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Prevalencia e intensidad de tres enfermedades infecciosas en ranas del género Pristimantis
(Anura: Strabomantidae), en varias localidades de las provincias Azuay y Cafiar al Sur de los
Andes ecuatorianos

RESUMEN
Los anfibios han experimentado constantes descensos poblacionales durante las Ultimas
décadas. Mdltiples factores han sido reconocidos como causa de este declive, entre los que
destacan las enfermedades infecciosas emergentes. Los distintos eventos de mortalidad por
enfermedades infecciosas en poblaciones de anfibios pueden atribuirse a tres
microorganismos: Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), Ranavirus (Rv) y un protista similar
a Perkinsea (Pr). Investigamos la prevalencia e intensidad de infeccién de estos tres
patégenos en ranas del género Pristimantis y su relacién con variables biogeograficas y
ambientales usando métodos no invasivos de coleccion (swabs) y protocolos moleculares
basados en PCR cuantitativos. Encontramos presencia de Bd, Rv y Pr, sin embargo la
prevalencia de infeccion fue baja. Encontramos diferencias significativas en la prevalencia de
Pr entre localidades y a través de un gradiente de elevacion y en la prevalencia de Bd entre
localidades. Nuestros resultados representan el primer reporte de Ranavirus y Perkinsea en

el pais.

Palabras clave: Quitridiomicosis, Perkinsea, Ranavirus, patégenas, ranas terrestres.
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Prevalence and intensity of three infectious diseases in frogs of the genus
Pristimantis (Anura: Strabomantidae) in several locations in Azuay and
Cafiar in the southern Ecuadorian Andes

ABSTRACT

Amphibians have experienced constant population declines in recent decades. Multiple
factors have been recognized as a cause among which emerging infectious diseases stand
out. The different mortality events due to infectious diseases in amphibian populations
around the planet can be attributed mostly to three microorganisms: Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd), Ranavirus (Rv) and a protist similar to Perkinsea (Pr). The prevalence
and intensity of infection of these three pathogens in frogs of the genus Pristimantis and
their relationship with biogeographic and environmental variables were investigated by
using non-invasive collection methods (swabs) and molecular protocols based on
quantitative PCR. Bd, Rv and Pr were found. However, the prevalence of infection was low.
Significant differences were found in the prevalence of Pr between localities and through a
gradient of elevation and in the prevalence of Bd between localities. The results represent
the first report of Ranavirus and Perkinsea in the country.

Keywords: Chytridiomycosis, Perkinsea, Ranavirus, pathogens, land frogs.
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Prevalencia e intensidad de tres enfermedades infecciosas en ranas del género Pristimantis
(Anura: Strabomantidae), en varias localidades de las provincias Azuay y Canar al Sur de los
Andes ecuatorianos

INTRODUCCION

Los anfibios han experimentado altas tasas de disminucion poblacional y extincién de especies
en todos sus habitats conocidos (Alroy, 2015; Collins, 2003). Las actividades humanas se han
identificado como responsables principales de este declive al producir cambios acelerados en
los entornos naturales, resultando en la variaciéon de patrones climdaticos, asi como en la
destruccidén y fragmentaciéon de grandes extensiones de habitat (Jones et al., 2008; Rohr &
Raffel, 2010; Wake & Vredenburg, 2008). Las enfermedades infecciosas también han
desempefiado un rol importante en la mortalidad de anfibios, documentandose que desde la
década de 1970, enfermedades patogénicas emergentes han afectado a un gran porcentaje de
especies de anfibios y han sido reportadas en casi todos los continentes (Berger et al., 1998;
Daszak et al., 1999; Grant et al., 2016). Las enfermedades infecciosas emergentes son causadas
por nuevos patdgenos, o por patdgenos que recientemente han aumentado su incidencia y
distribucidn hacia nuevas regiones geograficas afectando a nuevos huéspedes (Daszak et al.,
2000). Recientemente, Isidoro-Ayza etal. (2017) han sefalado a Batrachochytrium
dendrobatidis, Ranavirus y a un protista no-identificado similar a Perkinsus como los causantes
de las tres enfermedades infecciosas emergentes mds comunes en anuros y que han sido
relacionadas con declives poblacionales en distintas regiones del mundo. Sin embargo, la
presencia de estos patdégenos en determinados grupos de anfibios y regiones geograficas,
particularmente en los trépicos, no ha sido completamente analizada. En ese contexto, es
importante estudiar la prevalencia de estas enfermedades en especies silvestres y entender su
relacion con factores medioambientales para informar estrategias locales y regionales de
conservacién (Medina-Vogel, 2010).

Batrachochytrium dendrobatidis (en adelante Bd), es un hongo patégeno que causa la
quitridiomicosis, una enfermedad altamente virulenta (Skerratt etal., 2007) de amplia
distribucidon geografica, que ha sido reportada en todos los continentes (excepto antartica,
donde no hay anfibios) (Catenazzi et al., 2010). Bd ha sido identificado como una de las
principales causas del declive de muchas poblaciones de anfibios a nivel mundial, pero sus


https://www.zotero.org/google-docs/?yRRGVe
https://www.zotero.org/google-docs/?Xu1q62
https://www.zotero.org/google-docs/?Xu1q62
https://www.zotero.org/google-docs/?DXCmss
https://www.zotero.org/google-docs/?DXCmss
https://www.zotero.org/google-docs/?2MrcU9
https://www.zotero.org/google-docs/?2MrcU9
https://www.zotero.org/google-docs/?vVllJz
https://www.zotero.org/google-docs/?GCdn4U

Ramirez Piedra, Villalta Sanmartin 2

efectos han sido particularmente dramaticos en los trépicos (Catenazzi etal.,, 2010). Bd
presenta un amplio rango de especies hospederas, y potencialmente tendria la capacidad de
sobrevivir de manera independiente, sin un huésped (Daszak etal.,, 2003). Ranavirus (en
adelante Rv) es un género perteneciente a la familia Iridoviridae, los cuales representan un
diverso grupo de virus grandes de ADN bicatenario, conocidos por causar infeccién a
vertebrados que incluyen peces, anfibios y reptiles (Brenes et al., 2014; Williams et al., 2005).
Se han reportado infecciones por Rv y eventos de mortalidad asociados en anfibios de América
del Norte y del Sur, Europa, Africa y Asia (Duffus et al., 2015). La mayoria de eventos de
mortalidad reportados son de Norteamérica (Greer & Collins, 2008; Jancovich et al., 2005), con
brotes de infeccion significativamente mas altos a mediados o fines de verano, lo que coincide
con aumentos de temperatura y con épocas reproductivas en anuros (Green etal., 2002).
Perkinsea (en adelante Pr) es conocida solamente desde hace dos décadas, siendo detectada
por primera vez en 1999 (Davis etal., 2007). Es un patdgeno protista aun no descrito,
genéticamente similar a Perkinsus (Davis et al., 2007), provoca la infeccién severa de Perkinsea
(SPI, siglas en inglés) una enfermedad emergente responsable de multiples casos de mortalidad
a lo largo de los Estados Unidos de América (Isidoro-Ayza et al., 2017).

