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extremo que va desde talla muy corta de 60 nm a una larga de 240 nm, (Fig. 3).
La nucleocapside se observé en diferentes formas, con envoltura llega a medir de
B0 a 396nm y sin ella 50 x 133.3nm, con apariencia superficiaimente
segmentada. El nimero de estriaciones varia de 10 a 15nm. En varias ocasiones
se observaron estructuras en forma de barril sin tallo o extension, que parecen
capsides vacias o con material granular que podria ser DNA, las cuales liegaron a

medir desde una longitud de 45nm hasta 200nm y diametro 26 a 40nm (No se
muestra).

Tabla IV

Andlisis descriptivos de la nucleocapside (vacia), capside, tallo y lamina de la nucleocapside.
ESTRUCTURA N MINIMA MAXIMA MEDIA DESVIACION
VIRAL (Forma de ESTANDARD
barril) '
NUCLEOCAPSIDE 20 60.00 396.00 150.0200 88.2904
VACIA ]
LONGITUD
NUCLEOCAPSIDE 20 13.30 40.00 23.8350 8.1570
VACIA
DIAMETRO.
ESTRUCTURA N MINIMA MAXIMA MEDIA DESVIACION
VIRAL ESTANDARD
CAPSIDE 6 26.60 83.30 63.5167 23.8880
TALLO 6 26.60 240.00 06.65 79.1241
ESTRUCTURA VIRAL N MINIMA MAXIMA MEDIA DESVIACION
(Forma anillo con ESTANDARD

rolongacion)
LONG LAMINAR. 15 124.00 364.00 207.9733 74.7945
NUCLEOCAPSIDE
DIAM.LAMINAR 15 28.00 50.00 39.4095 6.9226
NUCLOEOCPASIDE

También se encontrdé a la nucleocapside en forma inmadura, mas que forma de
baston es de forma ovoide que llega a medir desde 26.6 nm a 93.3 nm, ademas
de una prolongacion o cola de 20 nm a 70 nm con el DNA en la parte central de la
nucleocapside o en el margen de la nucleocapside (Fig. 4). Se observa también
estructuras en forma de tubos largos, generalmente con estriaciones, abiertos de
ambos extremos, con una longitud variable de 70 hasta 300 nm y diametro 15 a
21 nm (estas medidas corresponden a la anchura maxima del tubo).
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Fig. 3. Micrografia electronica de transmision
(MET) tomada bajo tincién negativa en muestras
de purificados virales la barra de escala es de
100nm, cbtenidos en gradientes de sucrosa, en
la cual nos muestra a los viriones completos de
60-396nm, se observa una extension apical que
va desde 60 nm a 240 nm.

Fig. 4. MET de los purificados de WSSV en
tincion negativa: Virion en forma ovoide con
un didmetro variable que oscila desde 26.6 nm
hasta 93.3 nm, ademas de una prolongacién o
cola de 20 nm a 70nm.

En secciones longitudinales se observan espacios a lo largo del tubo, vy

pequefios segmentos localizados periddicamente a la largo del axis con una
longitud de 8 a 10nm en diametro. La segmentacion de estos tubos largos
podrian ser los precursores de la nucleocapside (Fig. 5 a y b). En general la
forma de la nucleocapside madura o completa presenta un extremo redondeado
con apariencia de aro o anillo, que continlda en un tubo largo segmentado que
termina generalmente cerrado; la longitud total es de 120 a 200 nm (desde el
anillo a todo lo largo del tubo). El anillo presenta un diametro de 15 a 30nm (Fig.

6).



Fig. 5. Micrografia de particulas virales de WSSV con tincién negativa. 5a) Observacion de tubos
precursores de la nucleocapside (flechas) que ilegan a medir 70 hasta 300 nm de largo por 15 a
21 nm de diametro. Sb) Acercamiento a las segmentaciones transversales de los tibulos. Tincion
con PTA al 2 %.

Fig. 6 Micrografia de purificados
virales. Particulas virales con tincion
negativa obtenidas en gradientes de
sucrosa, observandose viriones
completos con ambos exiremos
cerrados. Tincidn con PTA al 2 %.




Fig. 7. Observacién al MET de particulas
con tincién negativa. Purificados virales
de WSSV en gradientes de sucrosa:
Observacién de la nucleocapside con
ambos extremos ovalados, unidos por un
tubo largo de 124 nm a 364 nm de
longitud.

Ademas se observaron unas estructuras en forma de nucleocapsides completas o
maduras pero con ambos extremos redondos o forma de anillos unidos por el

mismo tubo con una longitud de 124 nm hasta 364 nm y un diametro de cada
anillo de 24 a 36 nm (Fig. 7).

