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RESUMEN 

El virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa o IHHNV por sus siglas en 

ingles de Infectious Hypodermal and Haematopoietic Necrosis Virus  ha sido responsable en 

los œltimos 24 a–os de afectar el crecimiento y la supervivencia de algunas especies de 

camarones penaeidos cultivados.  

 En MŽxico se aisl— por primera vez este virus en 1990  y se ha relacionado con retraso del 

crecimiento del camar—n. 

En 2009 se estableci— la teor’a de que cierta parte del genoma del IHHNV pueda estar 

ÒalojadoÓ dentro del genoma del camar—n blanco, lo que le confiere cierta resistencia a la 

manifestaci—n de la enfermedad. Esto puede dar explicaci—n a porquŽ se encuentran 

organismos ÒinfectadosÓ con el virus, pero no presentan signos visibles de enfermedad, 

revel‡ndose que es posible diferenciar un diagn—stico de IHHNV entre las dos formas posibles 

en que se presenta este virus, forma activa e inactiva. 

En el presente trabajo, se analizaron 152 muestras de camar—n blanco de cultivo, 148 muestras 

correspond’an a organismos juveniles y 4 pertenec’an a muestras de postlarvas provenientes de 

2 laboratorios diferentes. 

Se identificaron las formas activa e inactiva del virus de la Necrosis HipodŽrmica y 

HematopoyŽtica Infecciosa, por medio de PCR en Tiempo Real. 

Del total de muestras analizadas, 33% resultaron positivas para la determinaci—n de IHHNV y 

el 12 % result— positivo para la secuencia diferencial de IHHNV activo (NS1). 

Estos resultados son el resultado previo de un ‡rea inexplorada de investigaci—n en la 

acuicultura, la cual deja la pauta para nuevas formas de tratamientos moleculares y prevenci—n 

de enfermedades en organismos acu‡ticos. 

 



 

&"
"

1. INTRODUCCIîN 

 

La importancia de comprender las enfermedades virales que afectan a la acuicultura de 

camar—n, radica en que Žsta industria se ha convertido en una fuente importante de empleos, 

de abastecimiento de alimento e inyecta grandes cantidades de dinero en la econom’a nacional, 

en los mercados en los cuales se desarrolla (Maramorosch et al., 1997).  

En MŽxico, el camar—n por su volumen se encuentra posicionado en el lugar 4 de la 

producci—n pesquera en MŽxico; sin embargo, por su alto valor comercial, lo encontramos en 

el lugar 1 (Sagarpa-Conapesca, 2013). 

Desde el comienzo de la pr‡ctica de acuicultura de camar—n, las enfermedades virales han 

afectado seriamente capacidad de producci—n e impactado en el ‡mbito econ—mico (Guzm‡n-

S‡enz et al., 2009; Rai, P Safeena, et al., 2012). 

 

Se han reportado m‡s de 20  virus que afectan los cultivos de camar—n (Cifuentes Lemus e 

Gaxiola L—pez, 2003; Fernando, 2011), la infecci—n causada IHHNV genera un gran impacto 

en Litopenaeus stylirostis o camar—n azul,  causando mortalidades en cultivos que puede llegar 

hasta el 90% (Lightner, 2006; Morales Covarrubias, 2010). En cambio, en Litopenaeus 

vannamei, la tasa de mortalidad no excede el 5%, en cambio, genera  un s’ndrome conocido 

como Enanismo o deformidad del rostro (Lightner, 2006; Oie, 2006; Yang et al., 2007). 

 

El IHHNV es el virus m‡s peque–o de los virus conocidos de camarones penaeidos 

(Sindermann e Lightner, 1988; Maramorosch et al., 1997), pertenece al gŽnero 

Brevidensovirus, familia Parvoviridae; su nombre espec’fico es PstDNV (para el densovirus 

de L. stylirostris) (Cuellar Anjel, 2003). Est‡ formado por una cadena sencilla de ADN, es 

icosahŽdrico, sin cubierta y mide aproximadamente de 20 a 22 nm (Rai, P Safeena, et al., 

2012).  

 

El virus IHHNV afecta el —rgano linfoide, las g—nadas, el tejido conectivo, la musculatura, el 

ganglio y cord—n nervioso, la epidermis y el epitelio intestinal (tejidos mesodŽrmicos y 
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endodŽrmicos). El per’odo de incubaci—n var’a segœn la carga viral inicial, susceptibilidad 

individual, edad y tama–o de los camarones.(Cuellar Anjel, 2003; Lightner, 2006; Oie, 2006). 

Se han detectado secuencias del virus IHHNV, insertadas en el genoma de camar—n P. 

monodon de çfrica oriental, Australia y el Indo-Pac’fico oeste, sin que sean infecciosas para 

L. vannamei o para P. monodon, (Cuellar Anjel, 2003; Oie, 2006). Teixeira y colaboradores, 

diferenciaron dos formas del virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa, 

una forma Activa y una Inactiva. 

 

En nuestro pa’s no se ha investigado la presencia de las dos formas del virus IHHNV por lo 

que el objetivo de Žste trabajo fue determinar la presencia ambas formas en una granja de 

camar—n en Guasave, Sinaloa. 
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Objetivo 

Determinar la presencia de las formas Activa e Inactiva del virus de la Necrosis HipodŽrmica 

Infecciosa en una granja de camar—n en Guasave, Sinaloa. 

 

Hip—tesis  

Existe la presencia de dos formas del Virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica 

Infecciosa, la forma inactiva, encontrada en camarones sin visibles signos de enfermedad pero 

que resultan positivos en un examen diagn—stico tradicional y la forma activa, encontrada en 

camarones con visibles signos de enfermedad. 

 

Justificaci—n 

El virus IHHNV ha sido responsable en los œltimos 24 a–os de afectar el crecimiento y la 

supervivencia de algunas especies de camarones peneidos cultivados (Montgomery-Brook et 

al., 2007). En nuestro pa’s no hay reportes de trabajos que determinen si en las granjas de 

cultivo de camar—n exista la presencia de estas  2 formas del pat—geno. 
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2.  REVISIîN DE LITERATURA 

2.1 Generalidades de acuicultura 

El camar—n blanco (Litopenaeus vannamei) es una de las especies de crust‡ceos de gran 

impacto econ—mico que genera un importante nœmero de empleos directos e indirectos a 

travŽs de la explotaci—n y comercializaci—n de sus poblaciones naturales y/o las procedentes 

de los sistemas controlados por la acuicultura. (Ramos-Cruz, 2012). 

A nivel mundial, es uno de los principales crust‡ceos que generan gran demanda en el 

mercado, por tal motivo, la investigaci—n en aspectos de aumento de la producci—n, 

mejoramiento genŽtico y aprovechamiento de los recursos, avanzan cada d’a para proveer la 

informaci—n necesaria para que esta actividad  se lleve a cabo de la mejor manera. 