Distintas especies de anfibios responden de manera diferente a estos tres patégenos, pudiendo
en algunos casos ser tolerantes y presentar Unicamente efectos subletales, pero con la
capacidad potencial de infectar a otros individuos en la comunidad (Brannelly et al., 2018;
Brunner et al., 2004; Isidoro-Ayza et al., 2017). Por ejemplo, especies introducidas como la rana
toro americana (Lithobates catesbeianus) y la rana africana de garras (Xenopus laevis), son
portadoras potenciales de Bd y Rv y eventualmente podrian actuar como vectores de estas
enfermedades con especies nativas (Fisher & Garner, 2007; Robert et al., 2007). En la mayoria
de los casos de infeccidn por estos patdgenos externamente no se evidencia ningun tipo de
anormalidad, por lo que su presencia puede ser comprobada eficazmente mediante analisis
moleculares (Driskell et al., 2009; Isidoro-Ayza et al., 2017; Kriger et al., 2007). Son necesarios
examenes histoldgicos para la confirmacion de efectos negativos en la salud (enfermedad) por
Ranavirus y Perkinsea (Driskell etal., 2009; Isidoro-Ayza etal., 2019). El uso de técnicas
moleculares para detectar la presencia de estos patdgenos es una herramienta eficaz para el
monitoreo de poblaciones en estado silvestre (Kriger et al., 2006). Adicionalmente, ha sido
demostrado que la técnica de recoleccidon de muestras con swabs es viable, sobre todo cuando
se busca un muestreo no destructivo y no invasivo para la deteccidn de Bd, Rv y Pr (Karwacki
et al., 2018; Retallick et al., 2006; Rivera et al., 2019).

Estudios recientes sobre la procedencia de Bd apoyan la hipdtesis que este hongo se origind en
Asia (Byrne etal.,, 2019; O’Hanlon et al., 2018). O'Hanlon et al. (2018) mediante analisis de
secuencias completas de genoma, estimaron que el ancestro del linaje panzodtico BAGPL
aparecié entre 50 y 120 aios atrds. Byrne et al. (2019) ratificaron que el linaje panzoético global
BdGPL predomina en el continente americano, siendo el Unico linaje reportado en Ecuador. La
propagacion mundial de este patdgeno, altamente virulento y transmisible, tuvo lugar en el


https://www.zotero.org/google-docs/?p9tHR8
https://www.zotero.org/google-docs/?ccsV9g
https://www.zotero.org/google-docs/?AU5hAa
https://www.zotero.org/google-docs/?2TGx4R
https://www.zotero.org/google-docs/?MC6USy
https://www.zotero.org/google-docs/?F4Jknr
https://www.zotero.org/google-docs/?UkvfHd
https://www.zotero.org/google-docs/?UkvfHd
https://www.zotero.org/google-docs/?8L6Ulm
https://www.zotero.org/google-docs/?RpJKNN
https://www.zotero.org/google-docs/?TYCF32
https://www.zotero.org/google-docs/?2pN5rp
https://www.zotero.org/google-docs/?pjMlmO
https://www.zotero.org/google-docs/?pjMlmO
https://www.zotero.org/google-docs/?2pN5rp
https://www.zotero.org/google-docs/?pjMlmO
https://www.zotero.org/google-docs/?Lqi7B7
https://www.zotero.org/google-docs/?2pN5rp
https://www.zotero.org/google-docs/?wp3ZUh
https://www.zotero.org/google-docs/?pBeZEq
https://www.zotero.org/google-docs/?pBeZEq
https://www.zotero.org/google-docs/?c3zfBz

Ramirez Piedra, Villalta Sanmartin 3

siglo XX y coincide con el desarrollo en gran escala del comercio intercontinental que inicié
hacia 1820 (O’Rourke & Williamson, 2002) asi como la expansion del comercio global de
anfibios como mascotas y para fines médicos y alimenticios (Fisher & Garner, 2007). En anfibios
Bd se alimenta de la queratina presente en la piel, por lo que afecta mayormente a individuos
adultos (Fellers et al., 2001). Tempranamente, afectan a las larvas en la zona bucal, pues es la
Unica que contiene esta proteina en las primeras etapas de desarrollo (Fellers et al., 2001). La
afeccion interrumpe el funcionamiento normal de la piel, de manera que los individuos
afectados pierden electrolitos y la capacidad de homeostasis, pudiendo ser la quitridiomicosis
causa de muerte (Voyles et al., 2007).

Cuando existen cargas patogénicas fuertes, los individuos afectados por Rv pueden presentar
necrosis generalizada, mayormente en higado, bazo, rifidn e intestinos (Bollinger et al., 1999),
mientras que Pr ataca variedad de tejidos, siendo los mds afectados higado, bazo, rifdn vy
pancreas (Isidoro-Ayza et al., 2019).

En Ecuador existen informes previos de presencia de Bd (Caceres-Andrade, 2014; Guayasamin
et al., 2014; Mccracken et al., 2009; Ron & Merino-Viteri, 2000) y hasta donde sabemos, Rvy Pr
no han sido evaluadas. Entre los anuros mas afectados se encuentra el género Atelopus, del
cual 16 de las 25 especies registradas en el pais estan consideradas en peligro critico (IUCN,
2020). Por ejemplo, Atelopus ignescens era considerada una especie abundante en los altos
Andes en las provincias de Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Chimborazo y Bolivar (Coloma et al.,
2000; Ron & Merino-Viteri, 2000). Sin embargo, a finales de los afios 1980s sus poblaciones
disminuyeron dramdaticamente hasta el punto de ser considerada extinta en la Lista Roja de la
IUCN, hasta el redescubrimiento de una poblacion en 2016 (Varela-Jaramillo et al., 2018). De
manera similar, Atelopus bomolochos y Telmatobius niger han sufrido descensos poblacionales
en Ecuador. Ron & Merino-Viteri (2000) sugieren en base a la informacion disponible que Bd ha
sido una de las causas. Otro estudio realizado en tierras bajas de la Amazonia, en areas
circundantes a la Estacion de Biodiversidad Tiputini (Aguarico, Orellana) confirma la presencia
de Bd en tres géneros de anuros, Engystomops, Leptodactylus y Pristimantis. Dentro de éste
ultimo género, las especies analizadas fueron P. aureolineatus, P. waoranii, P. ockendeni y P.
lanthanites (Mccracken et al., 2009). Sin embargo, pese a ser positivos para Bd, no se evidencio
eventos de mortalidad asociados o signos externos en ninguna de estas especies (Mccracken
et al., 2009).

