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1. RESUMEN

El virus de la mancha blanca (WSSV) ha afectado severamente cultivos de
camarén a través de Asia desde inicios de los 90s y en América a finales. La
enfermedad estd listada en la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), en una
granja de cultivo puede causar hasta el 100% de mortalidad en camarones peneidos
en 3-5 dias desde la primera observacion de animales con signos clinicos. La
infeccion es comin en productos comerciales de camarén a causa de su alta
prevalencia en las dreas de mayor produccién, en ambos; camarén de granja y
silvestre. Ademds el virus puede permanecer por largos periodos en tejidos
congelados. El objetivo de la investigacion fue la determinacién de la prevalencia y
susceptibilidad al virus de la mancha blanca en el acocil exotico Cherax
quadricarinatus en granjas de cultivo del noreste de México. En este trabajo se
reporta por primera vez la presencia de WSSV en poblaciones de acociles cultivados
de la especie Cherax quadricarinatus en la Republica Mexicana. En muestras de
hemolinfa, se realizaron pruebas de PCR por medio de las cuales se encontraron
organismos positivos de Cherax quadricarinatus de una granja. La prevalencia se
determiné por muestreos aleatorios en 2 granjas del Estado de Tamaulipas, para las
dos granjas la prevalencia fue de un 15%. La susceptibilidad se evalué mediante
infecciones experimentales con el virus purificado en gradientes de sucrosa, la dosis
letal media fue L50= 23.776 ng/ul con organismos de 18 gramos de peso en
promedio, a los 30 dias postinfeccion. Para determinar la carga viral, mediante PCR
tiempo real, las muestras fueron infectadas experimentalmente, con la dosis L50 a
diferentes periodos de tiempo, se analizaron mediante PCR tiempo real y punto final
en los cuales se obtuvo resultados muy similares. Con la finalidad de conocer
relaciones filogenéticas sobre la cepa de virus encontrada, se cloné en el sistema
Escherichia coli un fragmento de 401 pares de bases (pb) obtenido de las muestras
positivas. Del fragmento clonado se secuencié 270 pb pertenecientes al gen vnl, el
cual se compar6 con lo reportado en el banco de genes del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés) del virus de la mancha

blanca.
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ABSTRACT

White Spot Syndrome Virus (WSSV) is recordes since 90s as a virus that affected
the penaeid shrimp culture at Asia and America. Have affected hardly shrimp
cultured throughout Asia since early 90s in America latest 90s. The Office
International of Epizootic mentioned that WSSV is a potential virus that can caused
100% mortality in shrimps of commercial farms in 3-5 days since first animal
detected within clinic sintoms from disease. It’s known the infection like common in
commercial products of shrimp due high prevalence in areas with higher production,
both cultured shrimp and wild. Also virus can stay long period in frozen tissue. The
objective of this investigation was the evaluation of prevalence and susceptibility to
white spot syndrome virus on exotic crayfish Cherax quadricarinatus in cultured
farms from northest of México. This work report first time presence of WSSV in
population of cultured acocils Cherax quadricarinatus in Republic Mexican.
Prevalence was determinate performing random sampling organisms in two farms of
Tamaulipas state using PCR probes finding positives organism in only one tank in a
farm. Susceptibility was performing doing experimental infection with virus.
Prevalence was evaluated from WSSV in C. quadricarinatus. A fragment of 401 pb
(from positives samples) was cloned and a fragment of 270 pb of this was
sequenced. The analysis of the fragment of 270 pb indicated that correspond to vnl
gene reported in the gene bank NCBI. The value of LD50 was 23.777 ng/ul for
specimens of 18 g exposed at 30 post-infection days. The viral charge was

determinate using PCR real time in purified virus with sucrose gradients.
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2. INTRODUCCION

La diversidad de acociles estd constituida por 29 géneros y 623 especies, en las
cuales estdn incluidas 18 subespecies, 439 son americanas y 49 endémicas de
Meéxico (Hobbs Jr., 1989; Crandall, 1999; Fetzner, 2008). Estas especies se incluyen
en 3 familias: Astacidae, Parastacidae y Cambaridae (Taylor et al., 1996; Taylor,
2002). La familia Cambaridae estd integrada por 12 géneros, y es la mds diversa
del mundo, el 99 % de sus especies estan en Norteamérica (Taylor, 2002). La
mayoria exhiben una distribucién circuntemplada y son habitantes naturales de los
ecosistemas dulceacuicolas en casi todos los continentes con excepcién en Africa y
la Antértica (Hobbs, 1988; Taylor et al. 1996). Las especies tropicales habitan en el
norte de Australia y Nueva Guinea, este de México, Madagascar y Cuba (Taylor,
2002). El 77 % de las especies se encuentran en Norteamérica, 20% en Australia,
1.5% en América del Sur y 1.5% en Europa (Taylor, 2002). Los cambaridos
americanos ocupan casi toda la parte sureste de Estados Unidos de América, ademads
desde las montafias rocallosas hasta la vertiente Atlantica, y siguiendo por todo el
territorio mexicano y la parte de Centroamérica y Cuba (Hobbs, 1984). Los
cambaridos americanos comprenden los géneros: Procambarus, Cambarus,
Cambarellus, Orconectes y Troglocambarus (Villalobos, 1955; Hobbs, 1984). En
Meéxico, residen 54 especies nativas de acociles, pertenecientes a dos géneros:
Procambarus, con 45, y Cambarellus, con nueve especies, que se distribuyen
principalmente en la vertiente del Golfo de México, con algunos representantes en
la regiéon centro-occidental del pais. Se ha documentado la existencia de tres
especies consideradas exoticas para México como el Procambarus clarkii,
Orconectes virilis y Cherax quadricarinatus (Campos y Contreras-Balderas, 1985;
Rodriguez Almaraz y Campos, 1994; Rodriguez Almaraz y Mendoza Alfaro, 1999;
Bortolini et al. 2007; Rodriguez Almaraz y Muiiz-Martinez, 2008; Mendoza-
Alfaro et al., 2011; Torres y Alvarez, 2011), todas ellas son consideradas de

afinidad nedartica (Villalobos-Hiriart et al., 1993).
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El acocil australiano Cherax quadricarinatus fue introducido a la Republica
Mexicana en 1995 a la planta de acuacultura experimental de la Universidad
Auténoma Metropolitana de la ciudad de México, con fines de realizar cultivos
experimentales. Posteriormente, esta especie fue reintroducida para establecer
cultivos comerciales, en el cual se han producido cantidades moderadas para el
mercado local, en los estados de Colima, Distrito Federal, Morelos, Jalisco,
Tamaulipas y Yucatan. C. quadricarinatus también llamado langosta Australiana de
pinzas rojas presenta varias ventajas con respecto a otras especies de acociles; puede
pesar hasta 400 gramos en su medio natural de origen, aunque en cautiverio alcanza
entre 30 y 150 gramos de produccién rentable, su produccion en carne es de 50-60%
de su peso corporal, se reproduce durante el afio de vida y tiene varios desoves si se
mantiene la temperatura arriba de los 20°C (Direccion General de Acuacultura,
2002). Su fecundidad es alta comparada con otros organismos de su misma familia,
carece de habitos excavadores y tiene amplia resistencia a las condiciones limitantes
en cautiverio, carece de conducta agresiva aunque suele mostrar canibalismo en sus
primeros ciclos de vida, posee amplias posibilidades de cultivo rentable por los
precios que alcanza en el mercado y muestra alta potencialidad para acuacultura, con
alto crecimiento y sobrevivencia. (Direccion General de Acuacultura, 2002).

En este trabajo de investigacion se registra por primera vez a WSSV infectando
naturalmente a C. quadricarinatus cultivado en granjas, debido al impacto negativo
que puede causar la presencia de este virus en crusticeos acudticos, se justifica la
implantacién de una metodologia integral y sistemdtica, que permita establecer
técnicas certeras de diagndstico para determinar los factores epizootiologicos
detonantes que favorecen la presencia de mortalidades en masa de organismos

cultivados y que pueden alterar la ecologia de otras especies cohabitantes.
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2.1 Justificacion

Cherax quadricarinatus esta considerada como una especie de acocil exdtico e
invasivo en México y otras partes del mundo, que es capaz de desplazar de su hébitat
a otras especies, por lo que es de suma importancia conocer aspectos ecolégicos y de
sanidad.

Las epizootias que se presentan en los cultivos de crusticeos, tanto marinos como
de agua dulce, ocasionan severas pérdidas econdémicas y son provocadas
principalmente por enfermedades virales.

El virus de la mancha blanca ha causado mortalidades importantes en el pais en
poblaciones de camarones de agua salada en las costas de Sinaloa y Sonora.

Por este motivo es necesario realizar monitoreos sanitarios, para la
implementacién de un buen manejo de la sanidad acuicola en los cultivos y buenas
practicas de produccidn, por los especialistas. Las epizootias que se presentan en los

cultivos de crustdceos podrian ser prevenidas aplicando dichas actividades.

2.2 Hipotesis

Los crustiaceos deciapodos no peneidos son susceptibles a ser infectados y es un
reservorio natural del virus de la mancha blanca. Por lo tanto, Cherax
quadricarinatus que se cultiva en granjas del noreste de México, también es
susceptible a este virus.

En bioensayos de laboratorio con adultos de Cherax quadricarinatus se lograra una
infecciéon experimental, que se comprobara con las técnicas de PCR punto final y

PCR tiempo real.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la prevalencia y susceptibilidad del virus de la mancha blanca (WSSV)

en el acocil exotico Cherax cuadricarinatus cultivado en granjas de Tamaulipas.

3.2 Objetivos particulares

Determinar la prevalencia del virus de la mancha blanca WSSV en Cherax

quadricarinatus en base a muestreos aleatorios y andlisis de PCR.

Evaluar la dosis letal media L50 de WSSV en ensayos infectivos experimentales en
Cherax quadricarinatus a partir de camarones del género Litopenaeus sp.

provenientes de epizootias.

Implementar una técnica de PCR Tiempo Real para la cuantificacion del virus de la

mancha blanca.

Comparar la infeccién por medio de PCR tiempo real y PCR punto final.

Interpretar dafio celular mediante andlisis de cortes histolégicos de Cherax

quadricarinatus infectado experimentalmente.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Clasificacion taxonomica de la langosta Australiana C. quadricarinatus de

acuerdo a (Martin y Davis, 2001)

Reino: Animalia

Phylum: Arthropoda

Clase: Malacostraca

Orden: Decapoda
Suborden: Pleocyemata
Infraorden: Astacidea
Superfamilia: Parastacoidea
Familia: Parastacidae
Género: Cherax

Especie: Cherax quadricarinatus

Figura 1.- Vista de un ejemplar de Cherax quadricarinatus de granjas de Tamaulipas.

22



4.2. Distribucion de la familia Parastacidae

De las 3 familias de acociles conocidas, Astacidae y Cambaridae se distribuyen en
el norte y centro América, noroeste de Asia y Europa, mientras Parastacidae esta

limitada al hemisferio sur (Australia, Madagascar y Sudamérica).

4.3. Riesgos y amenazas a la diversidad de acociles

Hay un estimado de que mds de la mitad de la poblaciéon de acociles de
Norteamérica estd en declive o extincién (Taylor 2002). Los factores asociados a
este declive son pérdidas de habitat y degradacion, sobrepoblacion y la introduccion
de especies no nativas. En Europa, el factor mas importante es la traslocacion del
hongo Aphanomyces astaci que portan especies de Norteamérica como una
infeccion subclinica, pero es patogénicamente aguda a especies nativas de Europa
(Alderman y Polglase, 1988). La plaga del acocil, la enfermedad causada por A.
astaci, es quizd el caso mds citado de incursién de enfermedades exdticas de
animales acudticos, como resultado de la significancia ecoldgica y socioecondmica
de acociles de agua dulce y la severidad y longevidad de la plaga panzootica. Las
poblaciones de todas las especies de acociles nativos de Europa han sido afectadas
en los ultimos 150 afios. La plaga panzootica fue uno de los 29 casos de acuerdo a
Lafferty y Gerber (2002) consideraron para concluir que los patégenos son un factor

para aumentar el interés por la conservacion.

La primera infeccién viral de crustiaceos fue reportada por (Vago, 1966). Sin
embargo, la primera infeccion en una poblacién natural de camarones no fue
reportada hasta 25 afios mas tarde (Anderson y Prior 1992). Encontraron que un
virus baciliforme intramuscular afectaba al 100% de la poblacién de A. astacus
examinados de 4 poblaciones y 53.3 % de otra poblacion de Finlandia central. La
mayor prevalencia del virus baciliforme (AaBV) en A. astacus fue confirmada por
inspecciones similares en afos posteriores (Passonen et al. 1999). Un segundo virus
baciliforme intracelular fue encontrado en asociacidon con una epizootia que resultd
en la extirpacién de una poblacion de A. pallipes en el sur de Francia (Edgerton et

al. 2002). Una pequefia escala de inspeccién demostré que los virus eran comunes
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en otras tres poblaciones. Los virus infectaron el 100% de dos poblaciones y el

73.3% de otra poblacion (Edgerton 2003).

Hay un consenso general que la primera epizootia de la plaga de acocil ocurri6 en
Po Valley en Italia en los 1860s, para comienzos de 1900s las epizootias han
afectado a las poblaciones de acociles en la mayor parte de Europa central, norte y

este Alderman y Polglase (1988).

Desde los 80s debido a la ocurrencia del incremento de los cultivos intensivos o
semi-intensivos de acociles predominantemente de especies nativas de Australia, se
ha llevado a cabo el monitoreo mas extenso del estatus de enfermedades de estos
organismos. Como resultado muchos patégenos potenciales de acociles Australianos
han sido reportados en el periodo de intervencidn, incluyendo virus, bacterias,
organismos parecidos a rickettsias y endoparasitos ciliados. (Edgerton 2002%; Evans

y Edgerton 2002).

Los virus son comunes, patdgenos severos de animales acudticos. De las 35
enfermedades de especies de animales acuaticos listados por la Oficina Internacional
de Epizootias (OIE), 16 son causadas por virus. El virus de la mancha blanca
(WSSV) ha sido panzootico en cultivos de camarén a través de Asia desde inicios de
los 90s y en Sudamérica desde finales de los 90s, en una granja de cultivo, WSSV
tipicamente causa el 100% de mortalidad en camarones peneidos en 3-5 dias desde
la primera observacién de animales con signos clinicos de la enfermedad de la
mancha blanca. Se sabe que la infeccion por WSSV es comin en productos
comerciales de camarén a causa de su alta prevalencia en las dreas de mayor
produccién, tanto en camarén de granja y silvestre (Lo y Kou 1998). Mas aun
mancha blanca puede permanecer por largos periodos en tejidos congelados (Nunan

et al. 1998).

En acociles la primera infecciéon viral a causa de WSSV fue reportada por
(Richman et al. 1997), quién descubrié que el virus fue la causa de epizootias, con
hasta un 90% de mortalidad en Procambarus sp. y Orconectes punctimanus
ubicados en el Zoolégico Nacional en Baltimore, Maryland (U.S.A). La via de

transporte del virus fue camarones congelados los cuales fueron alimentados con
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harinas de camarones antes de ser cosechados y embarcados a Baltimore (Lightner et

al. 1997).

Recientemente, Baumgartner et al. (2009) demostraron que ambos P. clarkii y
Procambarus zonangulus en Louisiana, fueron hospederos naturales de WSSV.

Infecciones experimentales han probado el potencial de la mancha blanca para
causar serias mortalidades en acociles de las tres familias (Wang et al. 1998; Shi et
al. 2000; Corbel et al. 2001; Jiravanichpaisal et al. 2001; Edgerton, 2004).
Significativamente de los 29 casos que causaron enfermedades en acociles,
considerados por Lafferty y Gerber (2002) en los cuales enfermedades infecciosas
han influenciado a especies de hospederos de interés, el mayor nimero de casos
involucra a virus.

En la siguiente tabla se describen los eventos significativos registrados a través
del tiempo con relacion a las enfermedades encontradas en acociles de diferentes

especies.