Sin embargo, al aumentar  la pr‡ctica de acuicultura  se ha incrementado, tambiŽn el aumento 

en los problemas de salud del camar—n.(Lightner e Pantoja, 2002). En 1989, s—lo hab’a seis 

virus de camar—n identificados en todo el mundo. Para 1996 esta cifra hab’a aumentado a 20 

virus de camar—n.(Oie, 2006) La enfermedad causada por IHHNV est‡ actualmente 

reconocida como el principal factor limitante para el cultivo de camar—n. (Montgomery-Brook 

et al., 2007) 

Otro de los factores que  limitan el Žxito de la camaronicultura mundial, consiste actualmente 

en el control de las infecciones, principalmente las de origen viral.(Montgomery-Brook et al., 

2007). Las altas densidades poblacionales usualmente utilizadas en los cultivos, propician la 

r‡pida propagaci—n de los agentes infecciosos, resultando generalmente en mortalidades 

masivas y ocasionando, como consecuencia, perjuicios econ—micos incalculables (Morales e 

Cuellar, 2008). 

En MŽxico, es de especial interŽs mantener los cultivos de camar—n alejados de cualquier 

amenaza que pueda provocar una disminuci—n en la producci—n (Fernando, 2011) debido a que 

es Žste ejemplar, el  nœmero 1 de las especies pesqueras que se exportan,  siendo Estados 

Unidos de AmŽrica, Jap—n y Francia sus principales destinos (Sagarpa, 2011). 
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2.2 Litopenaeus vannamei 

La mayor’a de las especies de camar—n utilizadas para acuicultura en todo el mundo, son de la 

familia Penaeidae y la especie m‡s cultivada en AmŽrica es la especie vannamei(Loh et al., 

1997) 

El camar—n blanco o patiblanco como tambiŽn se le conoce a Litopenaeus vannamei, 

pertenece a un grupo de organismos denominados colectivamente como crust‡ceos dec‡podos, 

o crust‡ceos que tienen diez pies,  aunque en realidad poseen 16, cinco pares que son las que 

observamos y que emplean primordialmente para caminar sobre el fondo, y los tres  primeros 

pares que est‡n ubicados en la boca y son empleados en el proceso de captura del alimento. 

(NŽstor e Gabriel, 2002).  

Est‡n formados por un cefalot—rax y un abdomen constituidos por —rganos y tejidos (Morales 

Covarrubias, 2010) los cuales cubren distintas funciones (Fig. 1). 

 
 

Fig. 1 Morfolog’a interna de un camar—n, 1.-Boca, 2.- Est—mago, 3.- Ciego Intestinal anterior, 4.- 
Intestino anterior, 5.- Intestino medio, 6.- Ciego intestinal posterior, 7.- Recto, 8.- Ano, 9.- 
Hepatop‡ncreas, 10.-Organo Mandibular, 11.- Coraz—n, 12.- Arteria (Aorta) dorsal posterior, 13.- 
îrgano Linfoide, 14.- Tejido HematopoyŽtico, 15.- Sistema Nervioso Central, 16.- Ojo, 17.- Gl‡ndula 
Antenal, 18.- îrgano  . A.- Sistema Reproductor Femenino B.- Sistema Reproductor Masculino 
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En el proceso de crecimiento del camar—n, para que Žste pueda aumentar de tama–o, debe 

mudar de exoesqueleto y dado que su tracto digestivo tambiŽn est‡ revestido por una capa 

quitinosa, cuando se muda de exoesqueleto, tambiŽn mudan de tracto digestivo, este proceso 

de muda deja al camar—n expuesto y vulnerable a ser atacado por diferentes agentes 

infecciosos (Fernando, 2011). 

La primera l’nea de defensa de estos animales es proporcionada por la presencia del caparaz—n 

externo r’gido o exoesqueleto, que funciona como una barrera f’sico- qu’mica protectora. 

Adem‡s de ello, todo el tracto digestivo de estos animales, que es la principal v’a de entrada 

para los microorganismos, tambiŽn est‡ revestido por una capa quitinosa que ofrece un 

ambiente ‡cido y lleno de enzimas, capaz de inactivar y digerir la mayor’a de los 

microorganismos que no son parte de su microbiota natural. (Morales e Cuellar, 2008). 

A comparaci—n de otros invertebrados, los crust‡ceos disponen solamente de un sistema 

inmune innato, diferente de los vertebrados que adem‡s de esto, tienen tambiŽn un sistema 

inmune adaptativo.(Fernando, 2011) (Ramos-Cruz, 2012) El sistema inmune innato de los 

crust‡ceos, es encontrado en todos los organismos multicelulares, incluyendo invertebrados y 

plantas, mientras que el sistema inmune adaptativo s—lo se encuentra en los vertebrados.(Lee e 

SšderhŠll, 2002).  

Este œltimo se caracteriza por la presencia de una infinidad de receptores y anticuerpos 

altamente espec’ficos y por la inducci—n de cŽlulas de memoria, que garantizan una respuesta 

de defensa altamente eficiente y espec’fica para los m‡s diversos pat—genos. (Alberts B. et al. 

2002). Esta respuesta transcurre de la presencia de una l’nea celular linfoc’tica, presente 

solamente en los vertebrados, donde se apoyan todos los mecanismos de especificidad y de 

memoria inmunol—gica.  

De esta forma, su ausencia en los invertebrados inviabiliza cualquier tentativa de desarrollo de 

vacunas, en su concepto cl‡sico de la palabra, disminuyendo as’ de manera sustancial, la 

posibilidad de la prevenci—n y control de infecciones en los crust‡ceos. (Morales e Cuellar, 

2008). 

La œnica l’nea de defensa que tienen los penaiedos es la conferida por la inmunidad innata que 
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proviene de las cŽlulas sangu’neas llamadas hemocitos. (Ji et al., 2009) 

El sistema circulatorio de los crust‡ceos es de tipo abierto o semi-abierto, por donde transita 

un tejido fluido denominado hemolinfa, correspondiente a la sangre de los vertebrados. 

(Lightner e Pantoja, 2002). En la hemolinfa son transportados continuamente nutrientes, 

excretas, ox’geno, hormonas y otras molŽculas importantes para los diferentes —rganos de esos 

animales. Debido a su fluidez y por la capacidad de llegar directamente a todos los tejidos de 

los crust‡ceos, la hemolinfa contiene adem‡s todos los componentes del sistema 

inmunol—gico. (Fernando, 2011) . 

La hemolinfa est‡ compuesta por una fracci—n celular, representada por las cŽlulas circulantes 

o hemocitos y por una fracci—n l’quida constituida por el plasma que contiene diferentes 

factores humorales. (NŽstor e Gabriel, 2002) Las respuestas inmuno celulares y humorales 

actœan de forma integrada en los crust‡ceos, protegiŽndolos contra la invasi—n de 

microorganismos y par‡sitos, garantizando as’ su integridad corporal y homeost‡tica. 