Las ranas terrestres del género Pristimantis son altamente diversas y representan casi un 38%
de la diversidad total de anfibios en los ecosistemas altoandinos de Ecuador (Ron et al., 2018).
Una de las caracteristicas mas interesantes de éste género es su sistema de reproduccidn
directa, que no requiere cuerpos de agua para el desarrollo (Lynch & Duellman, 1997). A pesar
de que este grupo de anfibios es un importante representante de la diversidad de la regién, los
estudios enfocados en detectar patdégenos en latinoamérica se han centrado en especies con
fase larvaria como las familias Bufonidae, Hylidae, Dendrobatidae (Blaustein et al., 2018),
mientras que las investigaciones en ranas terrestres de desarrollo directo han sido escasas. En
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el Sur del Ecuador Unicamente un estudio exploratorio llevado a cabo por Caceres-Andrade
(2014) ha analizado la presencia de Bd en la comunidad de anfibios del Parque Nacional Cajas,
incluyendo a varias especies de Pristimantis. Sin embargo, aun necesitamos mas estudios
enfocados en determinar la prevalencia de enfermedades patogénicas en otras regiones del Sur
del Ecuador. Adicionalmente, es esencial generar informacién sobre las dindmicas de la
infeccion y determinar cémo la presencia e intensidad del patégeno estd siendo afectada por
variables geograficas y ambientales en esta regién.

En esta investigacién evaluamos la presencia de Bd, Rv y Pr, en ranas de desarrollo directo del
género Pristimantis en 17 localidades ubicadas en las provincias de Azuay y Canar en el Sur del
Ecuador. Comparamos la prevalencia e intensidad de infeccion de cada enfermedad entre
especies y a través de variables biogeograficas (localidad, elevaciéon) y ambientales
(ecosistema).

Debido a la amplia distribucién de Bd y Rv, asi como registros previos de Bd en el pais y
particularmente en regiones altoandinas, esperamos encontrar presencia de estos patégenos
en nuestra area de estudio. Sin embargo, dada la escasez de casos de mortalidad reportados en
Ecuador atribuidos a estas enfermedades, predecimos una baja prevalencia e intensidad de
infeccion. La presencia de Pr en el sur de América ha sido reportada Unicamente en Guayana
francesa (Chambouvet et al.,, 2015), por lo que uno de nuestros objetivos es evaluar la
presencia de este patdgeno en el Ecuador.

CAPITULO 1: METODOLOGIA

1.1 Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en 17 localidades ubicadas en las provincias de Azuay y Canar al Sur
de los Andes de Ecuador. Las localidades muestreadas incluyeron Angas, Ishcayrrumi, Napale,
Duglaiy, Bermejos, Chacayacu, Duraznos, Galgal, Miguir, Quimsacocha, Cabogana, lJima,
Labrados, Llavircay, Llaviucu, Merced, Pugiloma (Figura 1, Tabla 1). Las coordenadas, elevacién
y tipo de ecosistema de cada localidad estan detalladas en la Tabla 1. Las localidades de estudio
abarcan un gradiente altitudinal desde los 2830 hasta los 3951 msnm, un rango de temperatura
media anual entre 2-14°C y un rango de precipitacion media anual entre 500-1500 mm
(SIGAGRO, 2002b, 2002a).

Nuestras localidades de muestreo incluyeron cuatro tipos de ecosistemas:

Herbazal del Pdramo, Bosque Siempreverde Montano Alto de Cordillera Occidental de los
Andes, Bosque Siempreverde Montano de Cordillera Occidental de los Andes y Bosque
Siempreverde Montano Alto del Sur de la Cordillera Oriental de los Andes. 12 de las 17
localidades en el estudio corresponden a Herbazal del Paramo, el cual representa el ecosistema
mas extenso dentro de las zonas montafiosas del pais (MAE, 2013). Tres localidades
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corresponden a Bosque Siempreverde Montano Alto de Cordillera Occidental de los Andes, un
ecosistema que se encuentra distribuido en forma de parches cercano a quebradas o areas con
pendientes pronunciadas, con un sotobosque denso con abundancia de especies herbdceas,
epifitas y bridfitas (MAE, 2013) y que cuenta con un dosel entre 15-20 m de altura (Josse et al.,
2003). Una Unica localidad corresponde a Bosque Siempreverde Montano de Cordillera
Occidental de los Andes, ddnde se puede observar los arboles cubiertos de bridfitas (MAE,
2013) y el dosel en este ecosistema alcanza los 25 m de altura (Valencia et al., 1999). Por
ultimo, una localidad corresponde a Bosque Siempreverde Montano Alto del Sur de la
Cordillera Oriental de los Andes, este ecosistema se distribuye en parches cerca de quebradas o
laderas montafiosas bastante empinadas y tiene un dosel entre 8 y 10 m de alto con
abundantes especies epifitas y briéfitas (MAE, 2013).

Tabla 1. Coordenadas, elevacion y tipo de ecosistema perteneciente a cada localidad en
nuestra area de estudio.

Elevacion

Coord. X Coord.Y Localidad Ecosistema
(m.s.n.m.)

693237 9679116 Angas 3233 Bosque siempreverde montano alto de
Cordillera Occidental de los Andes

696549 9664905 Bermejos 3765 Herbazal del Paramo

714981 9685016 Cabogana 3023 Bosque siempreverde montano de Cordillera
Occidental de los Andes

678711 9687508 Chacayacu 3789 Herbazal del Paramo

688863 9682281 Duglaiy 3872 Herbazal del Paramo

704151 9659163 Duraznos 3379 Bosque siempreverde montano alto de
Cordillera Occidental de los Andes

691729 9673158 Galgal 3707 Herbazal del Paramo

693237 9679116 Ishcayrrumi 3796 Herbazal del Paramo

720252 9644848 lJima 3300 Herbazal del Paramo

717860 9697858 Labrados 3414 Herbazal del Paramo

720353 9713363 Llavircay 2830 Herbazal del Paramo

704364 9685560 Llaviucu 3228 Bosque siempreverde montano alto de
Cordillera Occidental de los Andes

737129 9670045 Merced 3100 Bosque siempreverde montano alto del Sur
de la Cordillera Oriental de los Andes