Tabla 1.- Eventos significantes en el campo de la patologia de crusticeos de interés

ecoldgico y econdmico a través del tiempo (Edgerton, 2004).

Ano Suceso

1857 Se report6 Psorospermium hsecheli en acociles Europeos

1860 Primera aparicion de la plaga de acociles A. astaci

1892 Primer reporte de microsporidios en acociles Europeos (Thelohania
contejeani)

1898 Especulacion de que la plaga de acocil era una bacteremia

1920 Aceptacion de A. astaci como el agente etiologico de la

plaga de acociles

1934 A. astaci confirmado como causa de la plaga de acocil

1960 Estudios de infecciones bacteriales en acociles Europeos

1965 Primer reporte de microsporidios en acociles americanos

1979 Primer reporte de microsporidios en acociles Australianos

1986 Primer reporte del organismo Nocardia en acocil

1987 Primer reporte de Psorospermium sp. en acociles de Australia

1991 Primer reporte de organismo parecido a rickettsia en acocil, vibriosis
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en acociles Americanos, Saprolegnia parasitica reportada de acociles
de agua dulce.

1992 Primer reporte de infeccion viral en acociles

1993 Tichosporon beigelii (hongo patégeno) reportado, primer reporte de

infeccidn viral en acociles introducidos a Estados Unidos.

1994 Vibriosis en acociles Australianos

1995 Primer reporte de infeccidn viral en camarones Americanos nativos
1996 Primer reporte de infeccion viral en acociles Europeos.

1997 WSSV en acociles Americanos en el Parque Zool6gico Nacional.
2004 Incremento de brotes epizooticos relacionados a A. astasi y epizootias

en acociles Americanos nativos.

4.4 Taxonomia y distribucion geografica de WSSV

El virus WSSV inicialmente fue nombrado White Spot Baculovirus WSBV y
clasificado en el género NOB (Non-Occluded Baculovirus), dentro de la subfamilia
Nudivaculovirinae de la familia Baculoviridae, segin el quinto registro del ICTV
(International Committee on Taxonomy of Viruses) (Francki et al. 1991). Sin
embargo, en el sexto registro de la ICTV la subfamilia y el género, no se agregan a la
lista, quedando como virus de invertebrados sin asignacién (Murphy et al. 1995).

El virus de la mancha blanca es un virus de ADN de doble cadena ubicado en la familia
Nimaviridae la cual afecta un rango amplio de crusticeos hospederos, incluyendo acociles de
rio (Stentiford et al., 2009). Los viriones son helicoidales en forma de varilla, rodeados por
una envoltura trilaminar y medidas de 80- 120 x 250- 380 nm.

Otros nombres que le han sido asignados son: Baculovirus de la necrosis hipodérmica y
hematopoietica (IHHNBYV), causante de la enfermedad epidérmica explosiva del camarén
marino ocurrida en 1993-1994 en China, (Huang et al. 1994; Cai et al. 1995), es un virus en
forma de varilla de Penaeus japonicus (Inouye et al. 1994; Takahashi et al. 1994).
Baculovirus sistémico ectodérmico y mesodérmico (SEMBV) del camardn tigre Penaeus
monodon de Tailandia (Wongteerasupaya et al. 1995) y Baculovirus de la mancha blanca

(WSBYV), asignado por (Wang et al. 1995y Lo et al. 1996).
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Los agentes virales de WSBV son muy similares en tamafio (80 a 120 x 275 a 360
nm), rango geografico, signos macroscopicos y microscopicos, por lo cual, las
enfermedades causadas por estos baculovirus no ocluidos se agrupan junto con los
diversos miembros del grupo WSBYV, bajo el nombre de sindrome de la mancha

blanca (WSS), de acuerdo a la recomendacion de Lightner (1996).

La enfermedad viral mds reciente en América es la denominada WSSV, aunque el
origen de ésta fue Asia. El sindrome es causado por al menos cinco tipos diferentes
de virus que constituyen el complejo WSSV, los cuales son muy similares en el
cuadro clinico, morfologia al microscopio electrénico de transmision, histopatologia

e histotropismo.

En el Hemisferio Oriental WSSV ocasioné efectos devastadores en 1992 en
camarones cultivados. Las especies P. monodon, Fenneropenaeus chinensis, Fe
indicus, Fe. penicillatus y Marsupenaeus japonicus, fueron las principales especies
infectadas naturalmente con el virus en los paises asidticos. Algunos ejemplares
mostraron manchas blancas en la superficie interna del exoesqueleto y la mortalidad
acumulativa alcanzé el 100 % después de la aparicion de los signos clinicos (Chen,

1995, Kasornchandra y Boonyaratpalin, 1996).

Las primeras observaciones de este complejo viral fueron realizadas en granjas
camaronicolas de Japon, donde la mortalidad en los cultivos de Marsupenaeus
japonicus alcanz6 mds del 80% (0.01-22.5 g). Los camarones moribundos
desarrollaron un color anormal rosado, ademds de manchas blancas en el cuerpo
(Nakano et al. 1994; Takahashi et al. 1994, Inouye et al. 1994) identificé al agente
causal como virus, no ocluidos, en forma de varilla, con envoltura, localizados en los
nicleos de las células del epitelio cuticular del estomago y células linfoideas de
especimenes de la especie Ma. japonicus moribundos a lo cual llamé RV-PJ (en
Inglés rod shaped nuclear virus of P. japonicus), ubicindolo en Baculoviridae o

Polydnaviridae.

En 1994, sucedi6 otro brote de enfermedad que causé serias mortalidades en el
camarOn tigre P. monodon, cultivado en Tailandia. La sintomatologia en los
organismos enfermos fue una coloracién rosa o rojiza del cuerpo, con manchas
blancas en el interior del exoesqueleto en el cefalotérax. Las observaciones al
microscopio electrénico de transmision (MET) mostraron viriones cilindricos o

elipsoidales (Asian Shrimp Culture Council 1994). Wongteerasupaya et al. (1995)
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denominaron informalmente SEMBV (Baculovirus ectodérmico y mesodérmico
sistémico) por el origen de los tejidos infectados, perteneciente al género Non-
occluded baculovirus (NOB). Las caracteristicas patoldgicas de éste, son la necrosis
en tejidos derivados de ecto y mesodermo, pero sin la formacién de los cuerpos de
inclusion Cowdry tipo A. Los viriones de SEMBV miden 276+121 nm,
nucleocldpside de los viriones completos de 201 + 89 nm, capsides vacias de 302 +

85 nm.

Inouye et al. (1996) describen mortalidades en masa del camar6n kuruma Ma
Jjaponicus. El agente etioldgico lo describen como viriones de forma oval, con una
nucleocépside cilindrica parcialmente lenticular, de 86 x 363 nm dentro de una
envoltura. El virion maduro de 404 x 152 nm. El genoma viral fue identificado como
ADN no segmentado de doble cadena, aproximadamente de 163 kilopares de bases.
Con esta base, sugiere que sea ordenado dentro de los Baculoviridae, subfamilia
Nudivaculovirinae. Redesigna al virus como PRDV (Penaeid rod-shaped DNA virus,
anteriormente RV-PJ) y sugieren denominar a la enfermedad PAV (viremia aguda de

los peneidos).

(Takahashi et al. 1996) consideran que RV-PJ fue importada por Japodn,
originalmente de una poblacién de Ma japonicus de China, desarrollaron un estudio
para purificar y amplificar un fragmento de ADN del RV-PJ y aplicar la técnica de
PCR para el diagndstico no solo de RV-PJ en Ma japonicus, sino también para el
SEMBYV de P. monodon, debido a que estas enfermedades presentan signos clinicos
similares causados por un virus baciliforme, no ocluidos, ocasionando serias pérdidas
econdmicas en los cultivos asidticos. Purificaron particulas virales a partir de tejidos
infectados con RV-PJ y por separado, con SEMBV. Extrajo el ADN gendémico y
efectud digestiones con Eco RI/Hind III. Insertando los fragmentos en el sitio Eco
RI/Hind III del pldsmido pGEM 3zf (+) y con los pldsmidos recombinantes
transforma Escherichia coli XL1-BlueMRF ademads emple6 la clona Pjb79, con un
inserto de 889 pb para disefiar un par de iniciadores. De acuerdo a la secuenciacion
realizada y a las reacciones de prueba, el producto amplificado mide 643 pb. Los
iniciadores disefiados fueron probados con tejido del 6érgano linfoide infectado con
RV-PJ y SEMBYV, los cuales sirvieron como templado, concluyendo que ambos

estdn estrechamente relacionados, ademds de que causan el mismos cuadro clinico,
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compartiendo 6rganos blanco e histopatologia, excepto por la formacién de cuerpos

de inclusion.

Un integrante mds del complejo, denominado baculovirus asociado al sindrome
de la mancha blanca (WSBV) fue aislado del camarén tigre P. monodon. Esta cepa
se utiliz6 para desarrollar una herramienta diagndstica por Lo et al. (1996) para la
deteccion del WSBV y otros agentes infecciosos relacionados, purificaron los
viriones y extrajeron el ADN para la construccion de bibliotecas gendmicas.
Disefaron dos pares de iniciadores especificos, con los cuales amplifican productos
de 1447 pb y un segundo producto de 941 pb. Consideran que este estudio constituye
una buena herramienta para estudios comparativos de otros baculovirus no ocluidos,
tales como el RV-PJ de Japon; HHNBYV de China; SEMBYV de Tailandia y WSBV de
Taiwan, emplearon iniciadores especificos para amplificar el ADN gendémico del
camar6n para monitorear la contaminacion del ADN de camarén en las
preparaciones de ADN gendémicas de WSBV. Con este objetivo diseflaron un par de
iniciadores a partir de una region altamente conservada de la secuencia 18 S RNA de
los decdpodos, basada en las secuencias publicadas por (Kim y Abele (1990). Con
estos iniciadores el ADN de camarén produjo un producto de PCR de 848 pb,
correspondiente a las secuencias 352— 1200 de la subunidad 18 S rRNA de

Farfantepenaeus aztecus.

4.5 Morfologia de WSSV y sintomatologia del hospedero

Park y Lee (1996) estudiaron una enfermedad masiva ocurrida en Penaeus
orientalis 'y Farfantepenaeus chinensis cultivados en Corea. Las caracteristicas
patoldgicas de esta enfermedad, en infecciones naturales y experimentales, fue la
coloracion rojiza del cuerpo y manchas blancas en el interior del caparazon.
Histopatoldgicamente se observd necrosis del 6rgano linfoide, degeneracién y
necrosis del epitelio epidémico e intestino anterior, con los cuerpos de inclusién
amofilicos a basofilicos en epitelio y branquias. Al microscopio electrénico de
transmision se observaron particulas virales con envoltura, no ocluidas, en forma
elipsoidal o de varilla, en el interior de los niucleos de células linfoideas e

intersticiales del hepatopédncreas. El tamafio de los viriones fue de 375 x 167 nm y la
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nucleocdpside 290 x 75 nm. Consideraron que el agente etioldgico estudiado en
casos de Corea es similar a los baculovirus asociados con el sindrome de la mancha

blanca (WSBYV) ocurridos en Taiwan.

El histotropismo de la infeccion por WSBV en hospederos silvestres, P. monodon
fue analizado por Lo ef al. (1997) en 16 partes disectadas: pleépodos, branquias,
estbmago, musculo abdominal, hemolinfa, intestino medio, corazén, pereiépodos,
6rgano linfoide, integumento, tejido nervioso, hepatopdncreas, testiculos, ovario,
espermatoforos y tallo ocular. En todos los tejidos y 6rganos estudiados se observo
replicacién viral. Por primera vez, los estudios de hibridacion in situ y microscopia
electrénica de transmision (MET) mostraron evidencia del WSBV en 6rganos
reproductores. Sin embargo, no observan huevos maduros infectados, considerando

que estos fueron eliminados por el virus antes de la maduracion.

En 1998 se reportd un brote epizodtico viral en cultivos de Fe chinensis de Corea.
El agente causal se identific6 como un virus similar al WSSV de Taiwan, con base
en los signos clinicos y a la morfologia viral al MET (375 x 167 nm y la
nucleocdpside de 290 x 75). Consideraron que este diferia morfolégicamente al RV-
PJ estudiado en Jap6n. Sin embargo, sintetizaron iniciadores para separar un
producto de PCR de 643 pb con una secuencia idéntica a la de RV-PJ. Concluyendo

que el agente Coreano combina caracteristicas de WSSV y RV-PJ.

4.6 Severidad y hospederos

Uno de los principales portadores silvestres de WSSV es Macrobrachium
roserbergii, fue estudiado por Peng ef al. (1998), quienes observaron las manchas
blancas en el exoesqueleto, y seleccionaron ejemplares infectados en forma natural
por PCR. Los productos amplificados fueron similares a los de P. monodon y la
comparacion de los perfiles de restricciéon con Hae 111, Hpa I, Rsa 1y Sau 3 Al, no
revelaron diferencias. Un homogeneizado de los tejidos infectados de P. monodon
fueron inoculados a larvas y postlarvas de M. rosenbergii sanos. Después de dos

dias, algunos de los especimenes muertos fueron positivos para WSBV.

Otros hospederos silvestres estudiados, pero negativos a la infeccién por WSSV
son Exopalemon orientalis, Trachypenaeus curvirostris, P. merguiensis,

Macrobrachium sp y Procambarus clarkii. Las jaibas Calappa lophos, Portunus
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sanguinolentus, Charybdis granulata y C. feriata tampoco presentaron infeccion
natural, al igual que las langostas Panulirus ornatus, P. versicolor, P. longipes y P.
penicillatus, colectadas de las costas de Taiwan. Al inicio los casos positivos de
WSSV fueron detectados en camarones marinos de las cuatro especies mayores de
cultivo, P. monodon, Ma japonicus, Fe penicillatus y Metapenaeus ensis (Wang et
al. 1998), sin embargo en el laboratorio se ha demostrado la capacidad de los
cangrejos Scylla serrata, Sesarma sp y Uca pugilator como portadoras del WSSV.
Kanchanaphum et al. (1998) infectaron experimentalmente a estos hospederos
manteniendo la infeccién viral hasta por 45 dias sin que desarrollaran un cuadro
clinico de la enfermedad. Todas ellas transfirieron la enfermedad via agua a P.
monodon. Estos estudios demuestran que los cangrejos son un problema real en los
sistemas de cultivo. Otros reservorios potenciales que han sido identificados
mediante estudios experimentales son la jaiba de la arena Portunus pelagicus, Scylla
serrata y el krill Acetes sp., los cuales son capaces de transportar el agente infectivo
y persistir por largos periodos en el medio ambiente de las granjas camaronicolas

(Supamattaya et al. 1998).

Debido a la diversidad de aislados que se reportan de WSSV, Kasornchandra et
al. (1998) analizaron aislados virales de epizootias ocurridas en seis diferentes paises
por histologia, MET y PCR. Para aplicar la ultima técnica, disefiaron los iniciadores
102F1 y 102R1. Los cambios histopatologicos en su totalidad fueron similares,
caracterizados por degeneracion celular, hipertrofia nuclear y marginacién de la
cromatina en los tejidos de origen ectodérmico y mesodérmico, con la presencia de
cuerpos de inclusion Cowdry, tipo A. Al MET se observa similitud en tamafio y
morfometria de los seis diferentes aislados. Por PCR, los aislados de Indonesia,
Tailandia y Malasia produjeron un producto amplificado de 520 pb, pero con los
aislados de Japon, China e India se presentaron productos de peso molecular mayor a
lo esperado. Por ello consideraron que probablemente se trate del mismo tipo de

virus.