Los principales sistemas de defensa actualmente reconocidos en los crust‡ceos son:  

1. Coagulaci—n de la hemolinfa;  

2. Melanizaci—n mediada por el sistema Pro-fenol oxidasa (proPO);  

3. Reconocimiento y aglutinaci—n celular mediados por las lectinas;  

4. Sistemas antibacterianos, antifœngicos y antivirales mediados por los pŽptidos 

antimicrobianos, RNA de interferencia y por prote’nas de reconocimiento patr—n;  

5. Producci—n de formas reactivas de ox’geno y nitr—geno  

6. Sistema fagoc’tico y de encapsulamiento. (NŽstor e Gabriel, 2002) 
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2.3 Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa  

La enfermedad causada por el virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa 

genera un particular interŽs debido a que no causa una infecci—n letal en Litopenaeus 

vannamei, en cambio, produce una reducci—n en el crecimiento y una variedad de 

deformidades cuticulares de del rostro, antenas y en  zonas tor‡cica y abdominal, 

deformidades que en conjunto se conoce comœnmente como el s’ndrome de la deformidad y 

enanismo ( Run-Deformity Syndrome o RDS) (Lightner e Pantoja, 2001; Sun et al., 2006). 

El IHHNV es el virus m‡s peque–o de los virus conocidos de camarones penaeidos 

(Sindermann e Lightner, 1988; Maramorosch et al., 1997), pertenece al gŽnero 

Brevidensovirus, familia Parvoviridae; su nombre espec’fico es PstDNV (para el densovirus 

de L. stylirostris) (Cuellar Anjel, 2003). El viri—n del IHHNV  es un icosaedro de la familia de 

los Parvovirus,  sin envoltura de 20-22 nm, contiene ADN lineal monocatenario de un tama–o 

estimado de 3,9 kb, con 3 marcos de lectura y  tiene una c‡psida con cuatro polipŽptidos.(Oie, 

2006) (Rai, P Safeena, et al., 2012; Silva et al., 2014).  

El virus IHHNV afecta el —rgano linfoide, las g—nadas, el tejido conectivo, la musculatura, el 

ganglio y cord—n nervioso, la epidermis y el epitelio intestinal (tejidos mesodŽrmicos y 

endodŽrmicos). El per’odo de incubaci—n var’a segœn la carga viral inicial, susceptibilidad 

individual, edad y tama–o de los camarones.(Cuellar Anjel, 2003; Lightner, 2006; Oie, 2006). 

Se ha reportado infecci—n natural por IHHNV en camar—n (Penaeus sp.) En AmŽrica, afecta a 

las dos especies m‡s importantes para el comercio de camar—n:Litopenaeus. stylirostris y 

Litopenaeus vannamei. El L. stylirostris es altamente susceptible a IHHNV, y el virus causa 

una enfermedad letal (hasta 90% de mortalidad) mientras que en L. vannamei el virus no causa 

una infecci—n letal (Boada et al., 2008) en esta especie en cambio, produce una enfermedad 

cr—nica no letal que se manifiesta con una reducci—n en el crecimiento y una variedad de 

deformidades cuticulares del rostrum,  la antena y otras zonas tor‡cica y abdominales (Arun K 

et al., 2001). Ver Anexo 1 y 2. 
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En MŽxico este agente infeccioso tiene una presencia importante. Segœn un estudio realizado 

en reproductores y que fue publicado el 2014, la prevalencia de esta enfermedad en el noroeste 

del pa’s oscila entre 30% y 60%. (Mendoza Canoa et al., 2014) 

Al  igual que en otros pa’ses, en MŽxico tambiŽn es una de las principales causas de pŽrdidas 

econ—micas debido a que si bien no genera mortalidades masivas por s’ mismo, s’ genera 

problemas en la producci—n al presentarse como una enfermedad cr—nica no letal 

(Chayaburakul et al., 2005).  La  cual, al afectar el crecimiento, provoca que se cosechen 

organismos de diferentes tallas (tama–os) (Ru’z Sandoval, 2013) reduciendo dr‡sticamente el 

peso esperado en toneladas, generando con esto un menor ingreso econ—mico para los 

productores.  

A lo largo del tiempo se han utilizado diferentes tŽcnicas para diagnosticar las enfermedades 

que atacan el camar—n blanco (Lightner e Pantoja, 2001), las cuales incluyen desde 

microbiolog’a tradicional, histopatolog’a, western blot, ELISA, PCR punto final, PCR Tiempo 

real, entre otras (Fernando, 2011) 

Los beneficios de realizar un diagn—stico oportuno, certero y r‡pido, son, en poblaciones que 

ya manifiestan signos de enfermedad, poder identificar el agente causal para determinar el 

tratamiento a seguir y atacar de manera directa el problema. 

En poblaciones que aœn no manifiestan signos de enfermedad, el diagn—stico juega un papel 

importante en el tema de prevenci—n y control, debido a que las enfermedades en el ambiente 

acu‡tico se propagan m‡s r‡pido afectando a m‡s organismos en un tiempo muy 

corto.(Fernando, 2011) 
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2.4 Forma Activa e Inactiva de IHHNV 

Se sabe que los crust‡ceos y los insectos pueden llevar uno o m‡s pat—genos virales de forma 

persistente a niveles bajos, sin presentar ante ello signos de enfermedad y adem‡s de eso, 

pueden transmitirlas a su descendientes y aunque aœn no se conoce el c—mo lo hacen, este 

proceso se ha denominado alojamiento viral  (Flegel, 2009).  

 

Segœn este autor,  se puede lograr la protecci—n o tolerancia contra un virus en espec’fico 

cuando una parte del genoma del virus se aloja en el genoma del hospedador, fragmentos no 

retrovirales tanto de virus  ARN y ADN se han encontrado en los genomas de insectos y 

crust‡ceos. Adem‡s, secuencias que codifican para la transcriptasa inversa (RT) y la integrasa 

(IN) tambiŽn han sido encontrados en crust‡ceos e insectos (Flegel, 2006; Tassanakajon et al., 

2006) 

Se plante— la idea de que los camarones y otros artr—podos utilizan  estas RT para reconocer 

mRNA "exterior" de virus de RNA y DNA y que son capaces de utilizar las integrasas (IN) 

para insertar al azar las secuencias de ADNc cortos en sus genomas.  

 

Estas inserciones dan como resultado la producci—n de ARN inmunoespec’fico (imRNA) 

capaz de estimular la iRNA que suprime la propagaci—n viral. (Flegel, 2009) 

 

Se ha demostrado que Penaeus monodon puede llevar inserto en su genoma, ciertos 

fragmentos del Virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa sin que estos 

presenten signos de la enfermedad (Chayaburakul et al., 2005; Oie, 2016).  