694412 9690599 Miguir 3852 Herbazal del Paramo

689997 9679823 Napale 3951 Herbazal del Paramo

746140 9707270 Pugiloma 3100 Herbazal del Paramo

698753 9663671 Quimsacocha 3768 Herbazal del Paramo
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Figura 1. Ubicacién de las 17 localidades de muestreo de ranas del género Pristimantis (circulo
azul), en las provincias de Azuay y Cafiar, sur de los Andes de Ecuador. Fuente: Cartografia del
IERSE, UDA.
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1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Recoleccidon de datos

Las muestras fueron colectadas entre mayo y agosto del 2018 en 17 localidades de la zona
altoandina del sur de los Andes de Ecuador. Colectamos especimenes de ranas terrestres del
género Pristimantis en cada localidad entre las 19:00 y 23:00 horas. Antes y después de cada
muestreo seguimos un protocolo de desinfeccidn segln lo establecen Aguirre & Lampo (2006),
rociando las botas de campo con agua clorada; con el fin de evitar una posible contaminacién y
dispersion de patdgenos. Cada individuo fue colectado con guantes desechables (uno por
individuo) y depositado en una funda plastica transparente contenidas de aire y una servilleta
himeda. Los individuos colectados fueron trasladados a una estacion temporal de campo,
donde se obtuvieron muestras de swabs (frotes): 5 en el vientre, 5 en el dorso, 5 en cada muslo,
5 en cada pie y 5 en cada mano. El examen de swabs de piel puede realizarse con muestras
frescas, congeladas o fijadas (Berger et al., 2009; Karwacki et al.,, 2018). Los swabs fueron
colocados inmediatamente en tubos de muestras con etanol al 90% y depositadas en un
congelador a -20°C.

1.2.2 Andlisis de laboratorio

El ADN de cada swab fue extraido usando el kit de extraccion Qiagen DNeasy Blood and Tissue
Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante para obtener una elusién del 200 pL que
fue almacenada en un congelador a -20°C. La concentracion de ADN (ng/uL) en cada muestra,
fue cuantificada usando un espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Scientific). Como
criterio de pureza se consideraron las relaciones de A260:280 y A260:230. Esta cuantificacion
de ADN permite evidenciar que la ausencia de patdgenos en una determinada muestra es en
efecto un verdadero negativo y no un artefacto de la ausencia o baja calidad de ADN en la
muestra. Cada muestra fue analizada usando pruebas gPCR para determinar |Ia
presencia/ausencia de Bd, Rv y Pry para cuantificar la carga patogénica. La qPCR es una técnica
mucho mas sensible que la PCR convencional, utiliza una sonda de oligonucledtidos etiquetado
con un reportero fluorescente que permiten detectar cantidades minimas de acido nucleico
presentes en una muestra y cuantifica la cantidad de ADN comparandolo con estandares de
concentracién conocidos (Bustin & Vandesompele, 2009). Como la qPCR puede detectar
cantidades extremadamente pequefias de ADN patdgeno, se puede usar para confirmar
infeccion en swabs de piel, eliminando la necesidad de un muestreo destructivo (Karwacki
et al., 2018).

Especificamente se usé los estdndares, primers y protocolos detallados en Boyle et al. (2004) y
Karwacki et al. (2018) (ver Anexo 7). Se utilizd una reaccién total de 25 pL que incluyé 8 uL de
Supermix (Bio-Rad), 2 uL de cada primer forward y reverse (10 uM), 5 uL de sonda (1 uM; ver
Anexo 7), 5 pL de agua grado molecular y 5 uL de ADN. La preparacion de las reacciones fue
realizada en un cuarto ultra limpio. Los analisis fueron realizados en un termociclador Bio-Rad
CFX96 Real-Time System y analizados usando Bio-Rad CFX Manager software. Las diluciones
estdndares de cada gBlock (fragmentos de un gen especificos verificados mediante
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secuenciacién para Bd, Pr, Rv) para cada patégeno fueron triplicadas en cada andlisis. La
dilucién mas alta para Bd fue 2 x 107 copias de gen/reaccién y la mas baja fue 2 x 1070; para
Pr la dilucién mas alta fue 2 x 1079 copias de gen/reaccion y la mas baja fue 2 x 10/2;
finalmente para Rv la dilucidon mas alta fue 2 x 1078 copias de gen/reaccion y la mas baja fue 2 x
1070. En adicién, cada analisis incluyé dos controles negativos para asegurar que no existio
contaminacién durante la preparacion de las reacciones. No encontramos contaminacién en
ninguna de las reacciones.

Las condiciones de qPCR fueron las siguientes: 95°C por 5:00m, seguido de 40 ciclos de 95°C por
0:15s y 60°C (para Bd y Rv) y 59°C (para Pr) por 1:00m. Inicialmente analizamos Ia
ausencia/presencia de patdgenos agrupando muestras por cada localidad. Para este fin usamos
una mezcla de 5 pL de ADN de cada individuo por localidad y determinamos la presencia de Bd,
Rv y Pr. Realizamos este procedimiento tres veces. Cuando obtuvimos resultados positivos en
dos de las tres amplificaciones repetimos el mismo procedimiento, pero esta vez analizando
cada muestra individualmente. Nuevamente repetimos el proceso con las muestras individuales
tres veces y usamos el valor obtenido en cada amplificaciéon para obtener un promedio final de
la intensidad de infeccion. Las muestras fueron consideradas positivas para Bd, Rvy Pr cuando
se amplificaron antes de 38 ciclos al menos en dos analisis independientes. Para asegurar que
los andlisis que realizamos fueron patégeno-especificos, amplificamos las muestras positivas
con PCR, usando los primers detallados en el Anexo 7 (Boyle et al. 2004; Karwacki et al. 2018).
Los productos fueron analizados mediante electroforesis en un gel de agarosa 2%. Los
productos fueron secuenciados en Eurofins Genomics (Louisville, Kentucky, USA). Usamos
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) en Geneious 10 (BioMatters) para comparar nuestras
secuencias con otras secuencias similares en GenBank.

1.2.3 Identificacidon de especies

Dado que el género Pristimantis es taxondmicamente complejo tomamos diversas estrategias
para identificar los individuos utilizados en nuestro estudio. Primero, en base a similitudes
morfoldgicas detalladas en Hedges et al. (2008), Lynch & Duellman (1997), Paez & Ron (2019) y
Urgiles et al. (2019) separamos a nuestros individuos en cinco grupos taxondmicos: Pristimantis
cryophilus, Pristimantis lacrimosus, Pristimantis orestes, Pristimantis phoxocephalus vy
Pristimantis unistrigatus. Después realizamos comparaciones en base a caracteristicas
morfoldgicas y distribuciones geograficas con descripciones originales y fotografias de material
tipo de especies de Pristimantis del Sur del Ecuador (Ron et al., 2018). Aquellos individuos que
no pudimos identificar o que no estan formalmente descritos se mantuvieron como sp (especie
indeterminada) y se agruparon de acuerdo a las localidades donde fueron encontradas.