5. Ultraestructura del virus en tejido branquial

En el estudio ultraestructural por microscopia electrénica, los viriones completos,
ovales a cilindricos, son intranucleares; las particulas maduras tienden a
concentrarse a lo largo del margen nuclear y los inmaduros en el centro, con un
promedio en talla de 172.61 por 70.23 nm. La envoltura mide 12.85 nm de ancho
y se observa trilaminar. El area de la nucleocapside y membrana varia mucho. La
nucleocapside con forma cilindrica mide en promedio de 167.85 x 49.28 nm,
con un espesor de 6.90 nm de la pared externa. El core de la nucleocapside es
altamente electrodenso. Algunos viriones, en corte longitudinal, presentan una
proyeccién en uno de los extremos, como el que muestra la punta de flecha en la
Fig. 8.

6. Proteinas del purificado viral analizados por SDS-PAGE: Al analizar por
SDS-PAGE a las proteinas que constituyen a las estructuras virales, se
identificaron cuatro proteinas mayoritarias que coinciden con el peso molecular
de las reportadas para WSSV. El peso molecular de estas fue de 28, 26, 19y 15
kDa (Fig. 9a y Tabla V), mientras que en las muestras de L. vannamei y L.
stylitrostris (muestra de control negativo, no infectado con WSSV), se cbservo
una banda de proteina de 70 kDa anicamente (Fig. 9b, Tabla VI).
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Fig. 8. Ultraestructura de tejido branquial infectado con WSSV. Seccidn longitudinal de viriones de
WSSV localizados en el centro y periferia del nticleo, mostrando les virus en forma de varilla, con
envoltura, de 258 a 300 nm. Las flechas indican el corte transversal del virus, mostrando la
envoltura y la nucleocapside electrodensa. La proyeccién de la envoltura en uno de los extremos
se indica con |a punta de flecha. Tincion con acetato de uranile y citratc de piome 12,000X.

Tabla V
Distancia recorrida por las proteinas en cm Movilidad relativa y peso molecular de
las proteinas virales observadas en el gel de poliacrilamida al 12%.

CARRIL 1:Mr FC.6.3

DISTANCIA (cm) Rf PM (kDa)
0.3 0.0476 200.0

1.2 0.1904 97.4

2.35 0.3730 68.0

34 0.5396 43.0

44 0.6984 29.0

5.4 0.8571 18.4

5.8 0.9206 14.3
CARRILES 2,34 Y 5 PROTEINAS DEL PURIFICADO VIRAL DE WSSV.
DISTANCIA {cm) Rf PM (kDa)
4.55 0.7222 28.50
475 0.7539 26.17
535 0.8492 18.99
5.65 0.8968 15.42
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Fig. 9a. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los
purificades virales de WSSV. Mr. Marcador de alto
peso molecular carriles 1, 2, 3 y 4. Obtencién de
proteinas estructurales del virus de WSSV a partir
del purificado de las muestras Dorado, la Angostura
y Costa Rica respectivamente. La posicion de las
bandas de la VP28, VP26, VP19 y VP15 se sefiala
con las flechas. Gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12% tefiido con Azul Coomassie.

Fig. 9b. Electroforesis en gel de
poliacrilamida de muestras no infectadas
con el WSSV. Mr. Marcador de peso
molecular. Carriles 1, 2 y 3: proteina
aislada de camarones libres del WSSV
de aprox. 70 kDa tefiidas con Azul
Coomassie.

Tabla VI

Distancia recorrida por las proteinas en cm movilidad relativa y peso molecular de
la proteina del camaron sano en el gel de poliacrilamida al 12 %.

CARRIL 1: PM FC:6.3

DISTANCIA (cm) Rf PM (kDa)
0.3 0.0476 200.0
1.2 0.1904 97 .4
235 0.3730 68.0
34 0.5396 43.0
4.4 0.6984 29.0
5.4 0.8571 18.4
5.8 0.9206 14.3
CARRILES 2 Y 3 PROTEINA AISLADA DE CAMARONES SANOS
DISTANCIA (cm) Rf PM (kDa)
1.08 0.1716 70.0




7. Western Blot
Con el fin de determinar la respuesta inmune humoral que se generé contra la

inoculacién de particullas virales en el modelo de ratén, las preparaciones virales
se separaron por SDS-PAGE y posteriormente las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, las cuales se incubaron con el suero inmune. Este
suero fue capaz de reconocer a las proteinas VP28, VP26 y VP15 (Fig. 10). El
reconocimiento fue mayor para la proteina VP28, intermedio para la VP15 y bajo
para la VP26, Este antisuero no reconocio a las proteinas VP24 y VP19.
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Fig. 10. Western Blot de las proteinas del purificado viral, sefialandose con las flechas: VP 28, VP
26 y VP 15, se utiliz6 el suerc inmune obtenidos en ratén. Mr: Marcador de alto peso molecular
pretefiido en kDa: Carril 1; Proteinas del purificado viral.