 

Un estudio en Brasil demostr— que tambiŽn se pueden encontrar fragmentos de IHHNV en el 

genoma de Litopenaeus vannamei (Teixeira et al., 2010). Los autores mencionan que el virus 

al que denominan inactivo es aquel que se encuentra presente en camarones sin visibles signos 

de enfermedad como talla peque–a, rostrum desviado, o malformaciones cuticulares (Robles-

Sikisaka et al., 2010; Silva et al., 2014). Mientras que la forma denominada activa, es la 

encontrada en camarones que si presentan visibles signos de enfermedad. 
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2.5 TŽcnicas de Diagn—stico Molecular 

Para poder detectar el virus, existen diferentes tŽcnicas tradicionales y moleculares que ayudan 

a la f‡cil identificaci—n, sin embargo, cuando los mŽtodos cl‡sicos no son lo suficientemente 

espec’ficos y/o sensitivos, es necesario complementarlos con uno o m‡s mŽtodos moleculares, 

(Oie, 2006). 

La tŽcnica utilizada en este trabajo de investigaci—n, es la de PCR en Tiempo Real debido a 

que es una tŽcnica m‡s robusta y sensible, basada en la tecnolog’a del ADN. La Reacci—n en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) y la hibridaci—n in situ, se han convertido en mŽtodos de 

rutina para el diagn—stico molecular de IHHNV, principalmente cuando el objetivo es detectar 

la infecci—n cr—nica o para obtener camarones reproductores libre de pat—genos. (Teixeira et 

al., 2010). 

La PCR multiplica o amplifica exponencialmente una secuencia espec’fica de ADN 

bicatenario, sintetizando grandes cantidades de un segmento espec’fico de ADN a partir de 

cantidades inferiores a 1 µg del ADN de muestra a partir de una sola molŽcula de ADN 

(Aguilera et al., 2012; Tamay De Dios et al., 2013) 

 La PCR en tiempo real es una tŽcnica que combina la amplificaci—n y la detecci—n en un 

mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los ciclos con una se–al de 

intensidad de fluorescencia. Posee caracter’sticas importantes como alta especificidad, amplio 

rango de detecci—n y rapidez en la visualizaci—n del producto ya que no es necesario realizar 

una electroforesis posterior. (Dhar et al., 2001; Tamay De Dios et al., 2013) 

Los ensayos de la PCR en tiempo real son 1,000 veces m‡s sensibles que la hibridaci—n por 

Dot blot y pueden detectar diferencias de una sola copia del ADN. (Aguilera et al., 2012) 

Para la amplificaci—n por PCR en tiempo real adem‡s de los reactivos que se emplean en la 

PCR punto final, es necesario emplear un fluor—foro.  

En algunos ensayos cuantitativos se requiere determinar el nœmero de molŽculas ARNm, por 

lo que es necesario llevar a cabo una reacci—n de transcripci—n reversa del ARN mensajero a 

ADN complementario antes de que se aplique la PCR en tiempo real.  
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En este caso, el ensayo se conoce como retrotranscripci—n o RT acoplada a la PCR (RT-

PCR), la que puede realizarse en uno o dos pasos. Finalmente, se realiza la amplificaci—n 

(s’ntesis) del ADN o ADNc en un termociclador acoplado a un sistema —ptico, que monitorea 

la se–al de los fluor—foros usados para detectar el producto amplificado. (Aguilera et al., 2012; 

Tamay De Dios et al., 2013)  

Debido a que la fluorescencia de Žstos aumenta conforme el producto se amplifica (Arun K et 

al., 2001), se combinan los procesos de amplificaci—n y detecci—n en una sola etapa para 

mejorar los resultados y que la tŽcnica sea m‡s efectiva. 

Se han utilizado diferentes tŽcnicas de diagn—stico espec’ficas para detectar el virus de la 

Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa, como Dot Blot, Histopatolog’a, 

ex‡menes en fresco (Sindermann e Lightner, 1988; Lightner e Pantoja, 2002; Morales 

Covarrubias, 2010), sin embargo, a lo largo del tiempo y conforme avanza la ciencia, se ha 

descubierto que la detecci—n mediante PCR es m‡s sensible que por otras tŽcnicas moleculares 

(Boada et al., 2008) 

Adicional a esto, es importante mencionar que el Virus de la Necrosis HipodŽrmica y 

HematopoyŽtica Infecciosa ya se encuentra secuenciado en su totalidad (Silva et al., 2014) con 

nœmero de Acceso en GenBank AF218266 .  

La oorganizaci—n del genoma del IHHNV revel—  tres principales dominios de codificaci—n 

t’picos: un ORF1 de 2.001 pb que codifica NS1, una prote’na No estructural, un ORF2 (NS2) 

de 1091 pb que codifica NS2, una prote’na no estructural y un ORF3 derecha de 990 pb que 

codifica una prote’na viral. (Teixeira et al., 2010; Silva et al., 2014). 

Estudios han revelado que la prote’na NS1, se encuentra altamente conservada en el virus  

(GenBank cl24009) y que ha sido de utilidad para poder diferencial las dos formas de Žste 

virus  (Teixeira et al., 2010). 
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3. MATERIALES Y MƒTODOS 

3.1 çrea de estudio 

El presente estudio se llev— a cabo en el municipio de Guasave, en el Estado de Sinaloa, en la 

granja Acu’cola #3 de la micro zona conocida como ÒEl CuchilloÓ. (Fig.2) 

 

 
 

Fig. 2  Localizaci—n geogr‡fica del ‡rea de estudio. A. Mapa de la Repœblica Mexicana con el estado 
de Sinaloa resaltado en rojo. B. Municipio de Guasave. C. Acercamiento al ‡rea de la micro zona ÒEl 
CuchilloÓ en donde se indica con la flecha el lugar de estudio, la Granja #3. 
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3.2 Muestreo 

Debido a que el virus afecta a todas los estad’os del camar—n (Oie, 2006) (Lightner, 2006) , se 

realiz— un muestreo de 148 organismos juveniles, tomados al azar (Morales Covarrubias, 

2010).   

El nœmero de muestra se tom— en base a la Tabla de Amos, que indica el tama–o de muestra 

necesaria para fines de diagn—stico de los pat—genos causales de enfermedades virales en 

crust‡ceos acu‡ticos de acuerdo al nœmero de poblaci—n y tomando una prevalencia del 2% 

(NOM-030-PESCA) (Lightner e Pantoja, 2001) (Morales Covarrubias, 2010).   

De acuerdo a la informaci—n proporcionada por el productor de la granja en donde se llev— a 

cabo el estudio, Žsta se sembr— con una densidad de 15 organismos por m2, siendo la 

superficie total de la granja  de 70 Has. por lo tanto, segœn la Tabla modificada por  Amos, la 

cantidad adecuada de organismos muestreados deber‡n ser 150.  