1.2.4 Andlisis de datos

Los analisis estadisticos se efectuaron en la consola del software R (R Core Team, 2019)
utilizando los paquetes ggplot2, gridExtra, DescTools, PropCls, psych (Revelle, 2019; Scherer,
2018; Signorell et mult. al., 2020; Wickham, 2016). Se realizaron en base a la prevalencia
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(proporcion entre el numero de infectados para el total de individuos) y la intensidad de
infeccidon (promedio de equivalentes gendmicos (EG) detectados en un individuo). Utilizamos
test chi cuadrado para comparar la prevalencia e intensidad de infeccién por Bd, Rv y Pr entre
localidad, elevacidn, ecosistema y especie. Utilizamos intervalos de confianza binomiales
Clopper-Pearson para evaluar la incertidumbre en la estimacién de la prevalencia observada.

CAPITULO 2: RESULTADOS

Obtuvimos swabs de 213 individuos. Un total de 10 individuos se encontraron infectados por Bd
(5%; intensidad de infeccién promedio = 1.77 x 10° EG), 3 infectados por Rv (1%; intensidad de
infeccion promedio = 11930 EG), y 6 infectados por Pr (3%; intensidad de infeccién promedio =
104 EG) (Tabla 2, Tabla 4). Los individuos infectados corresponden a tres grupos taxondmicos o
complejo de especies: Pristimantis cryophilius (Bd), Pristimantis orestes (Bd; Rv; Pr) y
Pristimantis phoxocephalus (Bd; Rv).

2.1 Prevalencia de infeccidn

Detectamos infeccion por Bd en tres localidades: Bermejos (12% de prevalencia, con una
intensidad promedio de 3331312 EG); Duglaiy (25% de prevalencia, con una intensidad
promedio de 34178 EG); y Labrados (16% de prevalencia, con una intensidad promedio de
1954723 EG) (Fig. 2, Tabla 2, Tabla 4). La prevalencia de Bd muestra diferencias significativas
para localidad (x?= 26.44; df= 16; p= 0.0481); pero no para los otros factores considerados
(elevacidn, ecosistema y especie) (Tabla 3). La infeccidon por Rv se detectdé Unicamente para la
localidad Labrados (10% de prevalencia, con una intensidad promedio de 11930 EG) (Fig. 2,
Tabla 2, Tabla 4). La prevalencia de Rv no muestra diferencias significativas para ninguno de los
factores considerados (localidad, elevacién, ecosistema y especie) (Tabla 3). La infeccién por Pr
se detectd para las localidades Angas (4% de prevalencia, con una intensidad promedio de 47
EG); Ishcayrrumi (8% de prevalencia, con una intensidad promedio de 212 EG) y Napale (23% de
prevalencia, con una intensidad promedio de 54 EG) (Fig. 2, Tabla 2, Tabla 4). La prevalencia de
Pr muestra diferencias significativas para elevacidon (x?= 31.54; df= 18; p= 0.0249) y para
localidad (x?= 26.79; df= 16; p= 0.0439); pero no para los otros factores considerados
(ecosistema y especie) (Tabla 3).
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Tabla 2. Numero de individuos infectados por Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), Ranavirus
(Rv) y Perkinsea (Pr). En paréntesis la prevalencia de infeccién (nimero de individuos infectados
por localidad / tamafio de muestra).

Localidad Elevacion Individuos Bd Rv Pr
Napale 3951 13 - - 3(0.23)
Duglaiy 3872 8 2(0.25) - -
Miguir 3852 4 - - -
Ishcayrrumi 3796 24 - - 2 (0.08)
Chacayacu 3789 1 - - -
Quimsacocha 3768 7 - - -
Bermejos 3765 26 3(0.12) - -
Galgal 3707 3 - - -
Labrados 3414 31 5(0.16) 3(0.10) -
Duraznos 3379 4 - - -
Jima 3300 18 - - -
Angas 3233 23 - - 1(0.04)
Llaviucu 3228 12 - - -
Merced 3100 10 - - -
Pugiloma 3100 1 - - -
Cabogana 3023 16 - - -
Llavircay 2830 12 - - -
TOTAL 213 10(0.05) 3(0.01) 6(0.03)

Tabla 3. Valores del test chi-square para prevalencia de infeccién.

PREVALENCIA

Bd Rv Pr
Variable X? df p-value X2 df p-value X2 df  p-value
Localidad 26.44 16  *0.0481 17.87 16 0.3319 26.79 16  *0.0439
Elevacién 26.44 18 0.0901 17.87 18 0.4646 31.54 18 *0.0249
Ecosistema 461 3 0.2028 134 3 0.7205 093 3 0.8174
Especie 16.54 20 0.6829 5.62 20 0.9993 15.14 20 0.7687

*estadisticamente significativo
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Figura 2. Prevalencia de patdgenos por localidades. En azul individuos infectados por Bd; en
rojo individuos infectados por Rv; en verde individuos infectados por Pr; en blanco aquellos no
infectados. El tamafio del circulo es proporcional al tamafio de muestra.
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Figura 3. Intervalos de confianza Clopper-Pearson para la prevalencia observada.

2.2 Intensidad de infeccion

Los promedios mas altos de intensidad de infeccion fueron registrados para Bd, seguido por Rv

y Pr (Tabla 4). Para ninguna de las enfermedades encontramos diferencias significativas en la

intensidad de infeccion entre elevacién y localidad (Fig. 4: B, D, F), ni para los otros factores

considerados (Tabla 5).

Tabla 4. Promedio de intensidad de infeccion en numero de Equivalentes Gendmicos (EG), en
base a los positivos, para Batrachochytrium dendrobatidis (Bd), Ranavirus (Rv) y Perkinsea (Pr);

agrupada por localidad.

Localidad Elevacion Bd Rv Pr
Napale 3951 54.42
Duglaiy 3872 34178.27

Ishcayrrumi 3796 212.01
Bermejos 3765 3331312.06

Labrados 3414 1954723.28 11930.68

Angas 3233

47.50
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Tabla 5. Valores del test chi-square para intensidad de infeccion.