Sudha et al. (1998), registraron que habia tres tipos diferentes de epizootias en la
India, asociadas al WSSV en los cultivos de camarén P. monodon 'y Fe indicus. En el
Tipo I (aguda o subaguda), con nivel de severidad de infeccion en tejidos moderada a
alta, las mortalidades mas significativas ocurrieron dentro de los primeros 7-10 dias,

y los camarones afectados presentaron manchas blancas en el caparazén como
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principal signo clinico. En el Tipo II (preagudo), los camarones afectados mostraron
coloracidn rosada, el nivel de severidad de los tejidos fue muy alto y las mortalidades
en masa ocurrieron en los 2-3 dias. El Tipo III (crénico) presentd baja severidad a los
tejidos, con las manchas blancas o coloracién rosada ausente. Las mortalidades se
presentaron entre los 15 a 28 dias, pero escasas. La forma preaguda fue mas comin
en los juveniles, mientras que la forma aguda a subaguda y crénica fueron mas
comunes en los subadultos y adultos. Las formas agudas y subagudas se observaron
en el 60 % de las epizootias., mientras que la forma crénica y preaguda se

observaron en el 30 y 10 % de los brotes, respectivamente.

4.7 Diseminacion de WSSV en América

Los primeros casos diagnosticados de WSSV en el Hemisferio Occidental,
ocurrieron casi simultdneamente en octubre y diciembre de 1995 en granjas de
Litopenaeus setiferus cultivados en Texas y Carolina del Sur, EUA (Frelier, PF,
Dept. of Veterinary Pathobiology, The Texas Veterinary Medical Center, Texas A &
M University, College Station, Texas, USA, com. pers.; Lightner, 1996). Mediante
ténicas histopatoldgicas fue diagnosticado y posteriormente confirmado por
hibridacién y PCR (Nunan y Lightner 1997). El tercer caso de WSSV fue registrado
en acociles como P. clarkii, Orconectes punctimanus y Procambarus spp., en el

Zoologico Nacional en Washington, DC. (Lightner et al. 1997).

Debido al enorme impacto econdmico causado a la industria camaronicola
Asidtica, en el periodo de 1992 a 1998 y a los primeros focos epizodticos ocurridos
en los Estados Unidos de América, se realizaron inoculaciones experimentales con
las cepas asidticas del WSSV en peneidos americanos con el objeto de conocer el
efecto patolégico o bien, la susceptibilidad de estos hospederos a la infeccidn.
Durand et al. (1996) aislaron el agente de la enfermedad referida como WSS y
WSBYV infectando experimentalmente a Litopenaeus vannamei y Litopenaeus
stylirostris con un homogeneizado de P. monodon infectado proveniente de
Tailandia. Al MET, los viriones midieron 350 nm de longitud y 130 de ancho. Las
nucleocdpsides oscilaron de 300 a 420 nm de longitud y 70-95 de ancho y muestran
una superficie segmentada en la superficie, describieron también la presencia de
particulas unicas que no habian sido observadas anteriormente y las nucleocapside

fue de (400 x 120 nm), obtuvieron fragmentos de digestién con la enzima Eco RI
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para efectuar la clonacién de una parte del genoma. Caracterizaron cuatro de estos
fragmentos y los utilizaron como sondas no radioactivas, etiquetdndolas con Dig-11-
dUTP. Las sondas asi preparadas, hibridaron con el material localizado en los
nicleos de los tejidos infectados, como son el tejido conectivo, tejido epitelial,

musculo y tejido nervioso, incluyendo también, los hemocitos.

La presencia del virus asidtico, WSSV, en Texas, EUA, plantea la incégnita de
cémo se introdujo el virus al Hemisferio Occidental. La diseminacién de virus
exoticos historicamente se atribuye a la introduccion de animales enfermos, como
sementales, en dreas libres de infeccion; aves que actian como vectores y transportan
al agente infectivo; asi como la importaciéon y procesamiento de productos
alimenticios congelados (United States Department of Commerce, 1997). El ultimo
mecanismo es el mds importante, debido a los elevados volumenes de alimento
congelado, que son importados a los EUA. Este pais, en 1995 import6 118 888 869
kg de camardn provenientes de seis exportadores asidticos: China, India, Tailandia,
Vietnam, Indonesia y Filipinas. De este volumen, el producto congelado, constituy6
el 97 % de todo el camarén importado (United States Department of Commerce,
1997). El producto recibido, por lo comin es re-empaquetado y procesado en las
plantas situadas en las costas. Los desechos sélidos y liquidos de estas plantas son
desechados al mar sin un tratamiento previo. De acuerdo a los andlisis efectuados por
Nunan et al. (1998), los ensayos de infectividad, MET y PCR, han demostrado que
los virus WSSV y YHV son detectables e infecciosos en las importaciones de

producto congelado.

Lightner et al. (1998) realizaron otros estudios en otras especies de peneidos
americanos como hospederos experimentales de WSSV y YHV, utilizando
postlarvas y juveniles de Fa aztecus, Fa. duorarum, L. setiferus y L. vannamei
fueron inoculadas con tejidos infectados por los virus, provenientes de Asia. Los
retos en las postlarvas de L. setiferus y L. vannamei, resultaron en infecciones
severas, mientras que en Fa aztecus y Fa duorarum fueron menos severas. En los
juveniles el virus WSSV causé mortalidad acumulativa del 100 % en L. setiferus y L.
vannamei. En Fa aztecus, se determind una infeccion moderada, con mortalidad
acumulativa del 27 %. Sin embargo, en Fa duorarum no se presentaron signos de
infeccion y la mortalidad acumulativa fue del 0 %. El YHV, en cambio, caus6

mortalidades severas en los juveniles de las cuatro especies. La virulencia de seis
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aislados geogréficos de WSSV en las postlarvas de L. vannamei y juveniles de Fa
duorarum fue comparada por Wang et al. (1999) quienes reconocieron al WSSV
como uno de los patégenos mds importantes de camardn, extendiéndose en la
mayoria de los paises Asidticos donde se cultiva el crusticeo, asi como en el Golfo
de México y el Sureste de los EUA. Compararon los aislados originarios de China,
India, Tailandia, Texas, Carolina del Sur y el aislado de cangrejos cautivos del
Zoolégico Nacional de los EUA. En el estudio, los hospederos experimentales fueron
inoculados con tejidos infectados. Las infecciones resultantes fueron confirmadas por
histologia. La mortalidad acumulativa de L. vannamei alcanz6 el 100 % después del
reto con cada una de los seis aislados geogréaficos de WSSV, en el cual, el aislado de
Texas, sin embargo, caus6 mortalidad mds rapida que los otros aislados. En un
marcado contraste, la mortalidad acumulativa en Fa duorarum alcanzdé del 35 al 60%
con los diferentes aislados. En éste, el aislado de Texas fue también el mas virulento.
En conclusién, la virulencia varia entre cada aislado geogrifico de WSSV vy la

susceptibilidad varia con la especie y estadio de los hospederos.

En el periodo de febrero a marzo de 1999, se registraron los ultimos casos de
epizootias de camarones marinos debido a WSSV en Nicaragua, Guatemala y
Honduras. Los primeros registros se originaron en Honduras, a mediados de enero,
observdndose a los camarones con estrés y un cuadro parecido al sindrome de Taura.
Lo inusual de este signo fue que el cultivo afectado en su mayoria fue L. stylirostris.
Cabe senalar que el origen de la larva en los cultivos afectados era silvestre. Por su
parte, la larva de laboratorio L. vannamei fue afectada en un grado mucho menor.
Este reporte, constituye el primer registro del WSSV en las costas del Pacifico del
Continente Americano, pues los registros anteriores estaban limitados a los
organismos silvestres y cultivados del Golfo de México (Deli Group-Ecuador and
Aquaculture Fonseca-Honduras, 1999).

Durand et al. (1997) reportaron la ultraestructura de un aislado tailandés de
WSSV originario de P. monodon, inoculdndolo en L. vannamei y L. stylirostris. Al
MET, los viriones fueron observados de forma cilindrica, con una extension apical
de la envoltura, la nucleocépside cilindrica, con extremos asimétricos y apariencia
segmentada. Indicaron que la morfogénesis viral inicia con la formacién de
membranas de novo en el nucleoplasma y por la elaboracién de tibulos largos,

segmentados, vacios. Estos tibulos se rompen después en fragmentos para formar las
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nucleocédpsides vacias, después de eso las membranas envuelven la cdpside, dejando
una extremidad abierta. Las nucleoproteinas, que tienen una apariencia filamentosa,
entran a la cdpside a través del extremo abierto, cuando el core estd completamente
formado, la envoltura se cierra en el extremo abierto y forma la cola apical del virién

maduro.

4.8 Ensayos experimentales de infectividad

Transmisiones experimentales del virus en acociles de rio, han sido demostradas
usando hemolinfa de Penaeus chinensis infectando a C. quadricarinatus, por Shi et
al. (2000), de P. monodon a P. leniusculus (Jiravanichpaisal et al., 2001), de P.
monodon a Cherax destructor albidus por Edgerton (2004), de rotiferos a P. clarkii
posiblemente via transmision mecdanica preferible a la transmision biolégica
verdadera (Yan et al., 2007), ademds Du et al. (2007) sugieren que la replicacion del
virus en P. clarkii es tan exitosa que puede ser usada como un método biolégico para

amplificar particulas virales para estudios subsecuentes.

Tang y Lightner (2001), investigaron la especificidad y sensibilidad de camarones
peneidos a WSSV mediante inoculaciones con el virus y realizaron pruebas de PCR
en tiempo real para determinar el monto de la infeccién. Asi mismo desarrollaron
RT- PCR en tiempo real para determinar sindrome de Taura (TSV) y virus de la
cabeza amarilla (YHV). El ensayo de especificidad fue determinado usando virus
como templado en un PCR en tiempo real. Los resultados dieron valores del Ct de 40
para ADN, otros baculovirus, (BP y MBV) y dos parvovirus de camarén (IHHNV,
HPB). Los iniciadores reaccionan a varios aislados de WSSV (China, Sur de
Carolina, Texas, India) y dieron sefiales fuertes de amplificacion de estas muestras.
El amplicon de WSSV de 69 pares de bases generado por PCR fue clonado y
designado como pWSSV-1. Se determiné una sensibilidad de 4 copias cuando se us6
una serie de concentraciones del estindar. Para estos experimentos se utilizaron
juveniles de P. stylirostris en infecciones experimentales contenian 1.3x10” a 9x10"
copias de WSSV en las muestras de pledpodos. En P. monodon colectados de
Indonesia también se detecté infeccién con niveles de 2.1x10° copias/g de DNA. Se
analizaron varios tejidos infectados de L. vannamei para medir cantidades de WSSV,
el resultado demostré que la hemolinfa contenia el mayor nivel de WSSV comparada

con branquias y pleépodos.
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Unzueta et al. en (2003) estudiaron la susceptibilidad de Litopenaeus schmitti y
C. quadricarinatus al virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV), utilizaron a
L. vannamei como especie de referencia positiva para estas infecciones virales.
Encontraron que la susceptibilidad fue significativamente mayor en L. vannamei que
en C. quadricarinatus. En andlisis histologico demostraron la presencia de los
cuerpos de inclusion caracteristicos de las infecciones con WSSV en las tres especies

de crustaceos.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Prevalencia de WSSV en organismos de la especie C. quadricarinatus

cultivados en granjas del estado de Tamaulipas

En el siguiente diagrama metodoldgico para la prevalencia de WSSV en granjas
de cultivo de C. quadricarinatus se describe la secuencia de la metodologia utilizada
en ésta fase de la investigacion, que consisti6 en la busqueda de organismos positivos
para obtener la prevalencia del virus, y posteriormente se realizd trabajo de
laboratorio sobre las muestras que resultaron positivas, hasta llegar a secuenciar el

fragmento de ADN perteneciente al genoma viral mediante métodos moleculares.

Tabla 2.- Diagrama metodologico sobre la prevalencia de WSSV en C.

quadricarinatus.

Muestreo de 2 granjas en
Tamaulipas

Extracciéon de hemolinfa vy
traslado al laboratorio en citrato
de sodio 10X concentracién 1/1.

Refrigerada Andlisis de
‘ secuencia de los
fragmentos de ADN
— de WSSV obtenidos
de las pruebas
‘ positivas por PCR

Andlisis de las muestras por PCR

Determinar la prevalencia de
estanques positivos
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5.1.1 Monitoreo de la presencia de WSSV en C. quadricarinatus cultivado en
granjas

Durante el 2007, se muestre6 dos veces la granja de cultivo de C.
quadricarinatus “A” y una vez la granja de cultivo “B”, con el fin de monitorear la
presencia del WSSV en el acocil australiano en ambas granjas ubicadas en
Tamaulipas. Para lograr este objetivo se monitoreo de 7 a 10 estanques
seleccionados (5 estanques con cultivo de machos y 5 estanques con hembras) y en

cada uno se recolecté 10 organismos con un peso promedio de 18 g (Fig. 2).

Figura 2.- Cultivo del acocil australiano C. quadricarinatus de una granja de

Tamaulipas.

Los acociles exéticos fueron cosechados manualmente del fondo del estanque y
dentro de los “barroblock” que se usan para proveer refugio a estos. A cada ejemplar
se les extrajo hemolinfa in situ y se mezclé con citrato de sodio 10X, concentracién
1/1. Estas muestras de hemolinfa se trasladaron en hieleras con hielo al laboratorio,

para ser procesadas inmediatamente para lograr extraccion del ADN.
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Figura 3.- Toma de muestra de hemolinfa en acociles de la especie C.

quadricarinatus.

5.1.2 Métodos de extraccion de ADN viral utilizados para las pruebas por PCR.

5.1.2 A High Pure PCR Template preparation (Kit, Roche, Cat. 1796828).

En un tubo eppendorf de 1.5 ml se depositaron 200 pl del purificado viral y se
adiciond una cantidad igual de amortiguador de unién y 40 pl de proteinasa K,
posteriormente se mezcld e incubd a 72 °C por 10 min. Posteriormente, se agregd
100 pl de isopropanol, se homogeneizé y se vacié al tubo filtro previamente
ensamblado a su tubo colector, para ser centrifugado a 8,000 rpm., por 1 min. El
filtrado fue descartado junto con su tubo colector y se ensamblé uno nuevo para
adicionarle 500 ul de amortiguador inhibidor, se centrifugd a 8,000 rpm por 1 min, se
descarto el filtrado y el tubo colector, se ensambl6 uno nuevo para adicionarle 500 pl
de amortiguador de lavado, se centrifugé a 8,000 rpm., por 1 min (este paso se
repitié una vez mads). Para eliminar el amortiguador de lavado residual se centrifugd
a 14,000 rpm, por 10 seg, y el tubo colector fue descartado y se colocé en un tubo de
reaccién para adicionar 50 pl de amortiguador de elusion precalentado a 55 °C y
centrifugado a 8,000 rpm por 1 min. El ADN diluido fue conservado a —20 °C, para

su uso en las reacciones para PCR.
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5.1.2 B Extraccion de ADN por buffer de lisis. KIT 1Q2000

Se colocd 200 pl de hemolinfa en un tubo de 1.5 ml. Se agregd 500 ul de buffer
de lisis al tubo y se homogeneizé. Posteriormente la muestra fue incubada a 95°C por
10 minutos y centrifugada a 12000 g (12000 rpm r= 5-7 cm) por 10 minutos. Se
utilizaron 200 pl de la solucion clara de arriba fue transferida a un tubo nuevo de 1.5
ml con 400 pl de etanol 95%. Se mezclod y centrifugd a 12000 g por 5 minutos, fue
decantado el etanol y secada la pastilla. Por ultimo se disolvié la pastilla en agua bi

destilada ddH,O o en buffer TE (EDTA 1 mM, Tris-HCI 19 mM).

5.1.3 Amplificaciéon del ADN mediante la técnica de PCR

Para el diagndstico de WSSV por la técnica de PCR punto final para la
deteccidon de WSSV en condiciones de cultivo, se utilizaron iniciadores incluidos
dentro de los kits utilizados (DiagXotics e 1Q2000), en el caso de PCR en tiempo real
se utiliz6 los iniciadores de 69 pb (Tang y Lightner, 2004), se muestran en las tablas
posteriores, se usaron dos controles, uno positivo y otro negativo para verificar los
posibles falsos positivos y comprobar la ausencia de contaminacion en las
reacciones.

