicaron en un gran grupo de cepas infecciosas, pero presentando una
diferenciacion 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 diagnostico mds sensibles, estudios de correlacién entre
diversidad genética y virulencia, entre ofros).

Palabras Claves: /[HHNV, Penaeus (Litopeneus) vannamei, PCR, Diversidad Genética.

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 IHHNYV 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 resulls found in this study can generate useful
information for management at the shrimp farming level (development of more sensitive diagnostic techniques,
correlation studies between genelic diversity and virulence, eic.).



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 Hawadi [1]. En esta especie se ha reportado
mortalidades de hasta 90% [2] [3]. 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) [4]. Las principales anormalidades
estdn caracterizadas por deformidades cuticulares,
resultando en ejemplares con antenas rugosas o
quebradizas, rostrum desviado y segmentos
abdominales deformes [5] [6]. 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, organo linfoide, tejido
conectivo y musculo), presentando cuerpos de
inclusion Cowdry de tipo A [7].

IHHNV ha sido ultimamente renombrado como
densovirus de decapodos Penaeus stylirostris |
(Decapod penstyldensovirus 1 — PstDVI1, por sus
siglas en inglés) [8]. El virus pertenece a la familia
Parvoviridae, sub-familia Densovirinae y al nuevo
género Penstyldensovirus [8]. En este articulo se
continuard utilizando la nomenclatura tradicional
IHHNYV, 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 mdas pequefio de los virus de los
penaeidos [9]. El genoma del virus ha sido
secuenciado de aislados obtenidos P. vannamei, P.
stylirostris, P. monodon y P. semisulcatus,
provenientes de China, Vietnam, Taiwéan, Egipto,
India y Madagascar [10] [11] [12] [13]. EI virus es
uno de los principales patégenos de importancia
comercial en los paises productores de camardn y se
encuentra ampliamente distribuido en América,
Oceania, Asia y Africa [14] [15].

El genoma del virus ha sido completamente
secuenciado y contiene tres marcos abiertos de lectura
(ORF) bien definidos [9]. Tomando como referencia
el aislado viral de Hawai (Numero de acceso GenBank
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AF218266), el ORF1 (2001 pb) estd localizado a la
izquierda del genoma del virus, entre los nucledtidos
650 y 2650, cubre el 56% del genoma viral y codifica
para una proteina no estructural (NS1) de 666
aminodcidos, asociada a la transcripcion y replicacion
viral [13]. El ORF2 u ORF intermedio (1092 pb),
empieza 56 nucledtidos antes del inicio del ORFI1,
localizandose entre los nucledtidos 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 pequeiio
de los ORF, esté localizado a la derecha del genoma y
codifica para la proteina estructural de la capside del
virus, que estd compuesta de 329 aminodcidos [9]
[13].

En Ecuador, IHHNV no produce mortalidades; sin
embargo, tanto las deformidades como el enanismo
generan pérdidas econdmicas, 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 [16].

Se ha encontrado una baja diversidad genética de
[HHNV en los aislados americanos, pero una alta
diversidad en los aislados asiaticos [17] [10]. En
general, se conoce que hay 4 genotipos de IHHNV:
América vy del este de Asia, sureste de Asia,
Madagascar/India/Isla Mauricio/Australia y, Africa
del Este/Mozambique/Tanzania [18]. Los dos
primeros genotipos son infecciosos para P. vannamei
y P. monodon. En tanto que, los dos ltimos genotipos
(tipos 3A y 3B, respectivamente) son no infecciosos
para las especies mencionadas. Ademads, las
secuencias amplificadas de IHHNV de los genotipos
3A y 3B se han encontrado insertadas en el genoma de
P. monodon [19] [20]. A excepcion de un aislado de
IHHNV de origen ecuatoriano (Numero de acceso
GenBank AY362548) [21], no existe informacion 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 distribucion y prevalencia de
IHHNV en el pais. Un monitoreo al detalle de
distribucion, prevalencia y diversidad genética podria
detectar cambios moleculares del patdgeno en ciertas
dreas 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
informacion 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 evolucion
molecular de este virus contribuira al disefio posterior
de monitoreos y de medidas de control efectivas de la
enfermedad.

2. Materiales y métodos

2.1. Coleccion de muestras

Entre julio 2015 y enero 2016 se colecté muestras
de camarones juveniles P. vannamei de 35 estanques,
localizados en 16 localidades de las 5 provincias
productoras de camardn de cultivo de Ecuador (Tabla
1). Las muestras fueron preservadas en etanol al 95%
y almacenadas hasta su andlisis por biologia
molecular. Adicionalmente, se colectdé y preservo
camarones con solucion Davidson AFA para andlisis
posterior de histologia. El 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, sitios de coleccion y nimero de
estanques muestreados por sitio.