INTENSIDAD
Bd Rv Pr
Variable X2 df p-value X2 df  p-value X2 df p-value
Localidad 20.00 18 0.3328 -un solo nivel- 12.00 10 0.2851
Elevacion 20.00 18 0.3328 -un solo nivel- 12.00 10 0.2851
Ecosistema -un solo nivel- -un solo nivel- 6.00 5 0.3062
Especie 30.00 27 0.3142 3.00 2 0.2231 6.00 5 0.3062
*estadisticamente significativo
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Figura 4. Prevalencia y logaritmo natural de la intensidad de infeccién por Batrachochytrium
dendrobatidis, Ranavirus y Perkinsea, segun elevacion. A) Prevalencia de Bd; B) intensidad de
Bd; C) prevalencia de Rv; D) intensidad de Rv; E) prevalencia de Pr; C) intensidad de Pr.
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CAPITULO 3: DISCUSION

Identificamos brotes de infeccidn de los tres patdgenos investigados. Encontramos Bd en tres
localidades (Bermejos, Duglaiy y Labrados), Rv en una localidad (Labrados) y Pr en tres
localidades (Angas, Ishcayrrumi y Napale). Sin embargo, nuestros resultados evidenciaron una
baja prevalencia de Bd, Rv y Pr en las especies y localidades examinadas. La intensidad de
infeccion fue similar entre los individuos infectados para cada uno de los patégenos. Tres
grupos taxondmicos o complejo de especies, Pristimantis cryophilius, Pristimantis
phoxocephalus y Pristimantis orestes fueron afectados, lo que sugiere que los patdgenos no son
especificos. La intensidad de infeccion no fue significativamente relacionada con ninguna
variable ambiental o geografica.

3.1 Prevalencia e intensidad de infeccién por Bd

Encontramos diferencias significativas en la prevalencia de infeccién por Bd entre nuestras
localidades de muestreo. Sin embargo, no encontramos ninguna diferencia en la intensidad de
infeccion entre los otros factores analizados (Tabla 3). Bd fue mas prevalente que Pry Rv lo cual
evidencia una mayor distribucion de este patogeno. El andlisis exploratorio de Caceres-Andrade
(2014) en la comunidad de anfibios del Parque Nacional Cajas (PNC), reporté la presencia de Bd
en 12 de 14 localidades estudiadas, con valores de prevalencia entre 9% y 80% (Y = 35%). Las
localidades muestreadas que coinciden con las de nuestra investigacion incluyen Angas,
Ishcayrrumi y Llaviucu. Caceres-Andrade (2014) reporta valores de prevalencia de Bd en ranas
Pristimantis de 12% (1/8) para Angas, 0% (0/6) para Ishcayrrumiy 60% (3/5) para Llaviucu, sin
embargo, nosotros no encontramos presencia de infeccion por Bd en ninguna de estas
localidades. Esto puede deberse a diferencias en el tiempo de muestreo, ya que Caceres-
Andrade (2014) tom6 muestras en junio/diciembre y nosotros en mayo/agosto. El muestreo en
diferentes periodos podria sugerir un efecto de estacionalidad en las dindmicas de Bd que seria
interesante evaluar a futuro. Ademas, los tamafios de muestra reportados en el estudio de
Caceres-Andrade (2014) son bajos por lo que sus intervalos de confianza son grandes.

Guayasamin et al. (2014) evaluaron la prevalencia e intensidad de infeccién por Bd en una
comunidad de ranas en la Cordillera Occidental de los Andes de Ecuador. Su estudio reporta
valores altos de prevalencia de Bd 40% (65/161) en ranas Pristimantis. En nuestro estudio
Unicamente registramos una prevalencia de 5% (10/213). Esto podria deberse a diferencias
entre el numero de localidades muestreadas, que en nuestro caso incluyé 17 localidades,
mientras que el area de estudio de Guayasamin et al. (2014) corresponde a una sola localidad.
Esta localidad presenta un rango de elevacién entre 1825 y 2400 msnm, mientras que nuestro
estudio fue realizado en localidades en un rango de elevacidon entre 2830 y 3951 msnm.
Estudios previos enfocados en determinar los limites termales de Bd, sugieren que el hongo
puede habitar en un amplio rango de temperaturas (4-25°C) (Piotrowski et al., 2004) pero su
rango 6ptimo de crecimiento ocurre entre 17 y 25°C (Piotrowski et al., 2004). Las diferencias
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encontradas en la prevalencia de Bd entre nuestro estudio y Guayasamin et al. (2014) pueden
deberse a diferencias en las temperaturas medias entre las localidades de estudio ya que
nuestros sitios de muestreo se encuentran en ecosistemas mas elevados y por ende presentan
temperaturas medias mas bajas. En el caso de Guayasamin et al. (2014) el rango de
temperatura oscila entre 11-15°C y en nuestro estudio entre 2-14°C. Es posible que las
condiciones en las regiones mas elevadas de los Andes de Ecuador puedan ser menos éptimas
para el desarrollo de Bd, sin embargo, se requiere generar un andlisis a una escala espacial y
temporal mas grande para determinar estos patrones.

El primer registro de Bd para el pais tuvo lugar en 1980, en individuos de Atelopus bomolochos
(Ron & Merino-Viteri, 2000). El territorio que ocupaba esta especie de sapo arlequin incluye las
provincias de nuestra drea de estudio (Azuay y Cafar) (Coloma etal., 2018), por lo que
suponemos que Bd y la comunidad de anfibios de esta zona llevarian interactuando por cerca
de cuatro décadas. Es probable que las especies de anfibios andinos en Ecuador que estan
presentes en la actualidad sean aquellas que han sobrevivido, debido a que poseen cierta
tolerancia a Bd (Guayasamin et al., 2014). En otro estudio realizado en el bosque atlantico de
Brasil, al evaluar experimentalmente cuatro especies de ranas con fase larvaria y una de
desarrollo directo, se encontrd que la especie de desarrollo directo Brachycephalus pitanga
presentd mayores cargas de Bd y fue mas propensa a sufrir eventos de mortalidad al convivir en
terrarios bajo condiciones controladas con los anuros de reproduccion acuatica (Becker et al.,
2019). Esto sugiere que no serian necesariamente tolerantes sino que no estan muy expuestas
a Bd precisamente por sus habitos terrestres y porque al no presentar una etapa bifasica,
individuos en etapas tempranas de desarrollo no estan en contacto directo con cuerpos de
agua.

Entre los mecanismos de persistencia de los hospedadores, se ha identificado algunas especies
y géneros de bacterias que habitan la piel de anfibios y limitan la habilidad del hongo para
colonizar y proliferar; algunas de estas bacterias se han encontrado también en Ecuador para
ranas Pristimantis (Bresciano et al., 2015). A futuro, esperamos correlacionar nuestros
resultados con estudios de bioma en la piel de ranas terrestres de desarrollo directo.