Para la deteccién del virus de la mancha blanca se utilizé tanto el kit (IQ 2000™
System Kit, Farming Intelligene Technology Corporation Inc., Taiwan) como el kit
regular de DiagXotics. El sistema de deteccion de 1Q2000 consiste de un PCR
anidado que estd considerado como uno de los més efectivos, como herramienta de
diagndstico para estos patdgenos, por su sensibilidad y especificidad, ya que es capaz
de diferenciar 4 niveles de infeccion; muy ligera, ligera, media y severa. En las tablas

2 A y B se presentan las dos reacciones del PCR anidado.

Tabla 3.- Mezclas de reacciéon para PCR anidado (kit 1Q2000).

Mezcla de reactivos primera reaccion

Reactivo Volumen para una reaccién (pl) Concentracion final
Primera mezcla 7.5
Taq Polimerasa 0.5 20/ul
ADN 2
Volumen total 10
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Mezcla de reactivos segunda reaccion

Reactivo Volumen para 1 reaccion (ul) Concentracion final
Segunda mezcla 14

Taq Polimerasa 1 2U/ul

ADN 2

Volumen total 17

U/ul= unidades por microlitro

Debido a que se usaron Kkits en los cuales estan estandarizadas las cantidades
de la mezcla completa que contiene los iniciadores, reactivos para PCR y la enzima
polimerasa no es posible determinar la concentracion de la mezcla, solamente nos

proporciona la concentracion de la enzima.

Tabla 4.- Programas de termociclado para cada una de las reacciones de PCR.

Programa de termociclado para la primera reaccion

T°C Tiempo (seg) No. de ciclos
94 30

62 30

72 30 5

94 15

62 15

72 20

72 30

20 30

4 constante

Programa de termociclado para la segunda reaccion

T°C Tiempo (seg) No. de ciclos
94 20
62 20
72 30 25
72 30
20 30 1

4 Tiempo indefinido
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Las amplificaciones utilizando el kit regular de DiagXotics que consiste de una
perla que contiene los reactivos, en la que solamente se debe adicionar los

iniciadores, agua y el ADN templado, se realizé como se indica en la Tabla 4.

Tabla 5.- Mezcla de reaccién y programa de termociclado para PCR con el kit de

DiagXotics.

Mezcla de reaccion

Reactivo Volumen para 1 reaccion (ul) Concentracion

1 perla (contiene reactivos)

ADN molde 2
Iniciador F 1 S uM
Iniciador R 1 S5 uM
Agua 21
Total de la reaccion 25

Programa de termociclado

Temperatura °C Tiempo (seg) No. de ciclo
95 2 min 1
94 30
60 30
72 60 15
72 7 min
4 Tiempo indefinido

5.1.4 Electroforesis de los productos de PCR

Para la visualizacién de los productos de PCR se realizé electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% en buffer TBE 1X (3.504 gr de 4cido bérico .216 M, 14.0264 Tris
HCI1 2.210 M, 2 ml de EDTA .2 M, aforar con agua para completar 1 L) a un
voltaje de 100 6 en buffer SB 1X (.4 gr de hidréxido de sodio .01 M, 2.25 gr de
acido borico 0.04 M, aforar con agua para completar 1 L) a un voltaje de 150-200

volts o en geles de poliacrilamida al 8% en buffer TBE 1X a 100 volts.
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5.1.4.1 Preparacion de geles de poliacrilamida

Se prepararon geles de poliacrilamida al 8%. Se colocaron dentro de la cdmara
de electroforesis conteniendo TBE 1X. En un papel encerado se colocaron 2 ul de
buffer de carga (0.25% (p/v) azul de bromofenol, 0.25% (p/v) xilencianol, 30%
(v/v) glicerol). Se tomaron de 7 a a 10 ul y se mezclé con el buffer de carga de
cada uno de los productos de PCR de la segunda reaccién se depositaron en cada
orificio del gel de poliacrilamida, cargando en un orificio del mismo gel el
marcador de peso molecular (bioline) de 100 a 1000 pb. Se dejé correr la
electroforesis aproximadamente de a 80 min con un voltaje de 100 V. Después, se
tifieron los geles en bromuro de etidio (0.5 pg/ml) por 3 minutos y se enjuagaron
con agua destilada. Posteriormente fueron visualizados en un transiluminador
Marca Spectroline Modelo TC-254R. Por ultimo se tomé fotografias a los geles
con una cdmara digital (Marca Sony modelo Cyber-Shot) para documentar los

resultados guardando las fotografias con la descripcion correspondiente.

5.1.4.2 Preparacion de geles de agarosa

Los productos de PCR fueron fraccionados en geles de agarosa al 1.5% (p/v), con
Buffer SB aplicando un voltaje de 200 V. En los geles se cargé 5 ul del producto de
PCR mds 1 pl de buffer de carga (0.25% (p/v) azul de bromofenol, 0.25% (p/v)
xilencianol, 30% (v/v) glicerol). Después se tifieron los geles con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml) y se enjuagaron con agua destilada, se analizaron mediante fotografia

tomadas con cdmara digital (Sony) y adaptada con filtro para luz ultravioleta.

5.2 Analisis estadistico

La prevalencia de WSSV en Cherax quaricarinatus se calcul de acuerdo a la

siguiente férmula.

Prevalencia = | Numero de estanques+ | X 100
Numero de estanques-
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5.3 Secuenciacion de un fragmento de ADN del virus aislado del genoma de
WSSV

5.3.1 Purificacion de ADN viral a partir de un gel de agarosa (QIAquick Gel
Extraction Kit)

A partir de los fragmentos amplificados mediante PCR, se cort6 la banda de ADN
del gel en agarosa al 2% con una navaja de bisturi nueva. El gel fue colocado en un
tubo Ependorff, se adicion¢ tres volimenes de buffer QC a un volumen de gel, Ej.:
300 pl de QC por cada 100 mg de gel, para geles de agarosa de mds del 2% se tienen
que agregar 6 volumenes de buffer QC. La méxima cantidad de gel por columna es
de 400 mg. Para cortes de mas de 400 mg se utiliz6 mds de una columna.
Posteriormente se incubaron las muestras a 50 °C por 10 minutos (hasta que el gel
estuvo disuelto), mezclando por vortex cada 2-3 minutos durante la incubacion.

Después se disolvidé completamente el gel, el color de la mezcla debe ser amarillo.
En los casos que la coloracion resulto naranja o violeta, se adicion6 10 pl de acetato
de sodio 3 M, pH 5.0 y se mezcld. El color se torn6 amarillo. Se adicion6 1 volumen
de isopropanol a la muestra y se homogeneiz6. Seguido de esto se colocd una
columna en un tubo de 2 ml. El mdximo volumen de una columna es de 800 pl. Se
aplicaron las muestras en la columna y centrifugé por 1 minuto. El sobrenadante fue
descartado y ensamblado de nuevo la columna en el tubo de coleccion. Para lavar se
adicionaron 75 ml de buffer PE a la columna y se centrifugé por 1 minuto. La
columna fue incubada a temperatura ambiente 2-5 minutos después del buffer, antes
de centrifugar. El fluido fue descartado y centrifugado por 1 minuto a 13 000 rpm
(17900x g). Se coloco la columna en un tubo de centrifuga de 1.5 ml. Para eluir el
ADN vy luego adicionar 50 pl de buffer EB (Tris-HCI 10 mM, pH 8.5) o agua al
centro de la membrana y se centrifugd por 1 minuto. Para aumentar la concentracién
de ADN se adicion6 30 pl de buffer de elusion al centro de la membrana, se dejo la

columna 1 minuto para luego centrifugarl minuto. Obtencién del ADN eluido.
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5.3.2 Ligacion, transformacion y clonacion del fragmento de ADN en el vector
TOPO pCR4R-TOPO de 3954 pb

Para la reaccién de clonacién, los reactivos fueron mezclados, incubando 5
minutos a temperatura ambiente, posteriormente fue colocada la reaccién en hielo o
en su defecto se puede dejar toda la noche a -20 °C. Se agregd 2 ul de la reaccion
anterior un vial con E. coli quimicamente competente One Shot, mezclando sin
pipetear. Esta mezcla fue incubada en hielo 5 min para luego someterse a choque
térmico por 30 seg., a 42 ° C, la cual fue transferida a hielo agregando 250 pl de
medio de cultivo SOC. Los tubos fueron colocados en el agitador a 37 °C por 1 h.
Después, se transfirieron 25-200 pl a las cajas con el medio de cultivo LB,
adicionado de ampicilina (50 pg/ml), incubdndose 16 h a 37 °C. Al término de la

incubacidn, se observaron las colonias transformantes.

5.3.3 Seleccion y analisis de clonas TOPO10 positivas

Con un palillo de madera estéril se tom6 por separado una muestra de cada
colonia crecida sobre agar y se resembrd en cajas cuadriculadas con agar LB con 50
png/ml de ampicilina. Cada colonia fue debidamente identificada en la cuadricula y se
incubaron a 37 °C por 24 h. El procedimiento anterior se realizé pero las resiembras
fueron en tubos con 3 ml de caldo LB adicionado con 50 pg/ml de ampicilina,
identificando cada tubo con la correspondiente cepa en la cuadricula y se incubaron a
37 °C por 24 h con agitacion constante de 250 rpm. De cada uno de estos cultivos
liquidos se guardaron alicuotas de 1 ml a —70 °C (850 pl del cultivo +150 pl de

glicerol estéril).

5.3.4 Identificacion de bacterias recombinantes mediante PCR con iniciadores

especificos del fragmento clonado

De cada cepa sembrada en caldo LB, se tom6 1 ml y se realiz6 una extraccion de
DNA plasmido (miniprep) (Sambrook J., 1989). Se realiz6 una reacciéon de PCR
utilizando los iniciadores especificos del fragmento clonado, asi como las

condiciones de PCR establecidas para dicho juego de iniciadores.
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RO4 TOPO°
3956 bp

Figura 4.- Vector de clonacion TOPO pCR4R—TOPO de 3954 pb.

En la tabla 6 se presenta la mezcla de reactivos realizada para hacer la ligacion del

producto de PCR fresco con el vector de clonacion.

Tabla 6.- Reaccidn de clonacion TOPO.

Reactivo Volumen (ul)
Vector de clonacion 1
Producto de PCR fresco 4
Solucién salina 1
Volumen final 6

5.3.5 Purificacion del plasmido (Mini Prep. QIAGEN)

Se obtuvo una pastilla a partir de dos centrifugados del cultivo, con un volumen
de 1,500 ml cada uno a 300 rpm. La pastilla bacterial fue resuspendida en 300 pl de
buffer P1. Se agrego 300 pl de buffer P2, se mezclo e incubo a temperatura ambiente
por 5 minutos. Posteriormente fue adicionado 300 pul de buffer P3 e incubd en hielo
por 5 minutos. La mezcla fue centrifugada a maxima velocidad (10000-13000 rpm)
por 10 minutos y fue colectado el sobrenadante (se guardd 50 pl para un gel). Se
equilibr6é una columna QIAGEN Tip 20 para aplicar 1 ml de buffer QBT y vaciar la

columna por gravedad.
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Se aplico el sobrenadante (50 pl) a la columna, se dejo que entrara a la resina por
gravedad. La columna se lavé con 1 ml de buffer QC por 4 veces.

Posteriormente se diluyd el ADN con 800 ul de buffer QF (Se puede guardar 50
ul del eluido para un gel). Se precipité el ADN con .7 voliumenes (0.56 ml por 0.8 ml
de volumen de elusién) de isopropanol a temperatura ambiente. Se centrifugd a
10000 rpm por 30 minutos y se decant6 cuidadosamente el sobrenadante. Se lavo el
ADN con 1 ml de etanol al 70%, se sec6 al aire por 5 minutos y se suspendié en un
volumen de 60 pl de buffer.

Se dejo secar al aire 15 minutos. Por ultimo se hidrata el DNA en un volumen de

60 pl.

5.3.6 Analisis de Secuencia

Se cuantifico el ADN plasmidico wssv401-TOPO seq en un Espectrofotrometro
Nano Drop Modelo: ND-1000. Se realizaron 2 lecturas y se obtuvo el promedio en
nanogramos/yl el cual fue de 21.4 ng/pl

Con base al resultado de la cuantificacion se procedid a preparar el coctel de
reaccion de PCR para secuencia usando la cantidad de ADN recomendada por el
manual del fabricante, posteriormente se procedié a secuenciar el fragmento de 401
pb de WSSV en TOPO-seq.

Para el analisis de secuencia se utiliz6 el equipo (3100-Avant Genetic Analyzer.
(AB Applied Biosystems). Primero se realiz6 un PCR para secuencia con los
siguientes componentes y cantidades para cada reaccion: se utiliz6 una mezcla de
reactivos del kit (BigDyeR Terminador v3-1 Cycle Sequencing Kit) especial para
secuencia de Aplied Biosistems en una concentracion 2X. Se utilizé 128.4 ng/ul de
ADN plasmidico, usando el iniciador T3 provisto en el kit TOPO TA Cloning Kit for
Sequencing en una concentraciéon de 200 ng por reaccion, buffer del kit (cantidad
recomendada por el fabricante) y agua para completar una reaccion de 20 pl.

En la tabla 7 se registra las cantidades de los reactivos utilizados y las
concentraciones finales en la mezcla, de igual forma se registraron las temperaturas

incluidas en el programa de termociclado.
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Tabla 7.- PCR para secuencia.

Mezcla de reaccion

Reactivo Volumen (ul) Concentracion final
Big Dye v3.1 4 2X
Buffer 4 10X
Iniciador T3 1 5 um/mM
ADN clonado 6 100 ng/pl
Agua 5
Volumen total 20

Programa de termociclado

T°C Tiempo No. de ciclos
94 2 1
94 1 1
55 1
72 1 25
72 7 1
4 Tiempo indefinido

5.3.7 Protocolo de purificacion en columnas Centri-Sep a partir del PCR

plasmidico

Después de la PCR se purific6 el producto con columnas Centri-Sep. La columna
fue reconstituida con 800 ul de agua por 30 minutos a temperatura ambiente sobre la
membrana. Se mezcld por vortex, removiendo las burbujas del gel de la columna por
inversion. Primero fue removida la tapa de arriba, luego la de abajo. Se colocé la
columna en un tubo de drenado de 2 ml, descartando el fluido del tubo
(aproximadamente 200-250 ul). Posteriormente fue centrifugado a 7500 g por 2 min.
Se removieron aproximadamente 300 pl de fluido. La columna fue retirada de la luz
y transferidos 20 pl de la reaccion de secuencia directa cuidando de no hacer
contacto con el gel ni las paredes de la columna. La columna fue colocada en un tubo
Ependorff de 1.5 ml y centrifugada por 2 min a 7500 g. El purificado resulta de unos
20 upl. El purificado fue liofilizado a 65°C. Se recuperdé en formamida (20 pl).
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Posteriormente se desnaturalizé a 95°C por 5 minutos y fue colocado en hielo por 10
minutos. Las muestras se metieron a secuenciar en un secuenciador como el que se
muestra en la figura 6.

5.3.8 Programacion en el equipo de secuenciacion

La programacion se hizo segtn las especificaciones de los manuales de secuencia

del proveedor y estd representada en la tabla 8.

Tabla 8.- Programa del equipo de secuenciacién

Nombre Dyeset Mobility file Comment Proyect Run Analisis
WSSV-1 Z DT 3100 3100 UltraSeq BC-3100 A
POP4(BD avant.  36-POP4 POP 4 R-
V3) V1.Bob Proyect Default SEQ off
1 Module Ftoff.Saz

Figura 5.- Equipo de secuenciacion.
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5.4 Analisis y bioensayos para determinar la susceptibilidad de C.

quadricarinatus al virus WSSV

Tabla 9.- Diagrama metodolégico. Desglose de la metodologia utilizada para los

andlisis y bioensayos de laboratorio.