Provincia Sitios No. De estanques
positivos
San José de 2

Chamanga

Esmeraldas

Manabi Jama
San Vicente
San Agustin
Naranjal
Isla Josefina
Isla Puna
Puerto Roma
Balao
Sabana Grande
Engunga
Tenguel
Estacion
Experimental de 5
Cenaim “Palmar”
Isla Pungalillo 1
La Primavera 4
El Coco 2

Guayas

E N S S R S e Il S I S S )

Santa Elena

El Oro
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2.2. Extraccion de ADN

El ADN fue extraido de cordon nervioso y cerebro
usando 500 pl de buffer de (NaCl 100 mM; Tris-HCI
10 mM pH 8.0; ImM EDTA). La suspension se
incubé con 75pl de SDS y 20 pl de proteinasa K
(Invitrogen) toda la noche a 65 °C. Posteriormente, se
realizaron 2 extracciones seguidas de proteinas con
fenol (600 pl) y cloroformo isoamil (500 pl),
respectivamente, centrifugando en cada caso a 13000
RPM por 10 min y recuperando el sobrenadante. El
ADN recuperado se precipitd 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 centrifugacién a 13000 RPM por 10 min. El
pellet se lavo dos veces con 300 pl de etanol al 70 % y
se centrifugd a 13000 RPM por 10 min. Finalmente, el
pellet se secd a 45 °C durante 2 horas y se resuspendio
en 50 pl de agua Milli-Q. En la mayoria de los casos
la extraccion de ADN se realizo por individuos; en
pocos casos, la extraccion de ADN se realizo a partir
de un pool de individuos. En total se analizdé 147
muestras de ADN.

2.3. Deteccion de IHHNV por PCR

La deteccion de IHHNV se realizé con un PCR
anidado, utilizando iniciadores previamente descritos
para IHHNV, que amplifican una regién conservada
en el ORFl1 y ORF2 del virus, y que son
recomendados por la OIE por su capacidad para
detectar los 4 genotipos conocidos de IHHNYV,
incluyendo los genotipos no infecciosos 3A y 3B,
insertados en el genoma de camarones peneidos [22].

El primer paso de la amplificacion del PCR
anidado se realizdé con los iniciadores
THHNV392F/IHHNV392R, disefiados en base a la
secuencia del aislado de Hawai (Nimero de acceso
GenBank AF218266) y que genera un amplicon de
392 pb [23] (Tabla 2). El segundo paso de la
amplificacion de PCR anidado se realiz6 con los
iniciadores NNJ208F/NNJ208R, que genera un
amplicén de 208 pb [24] (Tabla 2). Previamente, se
comprobé in silico la capacidad de amplificacion de
estos iniciadores del Unico aislado de THHNV de
Ecuador reportado en la base de datos GenBank
(Numero de acceso AY362548).

La mezcla de reaccion contuvo 1.5 pl de buffer
PCR (1x), 0.6 pl de MgCl; (2 mM), 0.75 pl de dNTPs
(0.5 mM), 0.45 pl de cada uno de los iniciadores (0.3
puM), 0.15 pl de Taq DNA polimerasa® (Invitrogen),
9.1 pl de agua Milli-Q y 2 pl de ADN extraido.




La  primera  amplificacion  incluyé  una
desnaturalizacién inicial a 94 °C por 1.49 min,
seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 s, 55 °C por 30 s
y 72 °C por 30 s y una extension final a 72°C por 7
min. La segunda amplificacién incluyd una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 min, seguido
por 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 52 °C por 30 s y 68
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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 % (98V por 40 min) marcado con (10 mM) Syber
safe® (Invitrogen). La visualizacion de los productos
de amplificacion se realiz6 en un trans-iluminador con

°C por 1 min, y una extension final de 72 °C por 7 luz ultravioleta.
Uso Nlor.nl‘)re Al Secuencia Referencia Tamaf!o el
iniciador amplicon
Diagnostico: primer  [THHNV392F 5"-GGGCGAACCAGAATCACTTA-3" 23] 392 pb
paso de PCR anidado THHNV392R 5"-ATCCGGAGGAATCTGATGTG-3" P
Diagndstico: segundo  NNJ208F 5-AGGGAGCTTTCTGAT TCACT-3" [24] 208 pb
paso de PCR anidado = NNJ208R 5'- ATCAAGACCCTAAACCCACT -3° P
S ol PF5 5-ATCACCAGCGACGACTTCCTAGG-3" [25] 941 vb
ecuenciacion
PR6 5"-GGAAGAAGTCGGCTTGTACTCT-3’ e
Tabla 2. Iniciadores usados para la deteccion de IHHNV por PCR y secuenciacién.
2.4. Determinacion de la prevalencia de genoma de IHHNV. Dado que, los iniciadores