3.2 Prevalencia e intensidad de infeccion por Pr

Encontramos diferencias significativas en la prevalencia de infeccién por Pr entre nuestras
localidades de muestreo y por elevacidon. Mientras que la intensidad de infeccién no presentd
diferencias significativas para ninguno de los factores considerados (Tabla 5). Karwacki et al.
(2018) al examinar tejidos y swabs evidenciaron que las infecciones por Pr variaron
estacionalmente y se volvieron mas severas en los meses mas frios del afno. Esto parece
concordar con nuestro estudio ya que encontramos diferencias significativas entre altitud para
la prevalencia de Pr, estando presente en localidades altas y por tanto mds frias (Tabla 2). Sin
embargo, una de las limitaciones de nuestro muestreo es que no tenemos datos para comparar
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entre temporadas, por lo que no podemos comprobar este patrén en base a nuestros
resultados actuales.

Se debe tener claro que la presencia de material genético de Pr en los individuos no implica
necesariamente que padezcan de SPI (infeccidn severa de Perkinsea). Los estudios deben
componerse de una examinacion patolégica completa, que incluye demostrar cambios
patolégicos a nivel de tejido, asi como la identificacién molecular en drganos internos
perjudicados (Isidoro-Ayza etal., 2019). Estos dos requerimientos son necesarios para
relacionar efectivamente la presencia del agente patdgeno (infeccién), con afecciones lesivas
(enfermedad) (A. Duffus, 2010; Scott, 1988). Nosotros vamos a realizar analisis histolégicos en
muestras de tejido de Pristimantis infectados con Pr en un estudio futuro.

Se conoce que los individuos adultos pueden contener eficientemente la infeccidon por Pr,
aislando los patégenos en granulomas (Jones et al., 2012). Este hecho es ratificado por Isidoro-
Ayza et al. (2019) que en el monitoreo de 22 eventos de mortalidad, no encontraron ranas
adultas con SPI. Siendo Pristimantis un género que no atraviesa por fase de renacuajo, no
esperamos que las ranas con esta estrategia reproductiva (desarrollo directo) sean susceptibles
a contraer SPI, sin embargo, es necesaria evidencia histoldgica que verifique esta hipotesis.

3.3 Prevalencia e intensidad de infeccién por Rv

La prevalencia e intensidad de infeccidon por Rv no mostraron diferencias estadisticamente
significativas para ninguno de los factores considerados (Tabla 4). Rv no ha sido evaluada en el
pais; a pesar de ser la enfermedad con menor nimero de infecciones en nuestro estudio, se
comprob6 su presencia al sur del pais para la localidad Labrados. Warne et al. (2016), de un
total de 66 individuos de ranas Pristimantis, encontraron una prevalencia de infeccion por Rv de
37% en los Andes de Peru. Nosotros encontramos 1% de prevalencia en un tamafio de muestra
de 213 individuos, esta diferencia puede deberse a los distintos métodos de deteccién, que en
el caso de Warne et al. (2016) se realizé en base a higados de las ranas. Se ha sugerido que para
la deteccién de Rv las amplificaciones en base a tejidos internos son mas confiables que los
swabs de piel (Gray et al., 2009).

Se sabe que Rv afecta mayormente a renacuajos (antes y durante la metamorfosis) (Gray et al.,
2009). La alta susceptibilidad de renacuajos a Rvy Pr probablemente se deba a la variacién en la
fisiologia de larvas y adultos, exhibiendo las larvas una incapacidad de su sistema inmune para
controlar la infeccién. El sistema inmune de renacuajos tiene un desarrollo incompleto,
proporciona una defensa rapida pero inespecifica, tiene una débil respuesta adaptativa,
depende de pocas clases de anticuerpos y en general se encuentra reducido en funciones
(Pasquier, 1989; Robert & Ota, 2009). De esta manera se podria explicar la baja prevalencia
encontrada en ranas Pristimantis, que no tienen una etapa de renacuajo. Sin embargo, es
necesario generar estudios a una escala temporal mas amplia para determinar potenciales
variaciones en la prevalencia de Rv.
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3.4 Intensidad de Infeccion

La intensidad de infeccidén es una medida de susceptibilidad de los individuos a los patégenos;
en el caso de Bd, Vredenburg et al. (2010) sugieren que valores superiores a 10000 EG de
zoosporas conducen a la disminucion de anfibios independientemente de la especie. En un
estudio posterior realizado al sur de Brasil, Preuss etal. (2016) reportan una intensidad
patogénica entre 4-156000 EG de zoosporas. No obstante, a pesar de las altas cargas no se
registrd signos clinicos ni mortalidad por Bd. Nuestros resultados para Bd muestran un
promedio de intensidad de infeccién de 1773404 EG de zoosporas, esta carga patogénica es
mayor a los valores reportados por Guayasamin et al. (2014) y Rivera et al. (2019). Para Rv el
promedio de infeccidon obtenido fue mayor que lo informado por Rivera et al. (2019). En el caso
de Pr observamos un promedio de intensidad de infeccion notablemente menor que el
reportado por Karwacki et al. (2018). Sin embargo, es importante recalcar que los valores
absolutos de intensidad reportados en los estudios de Preuss et al. (2016), Vredenburg et al.
(2010) y Guayasamin etal. (2014) y nuestra investigacion podrian no ser necesariamente
comparables debido a diferencias metodoldgicas en la deteccidén de patdgenos.

La baja prevalencia y alta intensidad observada en infecciones por Bd puede relacionarse con la
tendencia documentada por Preuss et al. (2016), donde la intensidad de infeccion incrementa
la prevalencia hasta un umbral en donde la relacidn se invierte debido a la mortalidad.

3.5 Coinfeccion

No encontramos individuos infectados con mas de uno de los patégenos examinados, sin
embargo, en Labrados existe simpatria de Bd y Rv. Dada la baja presencia de individuos
infectados no podemos hacer generalizaciones al respecto de patrones de coinfeccion. No
obstante, las dinamicas de coinfeccién son un componente clave para analizar a futuro, debido
a la posibilidad de interacciones facilitativas o antagonistas entre distintos patégenos (Graham,
2008). A pesar de la reducida escala espacial y temporal de nuestra investigacidon, nuestros
resultados resaltan la importancia de analizar en conjunto Bd, Pry Rv en futuros trabajos de
investigacion a nivel local y regional.