8. Amplificacion de los marcos de lectura abierta (ORF’s)

Posterior a la sintesis de los iniciadores especificos de los ORF’s de la envoltura
y capside del virus, se procedié a la amplificacion de las regiones gendmicas que
codifican para las proteinas de la capside y {a envoitura utilizando el DNA viral.
Los productos amplificados por PCR se analizaron en geles de agarosa al 1%
tefiidos con bromuro de etidio. Con los oligonucleotides disefiados se amplificaron
fragmentos de DNA correspondientes a los genes para las proteinas VP 28 (509
pb), que forma parte de la envoltura al igual que la VP 19 (363 pb), VP 26 (569
pb), VP 24 (585 pb) y VP 15 (311 pb), las cuales forman parte de Ila
nucleocapside. Cabe sefialar que en muestras de cuatro localidades de colecta
se amplificaron los cinco ORF’s correspondientes a las proteinas descritas. (Fig.



11). Para la regién genémica de la VP 15 se obtuvo también el producto
esperado de 311pb (Fig.12).
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Fig. 11. Productos amplificados por PCR de las regiones genomicas que codifican para las
proteinas de la capside y de la envoltura utilizando DNA extraido de los purificados de WSSV de
las localidades de muestreo descritas. Mr: Marcador Hyper ladder V.1 Carriles 1 y 2) amplicones
correspondientes de la VP 26; Carriles 3, 4 y 5) VP 24. Carril 6) VP 19. Carril 7) vacio. Carril 8) VP
28. Carril 9) VP 26. Carril 10) VP 24 y Carril 11) VP 19. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio.

Mr 41 2 3 4 5 6 Mr

Fig. 12. Amplificacion de los marcos de lectura abierta para las proteinas estructuraies mayores
del virus de WSSV. VP 28 (Carril 1; 508 pb), VP 26 (Carril 2; 569 pb), VP 24 (Carmil 3; 585 pb), VP
19 (Carril 4; 363 pb) y VP 15 (Carril 5; 311 pb). Mr indica el marcador de pares de bases. Gel de
agarosa al 1 % en TBE, tefido con bromuro de etidio.

Estos cinco productos de PCR fueron utilizados para clonacién y expresién de la
proteina y posteriormente, para la secuenciacibn nucleotidica, comparacién y
determinacion de la homologia con las descritas en los bancos de genes.

9. Secuencia esperada de los ORF

La secuencia esperada de los productos amplificados, sitios de anillamiento de
los oligonucleotidos (en negritas) y posicion (como se abservo en la Fig. 11 y 12)
de acuerdo a la secuencia de WSSV del GenBank, No. de acceso AF 369029
(van Hulten y cols., 2001), se presenta a continuacién:



vp28: Tamarfio esperado del producto de PCR en 509 pb.

96 nt - tgt gac caa gac cat cga aac cca cac aga caa tat cga gac aaa cat gga tga
aaa cct ceg ca ttee tgt'gac tge tga ggt tgg atc agg cta ctt caa gat gac tga tgt gte ctt
tga cag cga cac cit ggg caa aat caa gat ccg caa tgg aaa gtc tga tgc aca gat gaa
gga aga aga tgc gga tct tgt cat cac tce cgt gga ggg ccg age act cga agt gac gt
009 gca gaa tct cac ctt tga gag aac att caa ggt gtg gaa caa cac atc aag aaa gat
caa cat cac tgg tat gca gat ggt gcc aaa gat taa ccc atc aaa ggc ctt tgt cgg tag ctc
caa cac ctc ctc ctt cac ccc cgt cic tat tga tga gga tga agt tgg cac ctt tgt gtg tgg tac

cac ctt tgg cgce acc aat tgc age tac cge cgg tgg aaa tct tit cga cat gta cgt geca cgt
cac cta ctc tgg cac tg — 604 nt.

vp24: Tamario esperado del producto de PCR en 585 pb.