IHHNV

La prevalencia de IHHNV por provincia fue
calculada como el total de estanques que resultaron
positivos por PCR con los iniciadores para la
deteccion de IHHNV (IHHNV392F/IHHNV392R vy
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 nimero de estanques positivos por provincia
y la prevalencia a nivel de provincia, respectivamente.

2. 5. Analisis de histologia

Los tejidos de los camarones positivos a IHHNV
con los iniciadores NNJ208F/NJ208R 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 histopatologicos (Figura 2).

2.6. Secuenciacion

Solamente las muestras positivas a IHHNV en el
paso de deteccion fueron escogidas para amplificar un
fragmento de 941 pb usando los iniciadores PF5/PR6
[25] (Tabla 2). La region amplificada por los
iniciadores PF5/PR6 contiene el 95% de la region
variable del ORF3 (proteina de la céapside viral) del

PF5/PR6 fueron disefiados en base a la secuencia del
aislado de Hawadi, se comprobd in silico que estos
iniciadores amplificaran la region mencionada en el
aislado de IHHNV de Ecuador (Nimero de acceso
GenBank AY362548).

La mezcla de reaccion de PCR (15 pl); contuvo 1.5
pl de buffer PCR (1x), 0.6 pl de MgCI2 (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 Taq 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 parametros
de amplificacién fueron: una desnaturalizacion inicial
a 94 °C por 2 min, seguido por 35 ciclos de 94°C por
30 s, 55 °C por 30 s y 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 realizo 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 preparé una reaccion con el iniciador
forward y otra con el reverse. Los productos
amplificados con PCR fueron bi-direccionalmente
secuenciados por la compaiiia 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
inspeccion visual. Solamente las secuencias de mejor
calidad obtenidas en este estudio fueron usadas para el
analisis filogenético. Adicionalmente se descargo, de
la base de datos de GenBank (Centro Nacional de
Informacion Biotecnolégica - NCBI), 24 secuencias de
aislados de IHHNYV originarios de otros paises
productores de camarén, las mismas que incluyen al
aislado de referencia de Hawai (AF218266) y el Ginico
aislado de Ecuador (AY362548) depositado en
GenBank (Tabla 3). Los criterios de seleccidn 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)
inclusion de secuencias de los cuatro genotipos
conocidos de IHHNYV, incluyendo secuencias de
aislados infecciosos y no infecciosos (genotipos 3A y
3B) y (¢) 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 regiéon amplificada para
secuenciacion fue usada para el andlisis 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 multiples
Clustal Omega, usando el software en linea de
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Instituto Bioinformatico Europeo
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) [26].

Las relaciones evolutivas para la reconstruccion del
arbol filogenético fueron inferidas con el método
discreto de maxima verosimilitud (Maximum
Likelihood - ML) [27] usando el modelo de
sustitucion de nucledtidos de 2 pardmetros de Kimura
(K2) [28] como mejor ajuste de evolucion 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 analisis de re-
muestreo de bootstrap [29], utilizando 1000 réplicas
de 4rboles 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 analisis 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 sustitucion de nucledtidos. El aislado viral de
IHHNV de Madagascar (Nimero de acceso GenBank
DQ228358) fue usado para enraizar el arbol, dada la
mayor disimilaridad presentado con las otras cepas
infecciosas de IHHNV [30]. Ambas pruebas de mejor
modelo de sustitucion de nucledtidos y de
reconstruccion del arbol filogenético fueron inferidas
con el software Evolutionary Genetics Analysis
MEGA 7.0.14 [31].

Tabla 3. Namero de acceso GenBank, especie de camardn hospedera, origen y afio de coleccion de aislados del virus de la
necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV) usado para el andlisis in silico en este estudio.