3.6 Historia natural de ranas terrestres y su exposicion a los patégenos

Es importante considerar que la historia natural de las especies hospederas puede ser un factor
fundamental a considerar en cuanto a la exposicidon a patégenos, dependiendo del habitat en
uso y estrategia de reproduccion (Becker et al., 2014). Pristimantis tiene una estrategia de
desarrollo directo, no depende de cuerpos de agua para su reproduccion, por lo que el uso
reducido de dichos espacios disminuiria la probabilidad de contacto con estos patégenos que se
dispersan por medios acuaticos. Otro factor que podria favorecer a la reduccién de contagio
estaria relacionada a las limitadas distribuciones que presentan las mayoria de especies de
Pristimantis (Ron et al., 2018). Sin embargo, en el caso de Bd, cuando efectivamente existe la
infeccion las ranas terrestres pueden ser mas vulnerables debido a que en sus fases iniciales se
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encuentran menos expuestas al patégeno que aquellos que atraviesan por una fase larvaria en
agua, lo que no permitiria una buena respuesta de resistencia al dafio provocado (Mesquita et
al., 2017).

3.7 Consideraciones finales

Los brotes de infeccion se reportaron para Angas, Bermejos, Duglay, Napale, Ishcayrrumi y
Labrados. En cinco de estos seis sitios la cobertura vegetal corresponde a Herbazal del Paramo
(MAE, 2013). Asimismo, los grupos taxondmicos o complejo de especies infectadas incluyen
Pristimantis orestes, Pristimantis phoxocephalus y Pristimantis cryophilius. Estas especies son
habitantes comunes en paramo del sur de Ecuador, tienen actividad nocturna y se sabe que
viven en simpatria (Frenkel et al., 2018; Frenkel, Pdez-Rosales, et al., 2019; Frenkel, Varela-
Jaramillo, et al., 2019). Otros géneros de anuros como Atelopus, Telmatobius y Gastrotheca
también coexisten en este tipo de ecosistema y han sufrido descensos poblacionales
importantes (Ron & Merino-Viteri, 2000). En este contexto, seria interesante evaluar la
presencia de estos tres patdgenos en especies de anuros altoandinos ya que el Herbazal de
Paramo podria ser un ecosistema particularmente susceptible. Estudios posteriores nos
ayudaran a esclarecer el panorama.

Finalmente y debido a que nuestro nimero de positivos es reducido (10 para Bd, 3 para Rv, 6
para Pr), nuestros resultados pueden ser limitados al momento de explicar patrones de
infeccion, como lo manifiestan nuestros amplios intervalos de confianza (Figura 3). Sin
embargo, es importante recalcar que incluso con estas limitaciones estamos encontrando
presencia de infecciones patogénicas en una regiéon ecolégicamente diversa y pobremente
estudiada. Es necesaria una mayor cantidad de muestras y una escala temporal mas amplia
para determinar qué variables estan favoreciendo la prevalencia de estas enfermedades.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A\

A\

Reportamos el primer caso de Ranavirus y Perkinsea en anfibios para el pais.

Los efectos letales de infeccidn por Ranavirus y Perkinsea solo se han reportado en
renacuajos. Por esta razén, es preciso evaluar también otras especies de anfibios que
puedan ser mas sensibles a estos dos agentes infecciosos, como sapos (e]. Atelopus) y ranas
gue atraviesan metamorfosis (ej. Gastrotheca).

Hay localidades y puntos especificos que podrian ser focos de infeccién por Ranavirus y
Perkinsea, de ser el caso, esta seria una oportunidad para estudiar las dinamicas de su
propagacion.

Estudios posteriores en Perkinsea deberian incluir examinaciéon de tejidos.

Con un mayor numero de positivos seria conveniente realizar modelos lineales en base a
variables climaticas.

Al momento de realizar estudios en el campo es recomendable la aplicacion de protocolos
de desinfeccidn para evitar la propagacién de agentes infecciosos.

Estudios posteriores en Ecuador deberian estandarizar metodologias, analizar via gPCR y
evaluar simultaneamente swabs bucales-corporales (numero estandar de frotes)
preferentemente en distintas estaciones a lo largo de afio.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva estandar de concentraciones conocidas (qPCR) de Bd.
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Anexo 2. Ajuste en base a la curva estandar de Bd.
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Anexo 3. Curva estandar de concentraciones conocidas (qPCR) de Rv.
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Anexo 4. Ajuste en base a la curva estandar de Rv.
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Anexo 5. Curva estandar de concentraciones conocidas (qPCR) de Pr.
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Anexo 6. Ajuste en base a la curva estandar de Pr.
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Anexo 7. Secuencias, estandares, sondas y primers utilizados en cada reaccién de qPCR.

Nombre Fragmento de ADN

Bd_gBlock 5’ — CCT TGA TAT AAT ACA GTG TGC CAT ATG TCA CGA GTC GAA
CAAAATTTATTTATT TTT TCG ACA AAT TAA TTG GAA ATT GAA TAA
TTT AAT TGA AAA AAA TTA AAA ATA AAT ATT AAA AAC AAC TTT
TGA CAACGGATCTCTTGG CT-3’

Pr_gBlock 5’ — CCA GCT CCA ATA GCG TAT ATT AAA GTT GTT GCG GTT AAA
AAG CTC GTA GTT GGA TTT CTG CCA AGA ACG ACC GTC CTA CcCT
TCG GGT TTT CGA CCG TGT TGA TCA AGG CAT TCT TCT AGA TTC TAT
CTACTCTTAATT GTT GTA GAA TTG AAC TAG AAC ATT TAC TTT GAG
GAA ATT AGA GTG TTT CAA GCA GGC CTA TGC CTT GAA TAT ATT
AGCATG GAATAATAATITAGGACTTCGGTTCTATITT—-3’

Rv_gBlock 5" — CCA ACC AGG CGT TGA GGA TGT AAT CCC CCG ACC TGG GAA
CGC CGA CCA AAA ACT GCT GCC CGA AAG CCG GGT TAC CCG ACA
TCT TGG CAG CCA GAG ACG GCA GCT TGG TGA ACC ACC CCA CGG
GGTAG -3’

Bd forward 5"—AGC CAAGAGATCCGTTGTCAAA -3’

Bd reverse 5"—CCT TGA TATAATACA GTG TGCCATATG TC-3’

Bd probe 5"— [6~“FAM] CGA GTC GAA CAA AAT [MGBE~Q] — 3’

Pr forward 5"—GAA CGACCG TCCTACCTT CGG -3’

Pr reverse 5"—AGG CCT GCTTGA AACACTCT -3’

Pr probe 5"—[6~“FAM] ACC GTG TTG ATC GAG GCA TT [Tamra~Q] — 3’

Rv forward 5"—AAC GCC GAC CGA AAA CTG -3’

Rv reverse 5"- GCT GCCAAG ATG TCG GGTAA -3’

Rv probe

5’— [6~FAM] CCG GCT TTC GGG C [MGBE~Q] — 3’