Coleccién de muestras
de Litopenaeus spp.
Infectadas y
confirmacién de la
presencia de WSSV
por PCR

Inoculos a P. clarkii con
filtrado viral de musculo
macerado de

Litopenaeus sp. , P.
clarkii fue utilizado como
reservorio del virus

Confirmacion de la
presencia de WSSV
mediante pruebas de

PCR
l

Determinacién de la dosis
media infectiva mediante
andlisis Probit a partir de 5
dosis probadas en C.
quadricarinatus

Purificacién del virus
en gradientes de
sucrosa obtenido de
la hemolinfa de P.
clarkii

Fijacion de las
muestras en Davidson
para cortes histoldgicos
(H&E)

|

!

Analisis de los tejidos
infectados

Infecciones experimentales
a C. quadricarinatus,
inyecciones
intramusculares utilizando
el valor de la concentracién
de la L50

Extraccion de
hemolinfa para PCR
y PCR en tiempo real
alas 7,12, 24, 36, 48
h, 3 y 4 dias

!

Determinacion de la
infeccion por PCR
punto final y PCR
en tiempo real
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5.4.1 Coleccion del material biolégico

Para la segunda fase de este estudio, que consistié en realizar pruebas de
laboratorio, previamente se recolectaron camarones del género Litopenaeus sp.
infectados con WSSV provenientes de epizootias de granjas camaronicolas del
estado de Sonora. Muestras de tejido muscular de estos camarones fueron macerados
y centrifugados para infectar a través de inyecciones con el filtrado del virus al acocil
rojo P. clarkii que fue utilizado como reservorio, y fue almacenado con glicerol al
40% en ultracongelador de -70 °C.

Posteriormente estos decdpodos fueron recolectados de ambientes naturales de
Santiago, Nuevo Leon (Congregacion La Boca) y se verifico que estuvieran libres
del WSSV mediante pruebas de PCR. Después se inocularon mediante la ingestion
via oral de material macerado y filtrado, y estuvieron en observacion los acociles
visualmente cada 24 horas, del 3er al 7° fueron colectadas muestras de hemolinfa y
se observo la induccidn de infeccidon, posteriormente se realizaron pruebas de PCR
para confirmar la infeccion del virus, fue extraida hemolinfa de los acociles para
iniciar el proceso de purificacion del virus en gradientes de sucrosa, que fueron
utilizados para determinar la dosis letal L50 y para las pruebas de PCR en tiempo

real. Todos los organismos infectados fueron conservados en ultra congelacion a -70

°C.
5.4.2 Confirmacion de la presencia de WSSV

Se confirm6 la presencia del virus ejemplares de P. clarkii utilizados como
reservorio por medio de pruebas moleculares (PCR) siguiendo los procedimientos
anotados en apartado 5.1.
5.4.3 Purificacion de WSSV en gradientes de sucrosa

A los 3 a 7 dias fue extraida la hemolinfa a los ejemplares infectados y
centrifugada a 1500 g por 10 minutos. El sobrenadante fue colocado en solucién de

sucrosa al 35 % (peso/volumen en TN) y centrifugado a 89 000 g por una hora a 4°C

en una centrifuga marca Corning Modelo. L-835.
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La pastilla fue resuspendida en TN (Tris HCL 0.02 M, Nacl 0.2 M), y
posteriormente fue utilizado para realizar gradientes lineales de sucrosa desde 20% a
65%. Las bandas virales fueron colectadas y mezclaron de nuevo con TN, se
centrifugaron de nuevo a 89, 000 g por 1 hora a 4°C. La pastilla resultante se
resuspendié en TN, (Rodriguez et al 1995, Jyn-Ming Tsai et al. 2004) y después fue

utilizada en desafios.

5.4.4 Determinacion de la dosis letal media L50 mediante ensayos
experimentales

Un lote de 60 individuos de C. quadricarinatus fue recolectado de estanques de
cultivo de granjas del Estado de Tamaulipas. Estos ejemplares fueron trasladados
vivos en hieleras con agua al Laboratorio Central Regional de Monterrey (LCRM)
del Comité para el Fomento y Proteccion Pecuaria del Estado de Nuevo Le6n, para
utilizarlos en los bioensayos de infeccion con WSSV. Para el proceso de
aclimatacién se mantuvieron los acociles australianos en peceras de vidrio de 10
galones con oxigenacion por bombas de aire. Todos los organismos se alimentaron
con alimento balanceado para camarén y la temperatura promedio del agua se
mantuvo a 22°C. La infeccién experimental en C. quadricarinatus se logré a través
del purificado del virus obtenido de la infeccién hecha en el acocil rojo.

Se probaron 5 dosis (Tabla 10) conteniendo 10 organismos de la especie C.
quadricarinatus de cada dosis para encontrar la dosis letal media L50, también se
utilizé a 10 organismos inyectados con TN al 1%, pH 7 como controles negativos,
de éstos experimentos se hizo un andlisis de los datos obtenidos por el método

estadistico Probit.

Tabla 10.- Registro de las 5 dosis probadas en 10 organismos cada una.

No. de dosis Concentracion (ng/pl)
1 42.22
2 31.67
3 21.11
4 10.56
5 5.25
6 0
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5.4.5 Aplicacion de la dosis L50 a C. quadricarinatus para medir la

susceptibilidad mediante analisis por PCR y PCR en tiempo real

Se hicieron desafios para medir susceptibilidad por medio de PCR en tiempo real,
se utilizaron 10 peceras, se coloc6 un acocil en cada una de las peceras, En 9 de estas
peceras se infectd a los acociles con el virus de la mancha blanca via inyeccion en el
segundo segmento abdominal con jeringa de 3 ml, y uno se usé6 como control
inyectado solamente con TN al 1%, pH 7. Para realizar estos desafios previamente
se probaron 5 dosis de purificado viral y se seleccioné una mediante andlisis
PROBIT.

Se sacrificaron los acociles uno por uno a partir de las 6 horas, 12, 24, 36, 48, 72,
4 dias, 6 dias y 8 dias, a los cuales se extrajo la hemolinfa para pruebas de PCR y

PCR en tiempo real.

S e ————— R S s e

Figura 6.- Bioensayos con C. quadricarinatus. Dosis infectivas.
5.4.6 PCR en tiempo real

El equipo que se utilizé fue el 7300 Real Time PCR System de Applied Biostems.
Se utiliz6 el kit llamado ;Taq™ SYBR® Green with ROX de BIO-RAD. Dicho kit,

estd concentrado a 2X, listo para usarse en la mezcla de reaccion, contiene todos los

componentes excepto los iniciadores y el ADN templado.
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5.4.7 Seleccion de iniciadores para PCR Tiempo Real

Los iniciadores Blf/Blr que amplifican 69 pb fueron sintetizados en base a la

sencuencia reportada por Van Hulten, 2001 en el banco de genes, estos iniciadores

fueron utilizados en las pruebas de PCR en tiempo real.

Tabla 11.- Registro de las caracteristicas de los iniciadores de 69 pb, Blf/Blr.

Iniciador BIf

5> TGG TCC CGT CCT CAT CTC AG 3°
ID del oligo: 2908758
Concentracion: 100 pm/ml
Peso Molecular: 6020 g/mol
Tm: 61.4°C
Contenido GC: 60%
Iniciador Blr
5’GCT GCC TTG CCG GAA ATT AGT 3°
ID del oligo 2908759
Concentracion: 100 pm/ml
Peso Molecular: 6437
Tm: 59.8°C
Contenido GC: 52.4%

Los iniciadores se probaron en andlisis por PCR punto final para verificar su

funcionalidad. Se utilizaron los reactivos y cantidades registrados en la tabla 12.
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Tabla 12.- Mezcla de reaccion con reactivos y programa de termociclado estdndar

para PCR

Mezcla de reaccion PCR

Reactivo Vol. Para 1 reaccion (ul) Concentracion final
Buffer 2.5 10X
MgCl 1 50 mM
dNTP’S 1 2mM
Tagq. pol. 15 5U/ul
ADN molde 2
Inic. BIf 1 250 mM
Inic. Blr 1 250 Mm
Agua 15.75
Vol. total 25

Programa de termociclado

T°C Tiempo No. de ciclos
95 2 min 1

95 2 min 1

94 30 seg

60 30 seg

72 60 seg 35

72 7 min

4 Tiempo indefinido

Tabla 13.- Mezcla de reaccion y programa de termociclado utilizados para PCR en

tiempo real.

Mezcla de reaccion para PCR tiempo real

Componente Volumen (ul) Conc. Final
iTaq"™SYBR" Green 25 2X
Supermix with ROX
Iniciador BIf 1.2 250 mM
Iniciador Blr 1.2 250 mM
ADN molde 2.5 182 ng/ul
Agua libre de RNAsas 20

Volumen Final 50




Programa de termociclado

T°C Tiempo No. de ciclos
50 2 min 1

95 10 min 1

95 15 seg

60 1 min 40

El volumen final de reaccién y las concentraciones de los reactivos son los
recomendados por el proveedor, en la practica se trabajé con un volumen de 20 pl de
reaccion.

Se hicieron diferentes diluciones del concentrado viral del virus de la mancha
blanca (WSSV). A partir de la concentracién original de 360 ng/ul, fueron realizadas
5 diluciones seriadas a partir de una concentracién de 100 ng/ul. Con éstas
diluciones se realizaron las pruebas de PCR en tiempo real. Los resultados de PCR

tiempo real se graficaron contra el CT para construir la curva estdndar.

5.5 Analisis histopatolégico

Para el diagnodstico histopatoldgico los acociles se fijaron en solucién Davidson
AFA (335 ml de agua destilada, 330 ml de alcohol etilico, 220 ml de formalina, 115
ml de 4cido acético glacial) por 48 horas, después de lavar las piezas se cortaron
transversal y longitudinalmente, se pasaron a moldes, los cuales se sumergieron en
alcohol al 70 % y se pasaron al procesador automatico de muestras (histoquinete).
Posteriormente se embebieron en bloques de parafina, que se emplearon para realizar
cortes histolégicos de 6 a 8 um de espesor en un microtomo Porter blum, los cortes
se colocaron en portaobjetos y se tifieron con hematoxilina y eosina (H&E) Lightner

(1985).

5.5.1 Técnica para la coloracion de cortes infiltrados en parafina

Las laminillas se colocan en una solucion de Xilol I por 5 min, seguida de xilol II
5 min, alcohol absoluto 3 min, alcohol 96% 3 min, alcohol 80% 3 min, agua

destilada 1 lavado, hematoxilina de Harris observando la tincién tiempo, agua
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destilada 1 lavado, se sumerge en agua acidulada de 5-10 seg, agua destilada 1
lavado, lavar en agua amoniacal de 5-10 seg, 1 lavado en agua destilada, eosina
determinar el tiempo, alcohol 80% de 2-5 seg, alcohol 96% de 2-5 seg, alcohol
absoluto de 2-5 seg, xilol I 5 min, xilol I 5 min. Las laminillas se dejan secar para
posteriormente hacer montajes permanentes con resina sintética, adicionando un

cubreobjetos, Lightner (1985).
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6. RESULTADOS

6.1 Resultados de los muestreos de las 2 granjas monitoreadas para determinar

la presencia de WSSV por medio de analisis por PCR

De los estanques de acociles seleccionados, utilizando hemolinfa de estos se
hicieron extracciones de ADN. En la figura 9, se presentan los resultados de la
electroferesis de ADN obtenido con el método High Pure PCR Template, donde se
puede apreciar la calidad del ADN utilizado para las reacciones de PCR. Cabe
mencionar que en todas las pruebas por PCR primeramente se verifico la presencia

de ADN en geles de agarosa preparados a una concentracion de .8 %.

orsis A S a8 000

Figura 7.- Gel de agarosa con los extractos de ADN. Carriles 1-11 ADN extraido de
acociles antes de realizar las pruebas de PCR para WSSV de la granja A.

6.1.1 Resultados de las pruebas por PCR para la deteccion de WSSV en la
granja A

Para el diagndstico de WSSV mediante PCR anidado con el kit de 1Q2000 se separ6
un fragmento de 848 pb, lo cual segin el instructivo del kit significa que la muestra
es negativa, el fragmento de 848 pb observado es un control interno constituido del

ADN de los decdpodos. No se observan fragmentos de ADN que correspondan al

genoma viral de WSSV (Fig. 8).
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848 pbp —»
630 pb
333 pb

Figura 8.- Electroforesis de productos de PCR del primer muestreo de la granja A.
Carril 1: Marcador de peso molecular, carril 2-4: muestras negativas, carril 5: control
negativo (agua), carriles 6-10: muestras negativas, carril 11: control positivo de 296

pb.

6.1.2 Resultados del segundo muestreo de la granja A

Se muestrearon 7 estanques de 17 disponibles. Las muestras compuestas, es decir
tubos ependorff de 1- 2 mililitros conteniendo hemolinfa de 8-10 organismos cada
uno, muestras de dos estanques resultaron positivas para el virus de la mancha
blanca.

Utilizando electroforesis en gel de agarosa se confirmaron muestras positivas al
virus WSSV, donde se obtuvieron fragmentos de 401 pb y también fragmentos de
603 pb (Kit High Pure Template de Invitrogene) que corresponden al ADN de C.

quadricarinatus, las muestras negativas solamente presentan éste ultimo fragmento.
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1000 pb
603 pb
401 pb

Figura 9.- Electroforesis de productos de PCR del segundo muestreo de la granja A
Carril 1: Marcador de peso molecular 1000 pb, carril 2: Control positivo (401 pb),
carril 3: control negativo, carriles 4-5: muestras positivas para WSSV (401 y 603

pb), carril 6: marcador de peso molecular.

6.1.3 Resultados del primer muestreo de la granja B

De los siete estanques monitoreados ningun especimen de C. quadricarinatus fue
positivo a WSSV mediante las técnicas referidas anteriormente. La figura 10
presenta los productos de PCR donde las muestras son negativas por la presencia de

848 pb.

848 pb
630 pb

333 pb

Figura 10.- Electroforesis de los productos de PCR del primer muestreo de la granja
B. Carril 1: marcador de pares de bases, carril 2: control positivo, carriles 3-9

muestras negativas a WSSV, carril 10: control negativo (agua).
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6.2 Prevalencia de WSSV en C. quadricarinatus en las dos granjas muestreadas

La prevalencia de WSSV en C. quadricarinatus para las dos granjas muestreadas fue
de 15%. En el siguiente cuadro se muestran los registros de la prevalencia de las dos

granjas de acuerdo a la férmula sefialada.

Prevalencia = | Numero de estanques+
Numero de estanques-

X 100

Prevalencia para A: 2/7 = .29
Prevalencia para B: 0/7 =0
Prevalencia para Ay B =2/14 = .15

6.3 Purificacion y clonacion del fragmento de 401 pb (pertenece al gen VN1 de
WSSV)

El fragmento de 401 pb perteneciente a WSSV, producto de PCR proveniente de las
muestras (acociles) que se encontraron positivas fue purificado a partir del gel de
agarosa utilizado en la electroforesis y clonado en el vector descrito en material y
métodos. En la fig. 14 se muestra el resultado de la separacion del fragmento de

ADN del virus y el fragmento del hospedero de 401 y 603 pb respectivamente.

1000 pb

Figura 11.- Electroforesis de las purificaciones de los productos de PCR del virus y
del hospedero. Carril 1: marcador de peso molecular de 100 pares de bases, carril 2:
in muestra, carril 3: fragmento de 401 pb del WSSV, carril 4-5: fragmento de 603 pb
de ADN del hospedero.
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6.3.1 Ligacion, transformacién y clonacién de los productos purificados de

401 pb y 69 pb pertenecientes a WSSV de C. quadricarinatus

Utilizando el vector de clonacién TOPO pCR4®-TOPO de 3954 pb se ligd,
transform6 y cloné los productos siguiendo la metodologia redactada (apartado

7.3.2).

6.3.2 Minipreps de WSSV69-TOPO Seq y WSSV401-TOPO Seq

En la figura 14 se muestra el ADN plasmidico resultado de la purificacién. Se
observa ADN plasmidico relajado (rel), en la banda de abajo, ADN enrollado (enr)

en la banda del medio y ADN superenrrollado (senr) banda de arriba.