Para este estudio se tomaron  148 muestras de camarones juveniles completamente al azar, 

adem‡s,  se tomaron 4 muestras de  postlarvas que se utilizaron para sembrar el estanque, 

procedentes de 2 laboratorios diferentes  de postlarvas. 

Los organismos colectados se tomaron completamente al azar (Lightner e Pantoja, 2001; 

Morales Covarrubias, 2010) en 5 puntos diferentes del estanque mediante redes y se colocaron 

en frascos nuevos, limpios, con alcohol absoluto para su posterior an‡lisis molecular . Ver 

Anexo 3. 

 

3.3 Procesamiento de Muestras 

3.3.1 Validaci—n del MŽtodo  

La validaci—n se realiz— de acuerdo a la norma mexicana NMX-EC-17025-IMNC-2006 

emitida por el Instituto Mexicano de Normalizaci—n y Certificaci—n A.C., en el Centro de 

Investigaci—n de Desarrollo Biotecnol—gico y Diagn—stico S.A. de C.V.  (Tr‡mite 16LP0930 

Acreditaci—n Inicial ante EMA)  
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Se utilizaron primers y sondas del kit TaqMan¨ Ribosomal RNA Control (VIC) Reagents de 

Life Technologies. 

Control Interno Positivo (IPC) en los ensayos de PCR tiempo real, y es amplificada en todas 

las muestras. 

3.3.2 Lisis externa 

Antes de realizar la extracci—n de ‡cidos nucleicos, las muestras de ple—podos pasaron por un 

proceso  de lisis externa, debido a que la cubierta quitinosa que se encuentra presenta puede 

actuar como  inhibidor de la PCR. (Silva et al., 2014) 

Para la destrucci—n del tejido se lleva a cabo una lisis externa mediante el MagNA Pure LC 

Total Nucleic Acid Isolation Kit Ð Lysis / Binding Buffer, el cual contiene isotiocianato de 

guanidina  que realiza una lisis celular as’ como una efectiva inactivaci—n de enzimas como las 

nucleasas (ROCHE). 

Para esta etapa se utilizaron tubos homogeneizadores  con perlas de cristal, los cuales se 

identificaron debidamente. Segœn la OIE en su Manual acu‡tico, menciona que Òlas muestras 

que se toman para pruebas moleculares pueden combinarse convirtiŽndolas en muestras 

compuestas que representen no m‡s de cinco ejemplares de juveniles, subadultos o adultos 

cada unaÓ, en este caso se trabaj— con pooles de 3 y 5 ejemplares cada uno, por lo cual en el 

protocolo interno se determin— pesar 25mg de cada muestra.  

Las muestras de post larvas se tomaron como muestras individuales, es decir no se hicieron 

pools.  

En la primera ronda de an‡lisis se hicieron 16 pools de 5 organismos cada uno, analizando un 

total de 72 muestras. Se tom— como criterio para agruparlos, el tama–o de los organismos 

haciendo los pools de m‡s grandes a m‡s peque–os, las muestras de postlarvas se analizaron 

individual. 

En la segunda ronda de an‡lisis se tom— el mismo criterio, pero en esta ocasi—n los pools se 

formaron con 3 organismos cada uno agrup‡ndolos tambiŽn por tama–o.  

Las muestras de postlarvas se tomaron como una muestra individual cada una. 
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El procedimiento consiste en:  

1. Agregar 500! L del Lysis/Binding Buffer a cada uno de los tubos con perlas de cristal 

que contienen la muestra y homogeneizarlas.  

2. Homogeneizar con el equipo MagNa Lyser a 90 seg a 5000rpm 

3. Las muestras de tejido despuŽs del MagNA Lyser se colocan en la microcentr’fuga 

para eliminar la espuma generada por la agitaci—n, durante 3min a 5000rpm. 

4. Una vez homogeneizadas las muestras se colocan en una gradilla y se dejan incubando 

por 30min a temperatura ambiente. 

5. Transcurrido este tiempo se procede con la extracci—n. 

 

3.3.3 Extracci—n 

DespuŽs de realizar la lisis externa, se pas— al proceso de extracci—n de çcidos Nucleicos 

1. Para extraer los ‡cidos nucleicos totales se emplearon los equipos MagNA Pure LC 2.0 

utilizando los kits MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit de Roche (03 038 

505 001) que conten’an: 

1. Wash Buffer I (Tapa Negra) conten’an cloruro de guanidina y etanol para eliminar 

inhibidores de la PCR. 

2. Wash Buffer II  (Tapa Azul) conten’an etanol para remoci—n de sales, prote’nas, etc. 

3. Wash Buffer III (Tapa Roja) remoci—n de sales, etc. 

4. Lysis/Binding Buffer (Tapa Verde) conten’an tiocianato de guanidina y triton X-100 

para lisis celular y uni—n de ‡cidos nucleicos totales. 

5. Proteinase K (Tapa Rosa) conten’an una serina proteasa del hongo Engyodontium 

album (antes Tritirachium ‡lbum) para digesti—n de prote’nas. Este reactivo viene 

liofilizado y se reconstituy— agregando 3 mL de Elution Buffer, se homogeneiz— 

completamente, y agregaron otros 2 mL del mismo buffer. Una vez reconstituido es 

estable por 1mes si se mantiene entre 2 y 8¼C o por 12 meses mantenido a -20¼C. 

6. Magnetic Glass Particles (MGPs) Suspension (Tapa Caramelo) conten’an part’culas de 

s’lice magnŽticas en propanol para la uni—n de ‡cidos nucleicos totales. Este reactivo se 

homogeneiz— antes de su uso para evitar la sedimentaci—n de las part’culas. 
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Elution Buffer (Tapa Amarilla) para reconstituir la proteinasa K y para eluci—n de los ‡cidos 

nucleicos totales 

El  equipo se prepar— con los datos de las muestras, posteriormente se seleccion— el protocolo 

de purificaci—n ÒTOTAL NA EXTERNAL LYSISÓ. 

Se colocaron de 400 a 500! l de las muestras provenientes de la lisis externa. Al final de la 

extracci—n se eluyeron a 100! l.  

Al finalizar los equipos, las extracciones se conservaron a -20¼C hasta su proceso en PCR 

Tiempo Real. 

 

3.3.4 Control Interno Positivo (IPC) 

Se utiliz— una secuencia de 180 pb del gen 18S ARN ribosomal (rRNA), una regi—n 

conservada del genoma de un diverso grupo de organismos eucariotas, por ejemplo: el 

camar—n blanco. Esta regi—n es hom—loga al juego de cebadores y sondas del kit TaqMan¨ 

Ribosomal RNA Control (VIC) Reagents de Life Technologies.  