49478 nt — gcc agg aga aaa tcg cat aca cag ata atg cct att gt atc atc gat gtc tic
gic aaa cgt tgc tcc aaa cac aag tgt gtt gat cct att tit ctt caa aac tgt tgg ttt gaa ata
taa tac aaa tit git agc tga aaa ttc cct tcc tgt age att tag ace tgg aga cag tga aac
aga gtc cac {gt tat atc cct ctt igt att att gta tac tct tgc ata caa tic taa tic ttt aga tic
ggc tit gft tac att tag tgt gtg gtc tcc gtc tcc aag taa aga tgt gag gat tat gtc tec it ctt
ttt tac cag ttc aga atc gga cgt tce ttg gee agce tac ata tac ctt tcc ata gtt cct ggt ttg
taa tgt gcc git tac aaa gtt aaa gtg gtt tcc tct age aac acc gtt aat gg t caa gtt tat tat
tic aga ttc aac agg gta ggc gte tit atc ctt ctt gtc caa tit ¢t t gtt aag tic tat gtt ggt tac

aac tat aga tat aac cac gag tat caa tgt caa acc cgc cag tat age ggc gta aac ccc -
50062 nt

vp15: Tamafio esperado del producto de PCR en 311 pb

163936 nt- gca ctc acc cgg gta caa taa gac aaa aat tat aaa ttg gga aga ccg ata
cag tct tic atg aca aaa tac ccc gag aac aaa aga tig ttg tct agg aac aaa gaa aca tta
aaa atg gtt gcc cga agc tcc aag acc aaa tcc cge cgt gga age aag aag agg tec ace
act gct gga cgc atc tec aag cgg agg age cca tca atg aag aag cgt gca gga aag aag
agc tce act gte cgt cge cgt tce tca aag age gga aag aag tct gga gee

cgc aag tca agg cgt taa ttc ttc cct -164246nt

vp26: Tamafio del producto esperado es de 569 pb.

228258 nt- tic ttg gag gtg aat cca atg ttc att gta gct tcg aag get geg ceg tct tca
aat ttg ctg cac acg tca atg agg gta att ttt gaa gat gaa gat tta atg tcc ttg ctc gag aag
taa gig ttc gac ata gta ttt ccc tta atg tit cct gca ata aca gtt gge cga aca gta atg teg
ttg atc aag aga tcg acg cca gtg ttg ttg agg atc ttc aaa gtc aig tta gag ttc tcg gee
cca gtg cca gcg gga tca gtc cit ggg get gtg acg gta gag atg aca aga tca gca gaa
aca tec ttc atg tec tta tcg gag aga cca tte ttc atg gec acc fit cca aga gga gta ttg tag
gac ctc tct cca cga att gac att acc ttt gee ctt ctt tga att 9gg act cgce atc atc tga tca
taa tta gcg acg acg ctt ctt cca aca cgt gtg ttg aat aca atc att ata acc atg ata acg att
aga gca atg att gca atg gaca aga ttg caa taa ttg caa cg t cca ggt ttg tta ggt tgc ¢
228826 nt



vp18: Tamafio del producto esperado es de 363 pb.

290003 gce tec tect tgg ggt aag aca taa aaa cgg 'gg €gg cgg aaa cga gga aca
gaa gag cgg acc cag cca gaa gca tca tat cce tgg tec tgt tct tat att tgt cct cat cat cgt
tat cgt tgg cag tgt cgt cat cat caa cgg tgt cct tat cag tgt cag aat cgc igt cct tct ttg
gtc cca tcc ata cat tca tga cgg cca gga cga gga tac caa ttg aga tag caa cga tca
aaa aga gac cca tgc gag cca tag aca tgg agc cft caa gat ctt cca tgg tgt aag aag
ggce cag cgg cct ggg ctc cgg tce tge cga aag gaaga gtg tta gtc gtg gtg gec att t -
290365 nt

10. Clonacién de los marcos de lectura abierta con el vector p MOS-Blue.

A partir de la amplificacion de los marcos de lectura abierta obtenidos por PCR,
que expresan las proteinas en cuestion, después de purificarios se clonaron en el
vector pMOS-Blue obteniéndose los plasmidos pMOS-VP28, pMOS-VP26,
pMOS-VP19 y pMOS-VP15 que se describen a continuacion.

11. Anélisis del gene vp15

11a.Secuenciacion del gene vp 15

Para el PCR se usé como templado DNA gendmico del purificado viral de WSSV,
utilizando los oligonucledtidos Fvp15: 5-' gggaagaattaacgccitgac-3' y Rvp15: 5'-
gcactcacccgggtacaata-3’. El producto obtenido fue de 311 pb y después
purificado en un gel de agarosa al 1%, clonado en pMOS-BLUE y secuenciado.
La secuencia obtenida se muestra en la Fig. 13.