12 34 5678910 1112

Senr
Enr
Rel

Figura 12.- Purificaciones de ADN plasmidico. Carriles 1-6: muestras obtenidas de
los lavados con buffer, son negativas, carriles 7- 9: plasmido con el inserto de 69 pb.,

carriles 10-12: plasmido con el inserto de 401pb.
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6.3.3 Digestion enzimatica de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Eco
R1

Se realiz6 corte con la enzima de restriccién Eco R1 para verificar la presencia del
inserto en el plasmido. En la figura 15 se muestran los fragmentos liberados del

plasmido.

350 pb s

50 pb

Figura 13.- Digestion enzimdtica del ADN plasmidico. Gel de poliacrilamida al 8%.
Carril 1: marcador de pb 50-1500 pb, carriles 2-3: sin muestra, carriles 4 y 6:
Fragmento e 401 pb liberado del plasmido, carriles 5-7: sin muestra, carril 8:

marcador de pares 100-1000 pb.

Este andlisis también se realizé por medio de PCR punto final, de igual manera se

separd los fragmentos pertenecientes al genoma viral.
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6.3.4 Resultados del analisis de la secuencia de ADN viral obtenida de las

muestras de C. quadricarinatus

Seguido de la digestion enzimdtica se realizo6 PCR para secuencia (ver
metodologia en_el apartado 7.3.6) 'y se procedié a realizar el andlisis de
secuenciacion.

En la tabla 14 se muestra la lectura de la secuencia del fragmento de ADN de 401 pb
correspondiente al genoma del virus de la mancha blanca encontrada en esta
investigacion.

La secuencia se comparé con las reportadas en el banco de genes utilizando el
programa Clustal IV. NCBI (Siglas en inglés de Centro Nacional para Informacion
de Biotecnologia). Presentd6 homologia con el gen VN1 y VN2 del sindrome del
virus de la mancha blanca reportadas en el banco de genes. Los porcentajes de

homologia y divergencia se muestran en la tabla 14.

Tabla 14.- Secuencia perteneciente al genoma de WSSV.

GGNTGNNCNTNNACCGNGGCTGNNTCTTGTGCCNNNTNGGGNATTTTTCCACACNGAGG
AAAANGANNGATAGACTANGCTCTGACNTTNTCTTCAAATCTAATAATAATGGAGGAGT
AGAATCGATGGATTATGAAGATAGCGAAACCACATCCAACAATGGTCCCGTCCTCATCTC
AGACGCCATGAAGAATGCCGTCTATCACACACTAATTTCCGGCAAGGCAGCTCGCCCGG
AAAATGTACCATTCGCCTCATGCGCCAGCGGCCCTCTCGCCTTTGAGTTCCTTCTGTCAAA
GGGAGATACATTCGAAGAAAAGAACGCCGAACAAGGTGCAGCAGCTGCCGTATCCTCTA
CCTATTCTTCCTCTTCTAACACTACTCTTCGTAAGCATTTGGCTCGAGTTTCGGAAAGGGC
GAAATTCTCGGCCGCTAAAATCAGTTCGCCCTATAGTGAGTCCGGAATTACAAANTCACT
GGGGCGGGCGGGTTTTACAACGGCCGGTGACTGGGGAAAACCCTTGGGGCGTTTACCCC
AACCTTTAATGCGGCATTGGCGGCGACCATCCC
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En la tabla 15 se registra el porcentaje de homologia y divergencia entre las
secuencias reportadas en el banco de genes y la secuencia encontrada.

Se llam6 401 recortado a la secuencia del fragmento encontrado que fue de 270 pb.
En la fila 1: 487 VNI, fila 2: 401 recortado, fila 3: secuencia de Shin, fila 4:
secuencia de Taiwan, fila 5: VN2.

En el apéndice A, se presenta la comparacion de las 5 secuencias reportadas en el
banco de genes incluyendo la secuencia encontrada, realizada con el programa
Clustal IV. Se muestra el total de bases secuenciadas para cada reporte. 487 VNI:
486 bases, Shin completo: 1371 bases, Taiwan completo: 896 bases, VN2 completo
471 bases, 401 recortado: 270 bases.

Tabla 15.- Porcentajes de homologia y divergencia de la secuencia determinada

comparada con secuencias reportadas en el banco de genes.

Porcentaje de homologia

* 1 2 3 4 5 *
1 * 98.5 90.9 44.9 98.3 1
487 VN1
. 2 15 * 98.5 79.3 91.5 2
Porcentaje de 401 Recortado
divergencia 3 0.0 15 * 98.2 89.4 3
SHIN Completo
4 0.9 19 0.2 * 43.1 4
Taiwan
5 0.4 1.6 0.5 15 * 5 Completo
% 1 2 3 4 3 % VN2 Completo

En la fila 1: 487 VNI, fila 2: 401 recortado, fila 3: secuencia de Shin, fila 4:

secuencia de Taiwan, fila 5: VN2.
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6.4 Susceptibilidad de C. quadricarinatus al virus de la mancha blanca WSSV

6.4.1 Cuantificacion y pruebas por PCR

Para esta prueba de susceptibilidad fueron utilizados camarones del género
Litopenaeus vannamei de granjas del estado de Sonora que fueron confirmados como
infectados de WSSV mediante andlisis por PCR. Se utilizé a Procambarus clarkii
como reservorio del virus, de donde fue purificado en gradientes de sucrosa y una

vez cuantificado fue inoculado a C. quadricarinatus.

Figura 14.- ejemplar de la especie Procambarus clarkii utilizado como reservorio de

WSSV.

En la cuantificacion se obtuvo un purificado de 322 ng/ul. A partir de esta
cuantificaciéon se realiz6 una curva estindar con las diluciones seriadas ya
mencionadas en metodologia.

Los iniciadores utilizados para PCR en tiempo real fueron verificados en ensayos
de PCR punto final. En la figura 17 se muestran los resultados de la amplificacién
de los productos esperados. El fragmento de 69 pb clonado fue utilizado en los

ensayos para PCR en tiempo real como control positivo.
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1000 pb

69 pb

Figura 15. Muestras positivas para WSSV por PCR punto final. Carril 1: Marcador
de ladder 100-1000 pb, carriles 2-7: Muestras positivas para WSSV.

6.4.2 Curva estandar para PCR tiempo real

Para la optimizacion del ensayo de PCR tiempo real se obtuvo un coeficiente de
correlacién (r*) de 0.9959 en la curva estdndar con las muestras de ADN, intercepto
= 9.4135, slop = 3.0702 (Figura 18). Se prepararon diluciones seriadas (Gréfica B)

del purificado viral.

el #7;‘ 7 .

A. No. de ciclo B. Log [ADN]

Figura 16 A.- Curvas de amplificacion. Diluciones seriadas analizadas por

duplicado.

Figura 16 B.- Curva estandar de PCR en tiempo real, generada mediante 5

diluciones seriadas a partir de 100 ng/ul de muestras cada una por duplicado.
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Tabla 16.- Valores obtenidos de la curva estdndar utilizando concentraciones

diferentes de ADN.

No. de muestra Cantidad de ADN (ng/ul) Ct
1 220 E* 4.37
2 2.20 E’ 6.81
3 2.20 E* 9.80
4 220F° 12.14
5 2.20 E° 14.75

Los valores de Ct representan un valor promedio obtenido de cada una de las
muestras probadas por duplicado, estas muestras fueron diluidas a partir de 100 gzl

en series de 10.

6.5 Resultados de las infecciones experimentales realizadas para obtener la dosis

letal media (LL50)

Tabla 17.- Registro de las dosis probadas y los resultados a los 30 dias postinfeccion.

No. Dosis ng/ul Nuamero de Respuesta Respuesta Residual Probabilidad

animal especimenes observada esperada
1 42.22 10 8 8,811 -0,811 0,881
2 31.67 10 9 6,933 2,067 0,693
3 21.11 10 2 4,322 -2,322 0,432
4 10.56 10 4 1,988 2,012 0,199
5 5.25 10 A 1,178 -0,178 0,118
6 0 10 .0 0,64 -0,64 0,064

Los datos de mortalidad promedio de acociles infectados con las diferentes
concentraciones del virus fueron analizados con el método PROBIT, de acuerdo a
éste método la L50 fue de 23.776 ng/p. NOTA: Ver tabla del apéndice B.

La siguiente grafica representa los valores de probabilidad y dosis

por anélisis Probit para determinar la L50.
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Figura 17. Andlisis Probit de las dosis de virus empleadas en las infecciones de

Cherax quadricarinatus.

6.5.1 Utilizacion de la L50 en pruebas infectivas de C. quadricarinartus

La dosis del purificado viral de 23.77 ng/ml obtenida del andlisis PROBIT fue
utilizada para infectar especimenes a diferentes tiempos con la intencion de medir el
curso de la infeccion. Posteriormente se realizaron andlisis por PCR para comprobar
la infectividad del virus. En la siguiente figura (20) se muestra una corrida de PCR

con muestras positivas resultado de estas pruebas.
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1000 pb

603 pb
401 pb

Figura 18. Muestras positivas de WSSV obtenidas de infeccion experimental. Carril
1: marcador de peso molecular de 1000 pb, carril 2: control positivo, carriles 3-5:
muestras positivas (3 repeticiones de la misma muestra). 601 pb: Fragmento ADN

del camarén. 403 pb: Fragmento ADN de WSSV.

Posteriormente se realizaron infecciones experimentales a diferentes intervalos de
tiempo; 4 h, 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 72 h, 4 y 6 dias. Estas mismas muestras se
analizaron por PCR en tiempo real presentando los mismos resultados en cuanto a

muestras positivas y negativas.

1234567891011

848 pb 848 pb
630 pb

550 pb
333 pb

296 pb

Figura 19. Muestras provenientes de Infecciones experimentales con WSSV en C.
quadricarinatus. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: control positivo,

carril 3: control negativo, carril 4: 7 horas postinfeccion (muestra positiva leve),
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carril 5: 12 horas (negativa), carril 6: 24 horas (negativa), carril 7: 36 horas
(negativa), carril 8: 48 horas (negativa), carril 9: 72 horas (positiva), carril 10: 4 dias

(positiva severa), carril 11: 6 dias (positiva severa).

Tabla 18.- Resultados de las amplificaciones de las muestras provenientes de

infecciones experimentales por PCR tiempo real.

No. de organismo Tiempo de infeccién (horas) Resultado
1 7 Positiva
2 12 Positiva
3 24 Positiva
4 36 Negativa
5 48 Negativa
6 72 Positiva
7 4d Positiva

Los resultados de las infecciones a las 7, 12 y 24 h después de la infeccién fueron
positivos, sin embargo a las 36 y 48 horas no se detectd infeccion viral, en las
pruebas por PCR se muestran negativos, a las 72 h y 4 dias resultaron positivos.

Las curvas que corresponden a los resultados anteriores se presentan en la
siguiente figura. Donde se muestran las 5 muestras positivas arriba de de linea del

umbral, mientras que las negativas se quedan debajo de dicha linea.
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Figura 20.- Curvas de amplificacion de las muestras procedentes de

infeccionesexperimentales.

Tabla 19.- Reporte de resultados de los Cts y de las cuantificaciones de las muestras

probadas por PCR en tiempo real a tiempos determinados.

Tiempo de infeccién Ct Cantidad calculada(ng/pl)

7h 26.72 6.06 E"

12h 27.38 3.11 E"

24 h 36.64 2.64 EP

36 h - -

48 h g g

76 h 16.68 1.58 E®
4d 23.28 1.97E’

Ct: Umbral

6.6 Histopatologia del virus de la mancha blanca (WSSYV)

Los ejemplares de C. quadricarinatus infectados con el virus del sindrome de la
mancha blanca no presentaron sintomas de apariencia anormal externa (manchas
blancas en el cefalotérax), en algunas ocasiones se presentd coloracion naranja en el

cefalotérax, flacidez en los apéndices corporales cuando la enfermedad estuvo en
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etapa aguda. La sintomatologia mas marcada que se observo fue la falta de apetito y
aletargamiento en la etapa de infeccidn.

En los cortes histoldgicos 8.6.1 A tefiidos con Hematoxilina & Eosina y 8.6.1 B
se encontraron células con las caracteristicas de infeccidbn que se presentan por
WSSV, cuerpos de inclusién tipo Coudry A eosinofilicos o basofilicos intracelulares,
en etapas tempranas se observa hipertrofia nuclear en las células dafiadas que a
menudo se observan eosinofilicas y en etapas tardias basofilicas respectivamente, la
cromatina se presenta marginada muy notable, atrofia nuclear. En las siguientes
imédgenes se muestran células infectadas, con nicleo agrandado eosinofilicas

(flechas).

H&E.

Figura 21. B.- Corte histoldgico de tejido muscular de C. quadricarinatus. Tefiido

con H & E.
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Figura 22. Corte histolégico de branquias presentando células infectadas con

WSSV. H & E. 25 X. Fotografia en escala de grises.
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7. DISCUSIONES

La diversidad de acociles estd constituida por 29 géneros y 623 especies (incluyen
18 subespecies); 439 son americanas y 49 especies son endémicas de México (Hobbs
Jr., 1989; Crandall, 1999; Fetzner, 2008). Estas especies se incluyen en 3 familias:
Astacidae, Parastacidae y Cambaridae (Taylor et al., 1996; Taylor, 2002). La familia
Parastacidae congrega 14 géneros y casi 139 especies (Crandall et al., 1999). Los
parastacidos habitan en el hemisferio sur y en Sudamérica, Nueva Zelanda,
Madagascar, Australia, Papua, Nueva Guinea y la Isla Aru (Hobbs, 1988; Huner,
1994; Holdich, 2002).

De acuerdo a la literatura, hay més de 100 especies de acociles en Australia, casi
la mitad (43) corresponde al género Cherax, tres de ellas como C. tenuimanus
(marrons), C. destructor (yabbies) y C. quadricarinatus (redclaw) son cultivadas
comercialmente e intensivamente en Australia y fuera de este continente, al ser
introducidas alrededor del mundo con este propdsito (Holdich, 2002; Masser y
Rouse, 1997; Mendoza et al., 2011). Este género tiene una amplia distribucion en
Australia, ocurre en todos los estados y climas, con tallas de 60 a 400 mm de
longitud total, que lo hace uno de los parasticidos mds adecuado para acuacultura
(Huner, 1994).

El acocil de pinza roja C. quadricarinatus es de gran talla, el cual habita en la
mitad y este del norte de Australia. Dentro de Australia se ha expandido su
distribucion hacia el sur, por introducciones con fines de acuacultura y por ser una de
las especies mds promisorias, también fue translocada con este mismo fin en
diferentes paises, principalmente a los EUA desde 1989 (Huner, 1994; Masser y
Rouse, 1997; Vazquez y Lopez, 2007. El acocil de pinza roja soporta altas
temperaturas y bajas concentraciones de oxigeno, toleran condiciones de cultivo en
hacinamiento. Pueden crecer de 56.7 a 113.4 g, en los 5 o 7 meses mds templados
del sureste australiano (Masser y Rouse, 1997). Es similar a los acociles nativos
americanos en su anatomia general, reproducciéon y hdbitos alimenticios. Sin
embargo, hay importantes diferencias entre los australianos y americanos, esto

incluye: tallas mas grandes, mayor porcentaje de carne, desoves multiples anuales y
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alta fecundidad, ademads, sin hébitos agresivos y los rangos de temperatura para su
crecimiento oscilan de 21 a 32 °C (Masser y Rouse, 1997).

El acocil australiano C. quadricarinatus ha sido exportado a otros paises con
climas tropicales y subtropicales, como el sur de Asia, Norte y Sudamérica y Africa,
donde su producciéon comercial se ha intentado (Lawrence y Jones 2002, Edgerton,
2005; Vazquez y Lopez, 2007; Lawrence y Jones, 2002), aunque no siempre de
manera legal (Lynas et al., 2007). En los 90°s, la produccién comercial y venta de
reproductores y juveniles de C. quadricarinatus ocurrié en los Estados Unidos de
América, y un sustancial desarrollo de la acuacultura de esta especie se presentd en
Ecuador, con limitado éxito (Romero, 1998).