Esta secuencia es utilizada como un Control Interno Positivo (IPC) en los ensayos de PCR 

tiempo real, y es amplificada en todas las muestras y en los calibradores. El prop—sito de este 

control es determinar que una muestra fue procesada correctamente. 

El Kit Taqman Ribosomal RNA Reagents comercial amplifica para un diverso grupo de 

organismos Eucariotas. El control de la calidad en la reacci—n se basa en la detecci—n del gen 

18S ribosomal. 

Debido a la abundancia de RNA Ribosomal, es probable que se obtengan valores de "CT" 

bajos, para corregir este problema se debe ajustar la l’nea basal la cual  debe visualizarse de tal 

manera que el crecimiento de la curva de amplificaci—n comience en un numero de ciclo 

donde se observe el crecimiento logar’tmico de dicha curva.  

-Kit Taqman Exogenous Internal Positive Control  
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Este kit comercial est‡ preoptimizado para distinguir entre un resultado negativo y un 

producto de la inhibici—n de la PCR. Evita adem‡s la amplificaci—n de genes end—genos y 

permite la coamplificaci—n del IPC y la secuencia diana sin comprometer la amplificaci—n de 

la secuencia diana. 

Los par‡metros para aceptar control de calidad interno en las reacciones de PCR se describen 

en la Tabla 1. 

 

 

Tabla 1. Par‡metros de aceptaci—n de Control Interno 

Secuencia buscada                                      IPC                                         Interpretaci—n 
         (FAM) 
 

            +                                                             +,-                                                  + 

            -                                                               +                                                    - 

            -                                                               -                                              rechazado     

 

3.3.5 PCR 

Los cebadores y las sondas que se utilizaron para detectar IHHNV son los recomendados por 

la OIE para la tŽcnica de PCR en Tiempo Real (Oie, 2006): Los cebadores y la sonda TaqMan 

est‡n dise–ados por el sistema Primer Express (Applied Biosystems. La sonda TaqMan se 

marc— con los colorantes fluorescentes 5-carboxifluoresce’na (FAM) en el extremo 5Õ, y 

N,N,NÕ,NÕ-tetrametil- 6- carboxirodamina (TAMRA) en el extremo 3Õ (Applied Biosystems, 

parte n¡450025). 

Para distinguir entre IHHNV activo e inactivo se dise–aron cebadores y sondas para la regi—n 

que codifica la NS1 del virus. Acceso GeneBank AF59415.1 (Teixeira et al., 2010).  

Las secuencias de los cebadores y las sondas utilizadas se describen en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Cebadores utilizados en la PCR Tiempo Real 

      Cebador                           Secuencia                                                  %GC              GeneBank 

                                                                                                                                             Acceso 

 

VNHHI1608F              TACTCCGCACACCCAACCA                                         57.9%                 

VNHHI1688R            GGCTCTGGCAGCAAAGGTAA                                       55%                   AF218266 

SONDA           ACCAGACATAGAGCTACAATCCTCGCCTATTTG               45.5%                  

IHHNVNS1F            GTAGTGCACCGATGGTAAGAG                                     52.4%                 

IHHNVNS1R            TCCGTGTACCAGAAATCTTAGC                                   54.4%                 AF59415.1 

SONDA                CTCCAAGGACCAACAGGAACAGGAAA                           50% 

 

Para las corridas de PCR en tiempo Real se trabaj— con el kit TaqMan Fast Advanced master 

Mix 2 x 4444554 de ROCHE que contiene segœn el fabricante: 

1. Polimerasa AmpliTaq¨ Fast DNA  

2. Uracil-N glicosilasa (UNG) 

3. dNTPs con dUTP 

4. Colorante ROXª (referencia pasiva) 

5. Buffer  

 

Se utiliz— un volumen de 15! l de master mix Fast Advance, 1! l de Reverse IPC, 1! l de 

Forward IPC, 1! l de cebadores (For/Rev) y 2! l de ‡cidos nucleicos extrad’dos de la  muestra. 
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El dise–o del experimento fue de 60¡C por 30 seg para el Pre-PCR, 50¡C por 2 min, luego se 

subi— la temperatura a  95¡C por 20 seg para el Holding stage, para el cycling stage 95¡C por 1 

seg y 60¡C por 20 seg, para el post PCR 60¡C por 30 seg. durante 40 ciclos.  

 

 

4. RESULTADOS 

En la primera ronda de detecci—n del agente infeccioso (IHHNV) con los cebadores 

recomendados por la OIE, se analizaron  16 pools, 14 pools conten’an 5 organismos cada uno, 

2 pools eran de postlarvas, cada uno de un laboratorio diferente. Se tom— como criterio para 

agruparlos, el tama–o de los organismos haciendo los pools del m‡s grande al m‡s peque–o. 

Fig 3. 

 
 

Fig. 3. Diferentes tallas de camar—n. Se observa marcada diferencia en los organismos colectados de 

un mismo estanque en donde se encuentran bajo las mismas condiciones de alimentaci—n, f’sicas y de 

manejo. 
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Se formaron 7 pools con los organismos de mayor tama–o y 7 con los de tallas m‡s peque–as. 

Las 2 muestras de postlarvas se procesaron de manera individual, aunque en la misma muestra 

se pod’an observar organismos con morfolog’a diferente como se aprecia en la  Fig 4. 

 
 

Fig. 4. Postlarvas de Litopenaeus vannamei.  
 

En la Fig. 5 se muestran los resultados obtenidos de los primeros 16 pools analizados, 7 

corresponden a organismos de talla Grande, 7 a talla Peque–a y 2 a Postlarvas.  Ver Anexo 5. 

El total de pools positivos fueron 10. 8 corresponden a pool de 5 organismos y 2 a las 

muestras de postlarvas.  

Del 100% de muestras analizadas en esta primera fase de an‡lisis, el 17% de las muestras 

detectadas como positivas corresponden a organismos de talla grande, 28% a organismos de 

talla peque–a y 20% a postlarvas. 
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Posteriormente estas muestras que arrojaron resultado positivo, se sometieron al an‡lisis para 

discriminar la forma activa e inactiva del IHHNV, con los primers IHHNVNS1, arrojando 0 

resultados positivos. 

En la segunda ronda de an‡lisis para la detecci—n del agente infeccioso, se analizaron un total 

de 80 muestras, se hicieron 26 pools de 3 organismos c/u,  y 2 muestras individuales 

correspondientes a las postlarvas. 

Los resultados e muestran en la Fig. 6. Del 100% de las muestras analizadas en esta segunda 

fase de an‡lisis, el 28.5% de los resultados positivos corresponde a organismos de talla 

peque–a, el 3.5% a organismos de talla grande y el 7% a postlarvas. 
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De las muestras resultantes como positivas para el diagn—stico de IHHNV, se pasaron a un 

segundo an‡lisis para discriminar entre las formas activa e inactiva del virus. Esta vez si 

encontramos resultados positivos.  