Numero de Acceso Especie Origen Afio de recoleccién
GenBank
KP733862 Penaeus vannamei China-Wenzhou 2014
JX258653 Penaeus monodon China-Ganyu 2009
EF633688 - China-Fujian -
KP733858 Penaeus monodon China-Ningbo 2014
KJ862253 Penaeus vannamei Brazil 2013
1X840067 Penaeus monodon Viet Nam 2012
KC513422 Penaeus monodon Viet Nam 2011
IN616415 Penaeus monodon Viet Nam 2009
IN377975 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




* ) ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL i
=7)5/ CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA ¥

AF273215 Penaeus stylirostris México-Golf de California 1998
AY355306 Penaeus monodon Taiwéan 2004
AY355307 Penaeus monodon Taiwén -
AY102034 Penaeus monodon Tailandia 2000
AF218266 Penaeus stylirostris Hawai 1987
GQ475529 Penacus 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
IH15069-4 Penaeus vannamei Ecuador— Guayas Este estudio
IH15069-5 Penaeus vannamei Ecuador— Guayas Este estudio
IH15070-1 Penaeus vannamei Ecuador —Guayas Este estudio
3. Resultados Tabla 4. Numero de estanques positivos a IHHNV por

localidad muestreada, usando un PCR anidado (primer paso:
De 147 muestras, 102 resultaron positivas a [HHNV392F/IHHNV392R [23]y segundo paso: NNJ208F/

IHHNV utilizando el método de deteccién por PCR NNJ208R (Macfas-Rodriguez et al., 2014).
anidado (Figura 1), siendo estas muestras utilizadas

para el segundo paso de secuenciacion. Frovincia Logalklad Moi e AN R
muestreada positivos
Esmeraldas San José de 2/2
Chamanga
Manabi Jama 0/2
San Vicente 2/2
San Agustin 2/2
Guayas Naranjal 171
Isla Josefina 2/2
Isla Puna 17
Figura 1. Amplificacién por PCR del fragmento de Puerto Roma 11
208 pb obtenido con los iniciadores foilin 2
NNJ208F/NNJ208R para la detecciéon de IHHNV. Se
observa tres muestras de camar6n Penaeus Srband Gmade 2
(Litopenaeus) vannamei de este estudio que resultaron Engnaga s
positivas a IHHNV (Carriles 1, 2 y 3), C+: control Tenguel 4
positivo (Donado por el Laboratorio de Patologia Santa Elena Estacién
Acuicola de la Universidad de Arizona), C-: control Experimental de 5/5
negativo y EPM: marcador de peso molecular. Cenaim “Palmar”
El Oro Isla Pungalillo /1
Treinta y tres estanques de los 35 muestreados La Primavera 4/4
resultaron positivos a IHHNV (Tabla 4). La El Coco 12
prevalencia del virus en las provincias de Esmeraldas, o 33735

Manabi, Guayas, Santa Elena y El Oro fue del 100, 67,
100, 100 y 86 %, respectivamente (Tabla 4). La
prevalencia de IHHNV a nivel de pais fue del 92%
(Tabla 4).




La examinacion histolégica 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 inclusiéon Cowdry de tipo A. Ademas se
encontr6 otras afecciones como infiltraciones
hemociticas. La mayoria de las muestras analizadas
por histologia presentaron lesiones compatibles con
ITHHNYV en grado leve.

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

La amplificacion de ADN usando los iniciadores
PF5/PR6  presentd 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
analisis 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: IH15069-4 (tamafio final de
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369 pb), TH15069-5 (tamafio final de 626 pb) e
IH15070-1 (tamafio final de 709 pb).

Las figuras 3 y 4 muestran el arbol filogenético
obtenido en el estudio, presentando una evidente
separacion 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 IHHNV. 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 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 incluyé muestras infecciosas de Australia
(KM272866) y de Egipto (KT316253 y KT316260).
En este grupo se encontrd inscritas las muestras de
este estudio. Mientras que, un segundo gran grupo de
muestras infecciosas de IHHNV 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
diferenciacion entre las cepas del Guayas y las de El
Oro, sefialando la posibilidad de 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
unico 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).
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Figure 3. (A). Arbol filogenético basado en la region variable del ORF3 (proteina de la capside viral) del genoma de
IHHNV construido con MEGA 7.0.14 para estimar las relaciones evolutivas de las muestras de este estudio (aislados de las
provincias de Guayas y El Oro) y 24 secuencias originarias de otros paises productores de camardn. El drbol filogenético fue
inferido con el método discreto de maxima verosimilitud, usando el modelo de sustitucion de nucleétidos de 2 pardmetros de
Kimura como mejor ajuste de evolucion molecular para las secuencias analizadas (BIC = 2279.94). El soporte para los
grupos de secuencias en un mismo nodo del 4rbol fue determinado con un anélisis de re-muestreo de bootstrap (1000
réplicas). El aislado viral de IHHNV de Madagascar (Numero de acceso GenBank DQ228358) fue usado para enraizar el
arbol. El drbol esta dibujado a escala, con longitudes de rama horizontales proporcionales a las tasas de sustitucion de
nucleétidos. Se muestran los valores de soporte de bootstrap para los nodos del édrbol.
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Figure 3. (B) Arbol topolégico del arbol mostrado en la figura 3. Se muestran los paises por colores.