Lawrence y Jones, (2002) mencionan que otros paises de América Latina, que
producen Cherax, incluye a Argentina, Costa Rica, Chile, Paraguay y Uruguay que
cosecharon 22 toneladas en 2003 (FAO, 2006b, Mendoza et al., 2011). En Ecuador
la mayoria de granjas cerraron en 1998, principalmente por enfermedades y escasez
de mercado (Mendoza et al., 2011). De acuerdo con Arredondo (2004), la primera
introduccion exitosa de C. quadricarinatus en México fue en 1995 desde Texas para
un proyecto de la entonces Secretaria de Pesca, a partir de este afio varias
instituciones académicas fueron receptores de especimenes (Bortolini et al., 2007,
Mendoza et al., 2011). Posteriormente se crearon varias instalaciones acuicolas con
fines comerciales en los estados de Colima, Morelos, Jalisco, Tamaulipas, Yucatin y
Distrito Federal (Ponce-Palafox et al., 1999; Mendoza et al., 2011). Posteriormente,
C. quadricarinatus fue introducido a otros estados, con el mismo fin econdmico
(Mendoza et al., 2011). En Tamaulipas, las granjas de cultivo del acocil de pinza roja
iniciaron en el 2000, sin embargo, gran parte de las granjas cerraron en el 2005, esto
se atribuye a los resultados econdémicos negativos y con un impacto ecoldgico, ya
que poblaciones silvestres de este acocil fueron encontradas en rios del centro de
Tamaulipas (Bortolini et al., 2007).

De acuerdo a Cook et al. (2001), C. quadricarinatus es capaz de impactar
poblaciones de macroinvertebrados y macrofitas en condiciones de altas densidades.
Igualmente, tiene una rdpida dominancia frente a otros crusticeos nativos de
Australia, como acociles y langostinos palemoénidos (Mendoza et al., 2011). Las
amenazas para la diversidad de acociles, son los mismos factores que han afectado a

otros organismos acudticos (Allan y Flecker, 1993). Esto incluye perdida de hébitat y
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degradacion, sobre-explotacion, introduccidon de especies no nativas, enfermedades
y pardsitos asociados llevados por especies exéticas (Holdich, 2002).

La introduccién de especies no nativas que son usualmente intencionales, con el
fin de aprovecharlas como fuente de alimento o no intencionales para ser usadas
como cebo en la pesca deportiva o mascotas de acuario (Taugbol y Skurdal, 1999;
Lodge et al., 2000). EI movimiento mundial de varias especies de acociles ha sido
responsable de la transferencia de la plaga devastadora (Aphanomyces astaci) la cual
ha llevado a mortalidades inexplicables y la extinciéon de varias poblaciones de
acociles nativos de Europa (Alderman y Polglase, 1988). Entre otras enfermedades
que afectan a los acociles son causadas por diferentes clases de virus. De acuerdo a
Bortolini et al. (2005) y Mendoza-Alfaro et al. (2011), la presencia de C.
quadricarinatus en ambientes silvestres de México, como en Tamaulipas y Morelos,
representa un riesgo por los efectos ecoldgicos y econdmicos, destacando la
transmision de enfermedades virales, como el virus de la mancha blanca (WSSV, por
sus siglas en ingles). Este es un virus con ADN de cadena doble y patégeno
importante en la acuacultura de camarones peneidos. Este fue descubierto en Taiwan
en 1992 y rdpidamente se disemino en paises que cultivan camardn del sureste de
Asia, Centro y Sudamérica (Takahashi et al., 1994; Huang et al.,1995;Yu et al.,1995;
Song et al., 1995; Kong y Yang,19955; Wang et al.,1995; Wongteerasupaya et al.,
1995; Rosenberry, 2000; Shi et al., 2005).

El virus WSSV infecta a numerosas especies de crustidceos decdpodos incluyendo
camarones (Penaeus monodon y Litopenaeus vannamei), langostinos, cangrejos,
acociles y langostas (Lightner, 1996; Chu-Fang et al., 1996; Lo et al., 1996; Chang
et al., 1998; Shankar y Mohan 1998; Huang y Song, 1999; Otta et al., 1999; Corbel
et al., 2001; Edgerton et al., 2009; Shu et al., 2009; Stentiford et al., 2009;
Balakrishnan et al., 2011; Gunalan et al., 2011; Marques et al., 2011; Soowannayan
y Phanthura, 2011; Costa et al., 2012; Moser et al., 2012).

En los acociles, el WSSV ha sido asociado con mortalidades en Procambarus sp.
y Orconectes punctimanus (Richman et al., 1997); también en P. clarkii y Cherax
destructor albidus (Shi et al., 2005). Recientemente, Baumngartner et al. (2009)
demostraron la presencia de WSSV en P. clarkii y Procambarus zonangulus en
especimenes silvestres y de cultivo en Louisiana. Stentiford et al. (2009), registraron

infecciones con WSSV en organismos silvestres de C. quadricarinatus.
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En México, este virus fue detectado en 1999 en camarones de granjas de cultivo
(Litopenaeus vannamei) con pérdidas de hasta el 100% (Galaviz- Silva et al.,
2004). Ante esta situacion y considerando la amplia variedad de crusticeos y otros
invertebrados que actian como hospederos potenciales de WSSV (Yan et al., 2004,
2007; Liu et al., 2007), el acocil australiano C. quadricarinatus fue seleccionado
para monitorear la presencia de WSSV en granjas de Tamaulipas, esto es
considerando su estatus de exético y portador potencial de este virus. Los resultados
mostraron que en solo una granja, los acociles fueron positivos a WSSV. La
deteccion de WSSV por PCR amplific6 un fragmento de 401 pares de bases
correspondiente al genoma del virus. Parte de este fragmento fue clonado y
secuenciado (Acceso GenBank: KC417309.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KC417309) y tuvo homologias de 99% con
aislados del WSSV de origen asidtico, que concuerda con los resultados de Hasson et
al., (2006), donde indican que camarones de origen chino e importados hacia el
Golfo de México y Texas resultaron positivos a WSSV. Por otra parte, la homologia
del WSSV de C. quadricarinatus con aislados asidticos es validado por los
resultados de Molina-Garza et al., (2008), quienes también encontraron homologia
en los genes de la nucleocapside y cubierta proteica de aislados de WSSV de
camarones de México y de China y Taiwan registrados en GenBank.

Este hallazgo es el primer registro de infeccion natural de C. quadricarinatus por
WSSV en México y consecuentemente este virus es un riesgo latente de transmision
a especies nativas de crustdceos deciapodos de Tamaulipas y de dreas geograficas
cercanas. La principal ruta de dispersion de WSSV ha sido el movimiento continuo
de camarones, pero en los Estados Unidos de América, se sospecha que la infeccion
de WSSV pudo haberse originado por el manejo y uso de residuos de camarones
congelados de origen asidtico en plantas procesadoras (Lightner et al., 1997).
Probablemente, el origen de infeccion de WSSV en C. quadricarinatus de
Tamaulipas podria ser el mismo, pero también se deberia considerar otros
mecanismos de infeccidn, transmision entre especies de crustidceos decapodos
(Edgerton, 2004; Longshaw, 20011) y través del agua (Chou et al., 1995; Wang et
al., 1998). En la literatura no se registra datos de prevalencia de infecciones naturales
de WSSV en C. quadricarinatus, en este estudio la prevalencia, considerando ambas

granjas fue del 15% y se estim6 con base a la prueba de PCR.
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Diferentes especies de crustdceos decdpodos marinos, estuarinos y de agua dulce
han sido infectados experimentalmente via inyeccién o por medio de alimento para
evaluar la susceptibilidad a WSSV (Shi et al., 2000; Edgerton, 2004; Jiravanichpaisal
et al., 2001, 2004; Yan et al., 2007; Zhu et al., 209; Bateman et al., 2012; Wang et
al., 2012). La infeccién experimental de WSSV en P. clarkii provoco una mortalidad
de 82 al 100 %, al segundo dia de la inyeccién del virus (Shi et al., 2000). Unzueta et
al. (2004) infectaron experimentalmente a L. vannamei y C. quadricarinatus
obteniendo sobrevivencia del 50% en L. vannamei 'y 85% en C. quadricarinatus. En
este estudio, las pruebas experimentales de infeccion de WSSV en C.
quadricarinatus, partieron de utilizar al acocil rojo P. clarkii como reservorio del
WSSV a través de muestras infectadas del camarén marino L. vannamei, la infeccion
fue exitosa y confirmada por PCR. El acocil rojo es considerado un modelo biolégico
exitoso para la replicacion del virus y proveen grandes cantidades de purificados de
particulas virales (Huang et al., 2005; Du et al., 2007). Posteriormente, especimenes
de C. quadricarinatus fueron infectados por inyecciones de dosis en pl del
purificado viral obtenido de la hemolinfa de P. clarkii, las cuales fueron exitosas y
confirmadas por PCR tiempo real. De acuerdo a la prueba Probit, la L50 fue 23.776
ng/ul con organismos de 18 g de peso en promedio, a los 30 dias postinfeccion. En
C. destructor albidus y C. quadricarinatus, se logré una infeccién experimental
exitosa al alimentar o inyectar a estos acociles con tejidos contaminados de Penaeus
monodon y la mortalidad puede ser del 100% (Edgerton, 2004; Soowannayan y
Phanthura, 2011).

La examinacion citopatologica de C. quadricarinatus confirma la infeccion viral
de WSSV, este virus infecta las células del epitelio cuticular (Lightner, 1996
Richman et al., 1997; Chang et al., 1998; Unzueta et al., 2003), las cuales
presentaron cuerpos de inclusion Coudry tipo A, eosinofilicos o basofilicos
intracelulares. En etapas tempranas se manifestd hipertrofia nuclear en las células
dafiadas y fueron principalmente eosinofilicas y en etapas tardias fueron basofilicas.
Las células tuvieron una cromatina marginal notable, atrofia nuclear y pignosis. Los
especimenes infectados no presentaron las manchas blancas en el exoesqueleto,
como es caracteristico en los camarones peneidos con WSSV (Lightner et al., 1996),
sin embargo, su ausencia no descarta una probable infeccién al virus WSSV

(Lightner et al., 1996; Soowannayan y Panthura, 2001).
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En la granja positiva a WSSV, se tuvo poco crecimiento y aletargamiento de los
acociles, pero sin tener mortalidades importantes. Estudios previos de infecciones
experimentales de WSSV en C. quadricarinatus, los especimenes infectados también
manifestaron inactividad, poco crecimiento y mortalidades bajas (Anderson y Prior,
1992; Romero y Jiménez, 2002; Soowannayan y Panthura, 2001).

Se ha mencionado que el desarrollo de la acuacultura ha facilitado una mejora en
el conocimiento de las enfermedades de acociles, particularmente por infecciones
virales (Alderman y Polglase, 1988). Sin embargo, facilita un ambiente mas eficiente
para la transmisiéon de muchos patégenos y expresiones de enfermedades asociadas
(Evans y Edgerton, 2002). La deteccion del virus WSSV en acociles de agua dulce
tiene implicaciones para el futuro y el desarrollo de la acuacultura a escala comercial.
Acuicultores de acociles en regiones donde el WSSV estd ampliamente diseminado
deben estar conscientes del riesgo de WSSV vy tener estrategias en el manejo de la
enfermedad viral. Monitoreos sanitarios con regularidad para detectar WSSV tendran
que implementarse en las granjas de cultivo de acociles, ya que no se observa
sintomatologia externa y solamente con andlisis de laboratorio podran detectarse

estas infecciones virales.
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8. CONCLUCIONES

Se reporta al virus del sindrome de la mancha blanca causando infecciones
naturales en C. quadricarinatus por primera vez en una granja de cultivo del Estado
de Tamaulipas.

Se demostr6 mediante pruebas por PCR, la presencia del mencionado virus del
cual fueron aislados fragmentos de ADN correspondientes a su genoma.

Se concluye que C. quadricarinatus puede funcionar como reservorio de mancha
blanca, algunas veces sin presentar sintomas macroscopicos aparentes como
manchas en el cuerpo o cambios de coloracién en el exoesqueleto, esto a diferencia
del dafio mayor que causa en camarones de agua salada.

En los andlisis de secuencia del fragmento de 270 pb aislado por PCR

perteneciente al ADN de WSSV, presenté homologia con los aislados asidticos.
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9. RECOMENDACIONES

Implementar medidas de bioseguridad en las granjas de cultivo de Cherax
quadricarinatus, asi como las buenas practicas de produccién acuicola que estdn
muy relacionadas con la sanidad acuicola.

Se recomienda hacer un monitoreo para deteccion de WSSV de las especies de
acociles que se encuentran en el medio silvestre, y debe ser considerado de
importancia ecoldgica ya que si el virus esta presente es posible que otras especies de
organismos acudticos sean portadores.

Realizar estudios de otras enfermedades de importancia ecolégica como la
provocada por el hongo Aphanomyces astasi que se menciona en la literatura como
la plaga del acocil, ya que existe relativamente poca informacion de organismos de
las especies existentes en América.

Hacer estudios inmunolégicos de C. gquadricarinatus para reforzar el
conocimiento acerca de los mecanismos de defensa utilizados por esta especie contra

patdgenos que causan enfermedades.
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11. APENDICES

APENDICE A

Preparacién de soluciones (para 1 litro)

TBE 5X

17.52 gramos de 4cido bérico 445 mM
70.132 gramos de Tris-HCI 445 mM
10 ml de EDTA 1M.

SB 20X
8 gramos de NaOH 0.2 M
44.98 gramos de acido borico 0.7278 M

TE 1X
EDTA 1 mM
Tris-HCI 10 mM

TN 1X
3.14 gr de Tris Hel 0.02 M
11.79 gr de Nacl .2 M

Davidson AFA

335 ml de agua destilada
330 ml de alcohol etilico
220 ml de formalina

115 ml de acido acético glacial

Agua acidulada
400 ml de agua destilada
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40 gotas de 4cido clorhidrico

Agua amoniacal
400 ml de agua destilada

40 gotas de hidr6xido de amonio

Hematoxilina de Harris

5 gr de hematoxilina

100 gr de alumbre de potasio

50 gr de alcohol etilico absoluto
1,000 ml de agua destilada

2.5 gr de 6xido rojo de mercurio

40 ml de acido acético

Eosina (sol. madre)

5 gr de eosina

5 ml de 4cido clorhidrico

500 ml de agua destilada

Preparacion de geles de acrilamida al 8% (20ml)
9.3 ml de agua

5.3 ml de mezcla de acrilamida al 30%
5 ml de Tris 1.15 M (pH 8.8)

200 pl de SDS 19%

200 pl de NH4 SO;3 al 10%1

12 ul de TEMED

Preparacion de geles de agarosa

Disolver 1.5 gramos de agarosa (grado analitico) en 100 ml de buffer TBE 1X para

obtener un gel en una concentracion al 1.5%.
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APENDICE B

Preparacion de células E. coli calciocompetentes

Preparacion de un Stock CaCL, 1M.- Se disolvié 3.67 g de CaCl,. 2H,0. en 25 ml
de H,O mili Q, la mezcla fue esterilizada por filtracion a través de una membrana de

0.22 pm, seguido de esto se almacend alicuotas de 5 ml a -20°C.

El dia que se prepararon las células competentes, se diluy6é una alicuota de 5 ml de
CaCl, en 50 ml de agua mili Q (0.1 M) que fue esterilizada por filtracion 0.22 um, la

solucion se mantuvo en hieloa O °C.

Procedimiento: Para recuperar cultivos de placa, se picé una colonia (2-3 mm de
didmetro) en 1 ml de LB, para crecer las células por 16-20 horas a 37 °C con
agitacion suave. Se procedi6 a inocular con 25 ml de caldo LB con 100 pl del cultivo
de 16-20 h de crecimiento. El cultivo fue incubado por 3 horas a 37 °C con
agitacion suave a 200 rpm. Posteriormente se transfirieron las células, bajo
condiciones de esterilidad, en un tubo cénico de 50 ml y se enfriaron en hielo por 10
min. Se centrifugé a 4000 rpm por 10 min a 4°C para luego desechar el medio sin
c€lulas, se mantuvo invertido el tubo por 1 minuto para eliminar todo el resto del
medio. Después, las células se suspendieron en 10 ml de CaCl, 0.1 M y fueron
mantenidas en hielo. Se centrifugdé a 4000 rpm porl0 min a 4 ° C el liquido fue
desechado manteniendo el tubo invertido por 1 minuto. Finalmente las células fueron
suspendidas en 1 ml de CaCl, 0.1 M enfriado en hielo.