Los resultados se muestran en la Fig 7, en donde observamos que se detect— NS1 en el 7% de 

postlarvas, en 21.4 de organismos de talla peque–a y no se detect— en organismos de talla 

grande. 
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En total de 148 organismos colectados, 67 dieron positivo en un examen de diagn—stico por 

PCR en tiempo Real utilizando los primers sugeridos por la OIE para detectar IHHNV, de las 

4 muestras de postlarvas, las 4 dieron resultado positivo para detectar IHHNV.  

En el examen realizado para  diferenciar las formas activa e inactiva por PCR Tiempo Real, se 

busc— una zona conservada de la NS1, prote’na no estructural indispensable para la replicaci—n 

del virus (Rai, Safeena  , et al., 2012) y solo se encontraron 18 organismos positivos y las 4 

muestras de postlarvas. Fig. 8 
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5. DISCUSIîN  

Los organismos que se colectaron para el presente estudio se encontraban con las mismas 

condiciones de manejo, alimento y en las instalaciones sin cambio alguno al momento de la 

colecta.  

Como observamos en la figura 2, a pesar de que los organismos ten’an las mismas condiciones 

y la misma oportunidad de alimento, nos encontramos con ejemplares de tama–os muy 

diversos.  

 

Al momento de la colecta, algunos camarones presentaban visibles signos de retardo del 

crecimiento, uno de los signos caracter’sticos de la infecci—n por el virus de la Necrosis 

HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa (Lightner e Pantoja, 2002; Guzm‡n-S‡enz et al., 

2009; Oie, 2016). 

 

Tomando en cuenta que del total de las muestras de organismos juveniles (148) 64% estaba 

representado por camarones aparentemente enfermos o de talla peque–a  y el 36% por 

camarones aparentemente sanos o  de talla grande, muchos de estos camarones de talla 

peque–a, dieron un resultado positivo en la detecci—n de IHHNV mediante PCR en Tiempo 

real.  

 

El 33% de las muestras de organismos de talla peque–a arrojaron un resultado positivo para el 

diagn—stico de IHHNV por PCR en tiempo real, esto es casi la mitad de los camarones 

peque–os. 

 

Mientras que los camarones de talla grande o aparentemente sanos representaron el 36% del 

total de las muestras colectadas,  el 12% dio positivo para el diagn—stico de IHHNV por PCR 

en tiempo real, es decir,  una tercera parte de los organismos aparentemente sanos resultaron 

positivos. 

 

El uso de transcripci—n inversa como diagn—stico diferencial de IHHNV demostr— ser œtil para 

discriminar entre activo (infecciosa) y no activo (no infecciosa) o genoma integrado al 

IHHNV. (Teixeira, 2014) 



 

&,"
"

 

Las infecciones inocuas podr’an explicarse por el concepto de alojamiento viral.  Algunos 

autores proponen que el alojamiento viral es un Žxito evolutivo, una alternativa para el  

desarrollo de resistencia a ciertos virus y que surgi— de la interacci—n de un crust‡ceo con sus 

pat—genos virales. (Flegel, 2006). 

 

Segœn el autor,  el alojamiento viral est‡ caracterizado por la presencia de un mecanismo 

activo de tolerar un pat—geno y por la ausencia de una defensa activa en contra de ellaÓ. 

Aunque el mecanismo exacto del proceso que se lleva a cabo para que el alojamiento viral 

tenga lugar aœn no se conoce con exactitud,  si se sabe que es Žste mecanismo el que le 

confiere resistencia al camar—n blanco de cultivo ante, por lo menos, el Virus de la Necrosis 

HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa (Flegel, 2006; Flegel, 2009; Teixeira-L—pez et al., 

2011). 

 

Los parvovirus codifican dos prote’nas no estructurales, NS1 y NS2. El ARNm para NS2 

contiene la secuencia de codificaci—n para los primeros 87 amino‡cidos de NS1debido a que 

empalma un marco de lectura. NS1, es la prote’na no estructural m‡s importante de este virus. 

Es esencial para la replicaci—n del ADN. Es una fosfoprote’na nuclear de 83 kDa. Tiene ADN 

helicasa y actividad de la ATPasa. (Acceso GenBank cl24009). 

Aunque el Virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa forma parte de la 

familia Parvoviridae, lo cual significa que su material genŽtico es de DNA, (Arun K et al., 

2001; Silva et al., 2014), es posible aceptar la idea de que se puede integrar al genoma de 

Litopenaeus vannamei puesto que esta el antecedente de que ya se han identificado en 

Penaeus monodon ciertos fragmentos de este mismo virus, el cual no resulta virulento para esa 

especie (Oie, 2006; Flegel, 2009).  

 

Como P monodon ya se est‡ totamente secuenciado, se encontraron secuencias en su genoma 

que codifican para Integrasas (IN) y Retrotranscriptasas (RT)  (Tassanakajon et al., 2006) las 

cuales podr’an tambiŽn estar presentes en  L. vannamei, 
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Los resultados del an‡lisis para la detecci—n  la regi—n NS1 del virus IHHNV,  que codifica 

para la prote’na no estructural, es el decisor para determinar la forma activa del virus (Flegel, 

2009; Teixeira et al., 2010) 

 

Solo el 18% del total de las muestras de organismos juveniles positivos para IHHNV, 

arrojaron un resultado positivo para Žste an‡lisis de NS1, es decir, una quinta parte de las 

muestras positivas para el diagn—stico tradicional de IHHNV tienen la forma activa del virus. 

Todas las muestras positivas para NS1, son organismos de talla peque–a. 

 

Esos resultados refuerzan el  concepto de alojamiento viral, el cual se apoya no s—lo por la 

falta de reacciones de defensa contra pat—genos virales visibles, sino tambiŽn por la reciente 

informaci—n de los sistemas de cultivo de camar—n que indica que las diferentes infecciones 

virales en diversas especies de camar—n han convertido r‡pidamente en inocuas despuŽs de un 

per’odo inicial de la mortalidad catastr—fica (Tang e Lightner, 2001; Lightner, 2006; Flegel, 

2009; Silva et al., 2014). 

 

Otro efecto es la disminuci—n significativa en el nœmero de larvas eclosionadas, esto debido a 

la capacidad que tiene el virus de ser transmitido de forma vertical, de madres a hijos(S‡nchez 

P. et al., 2010). 

 

La 4 muestras de postlarvas que se colectaron, dieron positivo al diagn—stico de IHHNV 

mediante PCR en tiempo Real y al NS1 a pesar de provenir de 2 laboratorios diferentes. En el 

2014 se realiz— un estudio en 5 laboratorios que producen postlarvas para determinar la 

prevalencia de IHHNV en los organismos reproductores, arrojando como resultado una 

prevalencia de la enfermedad entre 30 y 60% (Mendoza Canoa et al., 2014).  