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 dispersion 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 [16].De hecho, la prevalencia viral en
reproductores del Ecuador es del 53%; mientras que,
en camarones adultos del medio silvestre colectados a
lo largo de la costa ecuatoriana es del 58% [16]. A
través del analisis histologico, en este estudio
confirmamos ademas que el grado de afectacion fue en
general leve. Estos resultados explicarian que siendo
P. vannamei una especie resistente, en la cual IHHNV
se presenta en forma crdnica, 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. Segln 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 importacion 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 [17] [10] [32] [19].
Después de su deteccion inicial en Hawai, [HHNV 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 poblacion
de camarén silvestre del Golfo de California, donde
algunos informes sugieren que puede haber
contribuido al colapso de la pesqueria de captura [33].
Estas observaciones se confirman en nuestro analisis
de arbol filogenético, donde todas las muestras de
Ameérica (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

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DEL LITORAL 74
CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA '

ser secuenciados. Este primer gran grupo de muestras
se caracteriza en primer lugar por contener aislados de
tipo infeccioso, y donde ademds se encuentran los
aislados de China, Taiwéan, Corea del Sur, Vietnam y
Egipto, tal como ha sido reportado por otros autores
[34] [35] [25].En segundo lugar, este primer grupo de
aislados se caracteriza por presentar un patron
geografico definido, reuniendo muestras provenientes
de América y el este de Asia [18].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 asintomatico a
nivel de maduracion y engorde.

Tal como se encontr6 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 [20] [10] [30] [36] [34] [37] [38] [25] [39].

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 pais. 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 analisis
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 [40] [41] [18]. Los dos
primeros genotipos siendo infecciosos para P.
vannamei y P. monodon. En tanto que, los dos tdltimos
genotipos (tipos 3A y 3B, respectivamente) siendo no
infecciosos para las especies mencionadas [10] [32]
[42]. Cabe destacar que, las secuencias amplificadas
de THHNV de los genotipos 3A y 3B se han
encontrado insertadas en el genoma de P. monodon
[19] [20]. Las cepas aisladas en este estudio se




ubicaron cerca del Gnico aislado de IHHNV reportado
para Ecuador en la base de datos GenBank
(AY362548), confirmando los resultados encontrados
en nuestro trabajo. Adicionalmente, es importante
destacar que, se probaron otros métodos de
construccion 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 maltiples variantes
geograficas de IHHNV, algunas de las cuales no son
detectadas por todos los métodos disponibles para
IHHNV. Dos conjuntos de iniciadores, 392F/392R y
389F/389R, son los mas adecuados para la deteccion
de todas las variantes conocidas [17] [43] [10] [32],
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 [32] [19] [44]. Este ultimo hecho dificulta la
deteccion de IHHNV. En nuestro estudio, realizamos
PCR de diagnostico a partir de los iniciadores
IHHNV392F/R y NNJ208F/R en donde obtuvimos
102 resultados positivos de IHHNV; sin embargo, al
realizar el proceso de secuenciaciéon 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 amplificacion 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 permitirdA contar con
secuencias mas cercanas a la realidad, las mismas que
posteriormente pueden ser usadas para técnicas de
diagnostico mas sensibles para el control de la
enfermedad en el pais.

Tang y Lightner en el 2002 reportaron una baja
variacion genética del virus entre aislados de América
y Hawai. Estudios moleculares posteriores mostraron
una considerable variacion del virus entre aislados de
Asia y una pequefia variacién entre los aislados de
América [10], lo que ha sido atribuido al desarrollo de
una relacion huésped-patogeno mas equilibrado. Un
andlisis con muestras de camar6n P.  vannamei
colectadas en el Golfo de California, determinaron una
tasa media de sustitucion de nucledtidos para IHHNV
inesperadamente alta (1,39 X 10-4
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sustituciones/sitio/afio) [2]. 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 también
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 asociacion con virulencia diferencial. Un
andlisis 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 diagndstico més
sensible). Esto serd importante para prevenir futuros
brotes en los cultivos de produccién camaronera del
pais.
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