NOTA: Las células pueden ser congeladas a -70 ° C siempre que se guarden con
glicerol o almacenarlas a 4°C en hielo por 24-48 horas. La eficiencia de la
transformacion se incrementa de 4-6 veces durante las primeras 12-24 horas.
Transformacién.- Se utilizaron 200 pl de células competentes transfiriéndolas en un
tubo estéril de 1.5 ml a las cuales fue agregado el ADN (no mds de 50 ng en 10 pl o

menos), esto fue mezclado suavemente y se conservdé en hielo por 30 min.
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Posteriormente los tubos fueron transferidos a 42 ° C por 90 seg sin agitarlos.
Répidamente se transfiri el tubo al hielo, las células se dejaron enfriar 1-2 min. Se
agregaron 800 pl de caldo LB e incubd por 45 min con agitacion a 37 °C. Por Gltimo
se transfirieron 200 ul de células transformadas en una placa de agar LB conteniendo

ampicilina a una concentracién de 50-100 pg/pl.
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APENDICE C

Secuencias reportadas en el banco de genes, se incluye 401 recortado (secuencia

encontrada) comparadas con el programa Clustal IV.

Nombre Secuencia
) 1 1 1 ) ) lJ

10 . 20 30 49 50 69 70
487 VNI = S eies e ciese oo aSms SmSeme e e s mmmm s e s s S S s SR 1
401 recort@do -=--=--cmmmmem oo o e e Mo mmemeoeo—m—o—o o emm—s——ooooCoSooooo o 1
Shin completoCTAAAAGATTCGACGGAGTTGACCCAGCCTTCCCTGCCGCCCTCACCTGCGCTTCTCACCTCATGCTTTC 70
Taiwancomplet ==---=-===--=mmmmm— oo oo oo ooo-emsosooosooooooooooooSooooooooos 1
YNZcompleto —------------mmmmm-emmm oo mmmmmm-noSCoooooooooooooooomomssoomooes 1

80 90 100 110 120 130 140
487 VN1 == oo e mmmmmemmem oo mm oo osmmeeme-ooomoomes 1
401 recortado =sc=smoscammmmmsse s s st s e E s mC oSS m s o= s sime = = s o S Sm S E s S e s e = 1
Shin completoTTCCATGGATTCCCATACAAAGTCATCTTTCATGGACAACATCAAATTGCACATGACTGATACTCAATGC 140
Taiwaneomplet ---====--=-c - --emmmmme oo emmo—oo—eooooooocssososooooSoSooooooos 1
VN2completo —=-=-=---=-----mmmmmmsmmm—mooommmo—omomoooooomooosooooooSoooooooosones 1

150 160 170 180 190 200 210
487 WNL & e gssssssiss sm s s meem e me S e i p e i A e S m A R e SR s sna 1
401 ‘recortadoc == corsmmamnainn s e s e TS s e s s m oA n S sd s m EEE S S S EE S e S n s m Sem e o i

Shin completoTTCTTCAAGAACATTGAACGATTTGAGAAATTCTTGGGAAGATATGGGGACGAATACGCCATGTCCCA(A 210
Taiwancomplet === === --==-=-m=mmmm-eoo—m--so—ooooomSomoosmSoSSSooSosSoomooToTTonTe 1

VN2completo ==-=-m---=-=-=--smmmmoo oo —s—sooossoomoosoooSSSooSoooomoooooToToTToT 1
Ll
220 230 240 250 260 270 280
487 UNL Socmmmcmmmmmemm e oo e mem o= sSossosoo-ooo 1
401 recortado —----—--=-====-momm s mm oo om-— oS SSS oo oSS SSSsnT o TTmn e 1
Shin completoAGCAAAATTGTAACTGCCCCTTCCATCTCCACCACACTTTTACTCCCTCAGATAACGAGCATCTGGTATC 280
TQiwancomplet —==----m========mmmmmommom oo oo oo oo TTACTCC-TCAGA-AACGAGCAT-TGGTATC 28
VN2completo ==---=----=-----m-esmmmomemm———ssoooosoooooosSSSSSoomoSoooToTToSTToT 1
T
290 300 310 320 330 340 350
487 UNLI = —mcmmmemmemmmmme oo oo mmsmmmmmm e s ese e s e e el s e 1
401 recortQdo —--==== === =m-mmmm e mm oo — - sSoooooCSSSSoSCoSSSmSos TS TS S S o mEe 1

Shin completoCTCTTTCGCATTCGCCCGCCCAGAAGTCTCCATGGAAGAAATTAGAGCCACACCCTATCAGGCCAACAAG 350
TqiwancompletCTCTTTCGCATTCGCCCGCCCAGAAGTCTCCATGGAAGAAATTAGAGCCACACCCTATCAGGCCAACAAG 98

VNZcompleto =------=--==---ro-sooommmme o osooooonsoooooooSSSSSooSmoSommToTTTTTTTo 1
360 370 380 390 400 410 420

487 UNL  emmmmeemcmecmmmmmmemmmmmm e em e sese s e e e e oS S n o mm s e n 1

401 precortado —---=-smmmsmmmmmm e esm— o os——m———sso oS-SS oo oS oTSSSSSSSC oSS om oo 1

Shin completoCTTATTAGTGACAAACATTACGTGATGAACATGTCCAAGATCGATTCTAGAGTAA(AGGATCTT(CCTCC 420
TaiwancompletCTTATTAGTGACAAACATTACGTGATGAACATGTCCAAGATCGATTCTAGAGTAACAGGATCTTCCCTCC 168
VN2completd —--=--=--m-----mmmoommmmmosomoooooooosooooTSSSSSSomSmmSoooTooToTTTTTs 1
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487 YNL  —==mmmememmmmmmmmmmmmmmmmommeemmmmmm eSS oSedsmsoooosssmmeeooonoe 1

401 recort@do ——=--========m=- - - e e oo —-——-——omSmooooooSooooo— - smSSmsomees s 1
Shin completoTTAAGAAGGTTAGCGAATGGACTGAAATGAGAATGAACTCCAACTTTAATGGAACATTTGAACCATCAAG 490

TaiwancompletTTAAGAAGGTTAGCGAATGGACTGAAATGAGAATGAACTCCAACTTTAATGGAACATTTGAACCATCAAG 238
N 2 D, s s L e R S S T 5 e s 0 = = 1

487 VN1 = mmmmmmmmmmm e e e e e e e oo mm— oSS oo SSmSsosoosooooooes 1
401 recortQdo —----==== === -- - - e Seso—-oCCSSSS oo SSSSSoSooSoSmSTeT oo s
Shin completoACTCGCCCTCTCCAACTCTGGCATGACAACGGCAGGAGTCAACCTCGACGTTATTGTCAAACCAAATAAT 560
TaiwancompletACTCGCCCTCTCCAACTCTGGCATGACAACGGCAGGAGTCAA(CTCGACGTTATTGTCAAACCAAATAAT 308

UNZEOMBLEED oo il s e e e B S R S R R S R R RS SRR S SR RGT TR T T SR RS E 4,
570 580 590 600 610 620 630

487 VNL  ==-mmccemmeme-mmmmmmemmmmeomoomsmmmmmessmsmsesssssososmesseooososo- 1

401  recortats mmmrmnn mm RS S R RSO S LS SRR S S S S e S R RS RS R T D 1:

Shin completoGCAAGAAGTGTACTAGGAATATTGGAATGTCATCGCCAGCACGTGTGCACCGCCGACGCCAAGGGAACTG 630
TaiwancompletGCAAGAAGTGTACTAGGAATATTGGAATGTCATCGCCAGCACGTGTGCACCGCCGACGCCAAGGGAACTG 378

UN2Eompleto =emesddnssrasesuiinmmsmnnmn e s Sem i n nn S S e S R SR SR n s S s R s 1
T L Ll ottt it
640 650 660 670 680 690 700
487 YNL  m--mmmmmmmmmmmmmmmm e ocemmmmecoo o o-osoosocemoooosoSSsSsoosoomsmoooos 1
401 recortqdo -----==m==mmmmmmemmmmms e oo omsn o SSmmSoCeSS S STSSTSmSTT TR 2l

Shin completoTCGCTTCAGCCATGCCAGCCGTCTTCCAGGCAACCGATGGAAACGGTAACGAATCTGAACTGATCCAGAA 700
TaiwancompletTCGCTTCAGCCATGCCAGCCGTCTTCCAGGCAACCGATGGAAACGGTAACGAATCTGAACTGATCCAGAA 448

UNZcompleto sme-mormsde i st R S r e s s S s SR S S e S S S n S SRS RS TR 1
710 720 730 740 750 760 770

B W e e B i 1

401 recortado —---==m==m=em=m-mmmmeesemmoscmmosmeomSsooooSoooSsoSSTSSSTToToC TR 1

Shin completoTGCTCTGCCAAGGAACAGATACATCCAAAAGAGCACAATGAACGCTCAAACTGTCGTGTTTGCTAATGTT 770
TaiwancompletTGCTCTGCCAAGGAACAGATACATCCAAAAGAGCACAATGAACGCTCAAACTGTCGTGTTTGCTAATGTT 518

VNZEONBLELD Supee oo st s s S e e S S R R SRS SRR AT P 1
780 790 800 810 820 830 840

487 VN1 = s-mmmmemmmmmemmmmmnmmmmemessmeommmmosSoosoooossSmosooooooSoTonomoos 1

401 recortadoi=r=mmmmrmmmmmm s G e e e S S e e S S S C SIS S S SRS ST S ST AT AT 1

Shin completoTTGGAACAACTTATCGCCGATCTTGGAAAGGTTATCGTGAACGAACTGGCCGGCACCATCGCTGAATCTG 840
TaiwancompletTTGGAACAACTTATCGCCGATCTTGGAAAGGTTATCGTGAACGAACTGGCCGGCACCATCGCTGAATCTG 588

YNZeonplita svsssssicssssecnes SR msHmRmEm RS TS SRARERE ST SR SRR ST eRmRE R aEEe 1
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487 VNI mmmmmmmm o m o oo mm oo e omomomomooemm-oee 1
401 recortado ---==----==---- e oo oo meo oo ooeem-o—-o—o-o—o-ooo-- 1
Shin completo TACCAGAAAGCGTATATGAAAACACCAAGGAAATGATTGATAGACTAGGCTCTGACGACCTCTTCAAATC 910
Taiwancomplet TACCAGAAAGCGTATATGAAAACACCAAGGAAATGATTGATAGACTAGGCTCTGACGACCTCTTCAAATC 658

VN2completo 1
SR R T O,
------------------- GAATCAATGGATTAT GAAGATAGCGAAACAACAT CCAACAAT GGTCCCGTC
T 1 T |
920 930 940 950 960 970 980
A7 UL oo REs GAATCAATGGATTAT GAAGATAGCGAAACAACAT CCAACAATGGTCCCGTC 51
D e GAATCGATGGATTATGAAGATAGCGAAACCACAT CCAACAATGGTCCCGTC 51

Shin completo TAATAATAATGGAGGAGTAGAATCAATGGATTATGAAGATAGCGAAACAACATCCAACAATGGTCCCGTC 980
Taiwancomplet TAATAATAATGGAGGAGTAGAATCAATGGATTATGAAGATAGCGAAACAACATCCAACAATGGTCCCGTC 728
VNZ2complete eswssmsaammmasmmsmrasinmminns S TGAAGATAGCGAAACAACATCCAACAATGGTCCCGTC 37

B R e e P L PO T e T IR
CTCATCTCAGAAGCCAT GAAGAATGCCGTCTATCACACACTAATTTCCGGCAAGGCAGCTCGCCCGRAAA

990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
487 VN1 CTCATCTCAGAAGCCATGAAGAATGCCGT CTATCACACACTAATTTCCGGCAAGGCAGCTCGCCCGGAAA 121
401 recortado CTCATCTCAGACGCCAT GAAGAAT GCCGTCTATCACACACTAATTTCCGGCAAGGCAGCTCGCCCGGAAA 121
Shin completo CTCATCTCAGAAGCCAT GAAGAAT GCCGTCTATCACACACTAATTTCCGGCAAGGCAGCTCGCCCGGAAA 1050
Taiwancomplet CTCATCTCAGAAGCCAT GAAGAATGCCGTCTAT CACACACTAATTT CCGGCAAGGCAGCTCGCCCGGAAA 798
VNZcompleto CTCATCTCAGAAGCCATGAAGAATGCCGTCTATCACACACTAATTTCCGGCAAGGCAGCTCGCCCGGARA 107

CATATCCTCAACGATATCGAACGTAATATTTCTT CTGACTATACTAACT GTCCACCAAATACTAACCAAA

1270 . 1280 1290 1300 1310 1320 1330
487 VNI GATATCCTCAACGATATCGAACGTAATATTTCTTCTGACTATACTAACT GTCCACCAAATACTAACCARA 400
491 recortado 270

Shin completo GATATCCTCAACGATATCGAACGTAATATTTCTTCTGACTATACTAACTGTCCACCAAATACTAACCAAA 1329

THLWGACOMPLEL sevsrmmoavmsooie s S SR s s me e e RN oSS M IS SRS Se RS Sa R T SO aE 894
VN2completo GATATCCTCAACGATATCGAACGTAATATTTCTTCTGACTATACTAACTGTCCACCAAATACTAACCAAA 387

ATCCCTTTECTCTAGCTAT CAAGAGAGAATT CAGCAGAAT T GIOUXKX KX KX KXKXKXXX KX KXKXXXXX

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
487 WNL ATGCCTTTGCTCTAGCTAT CAAGAGAGAATTCAGCAGAATT GTTT CCTTCTTAACCATTCTTCGTAAGAR 470
491 recortado 270
Shin completo ATGCCTTTGCTCTAGCTATCAAGAGAGAATTCAGCAGAATTG 1371
Taiwancomplet =-====c-=m-mmmmrmmmmmmmemmmm oo nm o TCA 896

VN2completo ATGCCTTTGCTCTAGCTAT CAAGAGAGAATT CAGCAGAATTGTTTCCTTCTTAACCATTCTTCGTAAGAA 457

5 0B e Y
XXXXXXXXXXXXXKAXX

1410
487 VN1 CATTACACCCGCATAG 486
4p1 recortado 270
Shin completo 1371
Taiwancomplet 896
VN2completo CATTACACCCGCAT 471
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APENDICE D

Dosis letal media L50
Probabilidad 95% de confiabilidad por dosis
Estimado Limite inferior Limite superior

0,01 12,566 244,252 5,216
0,02 8,307 210,716 7,837
0,03 5,605 189,495 9,557
0,04 3,573 173,571 10,89
0,05 1,92 160,65 12,006
0,06 0,512 149,679 12,983
0,07 0,721 140,084 13,864
0,08 1,826 131,516 14,677
0,09 2,831 123,746 15,438
0,1 3,756 116,616 16,16
0,15 7,585 87,397 19,453
0,2 10,628 64733 22,629
0,25 13,239 46,019 26,083
0,3 15,584 30,236 30,208
0,35 17,757 17,071 35,49
0,4 19,818 6,525 42,449
0,45 21,813 1.47 51,39
0,5 23,776 7,322 62,205
0,55 25,739 11,645 74,55
0,6 27,734 14,986 88,145
0,65 29,796 17,729 102,906
0,7 31,968 21,126 118,957
0,75 34,313 22,35 136,641
0,8 36,924 24,541 156,618
0,85 39,927 26,85 180,149
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0,9 43,797 29,518 209,992
0,91 44,721 30,135 217,228

0,92 45,726 0,795 225,099
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