 

Como la enfermedad y la tolerancia se transmiten de manera vertical (Flegel, 2009; S‡nchez P. 

et al., 2010) puede ser que no todos los reproductores de los cuales provienen las larvas que se 

utilizaron para sembrar el estanque objeto de estudio estuvieran infectados con IHHNV, pero 

debido a su alta prevalencia (Mendoza Canoa et al., 2014) las 4 muestras colectadas dieron 

positivo a IHHNV y a NS1. 
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Otros factores tambiŽn pueden influir en la disparidad de tallas presentes en los camarones 

colectados, aunque se sabe que el cultivo se encuentra bajo las mismas condiciones de manejo, 

que se alimenta de la misma manera y que los factores clim‡ticos afectan igual al estanque, 

existe la posibilidad que la diferencia de tama–o se deba a que en el medio ambiente acu‡tico, 

los camarones compiten por el alimento disponible (Ramos-Cruz, 2012).  

 

Esto puede ocasionar que no todos los camarones tengan acceso a la misma porci—n de 

alimento y unos coman m‡s que otros, por lo tanto aumentan de peso m‡s r‡pido que otros.  

 

Esta podr’a ser la respuesta a los camarones de talla peque–a o aparentemente enfermos que 

no resultaron positivos al an‡lisis para determinar la presencia de IHHNV.  

 

Mientras que los camarones de talla grande o aparentemente sanos que resultaron positivos al 

virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa, por su apariencia y por no 

resultar positivos al diagn—stico de NS1, es decir, son portadores de la forma inactiva de 

IHHNV, por lo tanto no presentan signos aparentes de la enfermedad que Žste causa, tal vez 

los padres de estos organismos les transmitieron la tolerancia al virus y Žstos al encontrarse en 

la condiciones adecuadas, se pudieron desarrollar sin ningœn problema aparente. 
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6. CONCLUSIîN 

Se encontraron las dos formas del Virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica 

Infecciosa en una granja de camar—n blanco en Guasave, Sinaloa. 

Algunos de los  camarones aparentemente sanos, resultaron portadores de la forma inactiva del 

virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa. 

Algunos de los camarones con aparentes signos de la enfermedad, resultaron portadores de la 

forma activa del virus de la Necrosis HipodŽrmica y HematopoyŽtica Infecciosa. 

El crecimiento comercial de la acuacultura est‡ generando problemas relacionados con la 

sanidad de los organismos acu‡ticos, espec’ficamente de camar—n blanco. Nos corresponde a 

los investigadores desarrollar nuevas y mejores estrategias para contrarrestar los problemas 

que surgen al paso del tiempo.   

Con la aparici—n de herramientas moleculares que permiten el diagn—stico oportuno de 

enfermedades facilita el actuar correcto de quienes est‡n a cargo de las granjas. 

Con esos resultados se abren las puertas a nuevas investigaciones para descifrar si esta 

integraci—n de IHHNV en el genoma de Litopenaeus vannamei se realiza mediante un 

mecanismo estable o al azar.  De lo anterior quiz‡ depende la resistencia a la enfermedad y 

que se dise–e algœn tipo de terapia gŽnica para evitar esta enfermedad en el camar—n de 

acuacultura. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Caracter’sticas de Organismos Infectados por IHHNV. Deformaci—n en el 

rostro (flechas)  y desviaci—n de los segmentos abdominales (Fotograf’as de la derecha) 

 

 

Fotograf’as cortes’a del Dr Fernando JimŽnez Guzm‡n 
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Anexo 2. Malformaciones ocasionadas por IHHNV en rostro y cut’cula 

 

 

Fotograf’as cortes’a del Dr Fernando JimŽnez Guzm‡n 
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Anexo 3. Colecta de organismos mediante redes 
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Anexo 4. Lista de Equipo utilizado en el proyecto 

Equipos** equivalentes pueden ser utilizados en el proceso en Instalaciones del CIDByD: 

1. Micropipetas con volumen ajustable  

1. Eppendorf Reference 100-1000! L (EM-002) 

2. Eppendorf 2-10 ! L (EM-008) 

3. Accu plus 20-200! L (EM-018) 

4. Accu plus 0.5-10! L (EM-019) 

5. Labmate 2-20 ! L (EM-007) 

6. Labmate 20-200 ! L (EM-001) 

2. Micropipetas con volumen fijo 

1. Labsystems 500! L (EM-003) 

2. Labsystems 500! L (EM-005) 

3. Termoblock Thermolyne Type 17600 Dry Bath (EP-003) 

4. Balanza anal’tica con precisi—n a 10 mg AND HR-200 (EM-010) 

5. Microcentr’fugas 

1. Eppendorf MiniSpin Plus con capacidad de 14500 rpm (EP-008) 

2. Eppendorf Centrifuga 5415C con capacidad de 14000 rpm (EP-009) 

6. Vortex  

1. Thermolyne Maxi mix II Type 37600 (EP-001) 

2. Baxter Scientific Products Super Mixer II Cat.No.58220-1 (EP-002) 

7. Cron—metro 

8. Term—metro IMM (EM-015) 

9. Disruptor y Homogeneizador de tejidos MagNA Lyser Roche (EP-013) 

10. Equipos de extracci—n automatizada de ‡cidos nucleicos  

1. MagNa Pure LC 2.0 Roche (EP-021) 

2. MagNA Pure Compact Roche (EP-016) 

3. MagNA Pure Compact Roche (EP-012) 

11. PCR Workstation CBS Scientific (EP-004) 
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12. Termocicladores Applied Biosystems 

1. StepOne Real-Time PCR System(EP-007) 

2. StepOne Real-Time PCR System (EP-017) 

13. Espectrofot—metro UV NanoVue General Electric con capacidad de medidad de 260 y 

280 nm usando volœmenes peque–os (ejemplo: 2! L) 

14. Refrigerador mabe (EP-023) 

15. Congelador Frigidaire Gallery que se encuentra -20¡C (EP-022) 

16. UV Stratalinker 1800 Stratagene (EP-015) 

**Los c—digos de los equipos son c—digos internos del Centro de Investigaci—n de Desarrollo 

Biotecnol—gico y Diagn—stico SA de CV 
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Anexo 5. Curvas de Resultados 
 

 
Curva de Resultados Primera ronda de experimento, pools positivos de talla grande, se muestra el IPC 

(curvas en  rojo) 
 
 

 
Curva de Resultados Primera ronda de experimento, pools positivos de talla peque–a, no se muestra el 

IPC 
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Curva de Resultados para IHHNV,  Segunda ronda de experimento,  se muestra el IPC color verde 

 
 
 
 

 
Curva de Resultados para NS1, Segunda ronda de experimento,  se muestra el IPC color azul 
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