GGGAAGAATTAACGCCTTGACTTGCGGGCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGRACGG
CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG
GAGATGCGTCCAGCAGTGGTGGACCTCTTCTTGCTTCCACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG
CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGTTCCTAGACAACAATCTTTTGTTCTCGGGG
TATTTTGTCATGAAAGACTGTATCGGTCTTCCCAATTTATAATTTTTGTCTTATTGTACC
CGGGTGAGTGC

Fig. 13. Secuencia nucleotidica del fragmento de 311 pb correspondiente al gene vp15 de WSSV.
Se sefialan los oligenucledtidos utilizados para amplificar el producto por PCR.

El fragmento codifica para una proteina de 71 aminoécidos en el marco de lectura
+2, su peso teodrico molecular es de 7983 kDa, con un pl de 9.01, como se
muestra en la Fig. 14.
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gggaagaattaacgccttgacttgcgggctccagacttctttecegctctttgaggaacgg
c

G R I N AL T C G L Q T S F R S L R N G
gacggacagtggagctcttctttcctgecacgettcttcattgatgggectectecgettgg
D G Q W s s $ F L H A §S S L M G s S A W
agatgcgtccagcagtggtggacctcttcttgecttecacggecgggatttggtcttggage
R C V. Q Q W W T S S C F HG G I W S W S

ttcgggcaaccatttttaatgtttctttgttcectagacaacaatcttttgttctcggggt
F G Q P F L M F L. C S -

attttgtcatgaaagactgtatcggtcttcccaatttataatttttgtcttattgtacce

gggtgagtge

Fig. 14. Marco de lectura +2 del fragmento de 311 pb correspondiente al gene vp15.

11b. Analisis de hidrofobicidad de VP15.
El analisis de hidropatia de la proteina codificada por el fragmento de 311 bp no

revela regiones hidrofobicas transmembranales o regiones polares, presenta una
hidrofobicidad de -0.01408 (Fig. 15)

PERFIL HIDROPATICO DE LA VP15

| , BN

Fig. 15. El indice de hidrofobicidad de la proteina codificada por el fragmento de 311 pb del gene
vp15.

11c. Analisis de homologia y alineacién multipie de secuencias de vp 15.

La busqueda en bancos de datos revelé la presencia de varias secuencias
similares a la del fragmento de 311 bp (VP15), todas ellas perteneciente al virus
WSSV de diferentes regiones geograficas. Estas secuencias se alinearon y se
compraron utilizando el programa ClustalW (Fig. 16).

El analisis de esta comparacidon mostré que existen diferencias en donde se
substituyen 2 nucleétidos en las secuencias reportadas, ademas de observar que
en Chinal no estan los primeros 8 nucledtidos, China95 reporta un fragmento




menor que los demas y es de 197 nucledtidos. Con dos substituciones se
presenta el aislado Chinal: El nucleétido 20 es A (Adenina) para la secuencia

China1 que viene a ser substituido por el nucleétido 28 G(Guanina, A —G) en

las otras secuencias de los aislados geograficos, en el nucleétido 132 la
A(Adenina) corresponde a la posicién 124 de Chinal substituida por T (Timina

A— T).
Taiwan GGGAAGAATTAARCGCCTTGACTTGCGGRCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGARCGE 60
China95 GGGAAGAATTRAACGCCTTGACTTGCGGHRCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGAACGE 60
México GGGAARGAATTAACGCCTTGACTTGCGHECTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGRACGG 60
Indonesia GGGAAGAATTAACGCCTTGACTTGCGEGCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGAACGE 60
Chinal e ——————TTAACGCCTTGACTTGCGGE CTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGARCGG 52
hhkkdkhXhddbphhbhbikhAhkd FThhrhkh Ak hhrhrdrhkhhb kb rddkdhndd
Taiwan CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG 120
Chinad5h CGRCGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG 120
México CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG 120
Indonesia CGACGGACAGCTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTGE 120
Chinal CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG 112
PR R R R R L EEEEEL L LT EE S L LR R R R R R R R R I I 2 2P 2 o g 0 S 0 VRV SR I o oS
Taiwén GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTG —r ACGGCGGGATTTGGTCTTGGAGL80
Chinay5 GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGOOT|TICACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG 180
México GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGAITIACACGGCGGEGATTTGGTCTTGGAG 180
Indonesia GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGLI1_LACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG 180
Chinal GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGCETCCACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG 172
ok hdkkhkHrdhkhk KKK rdrdkFkrkkhhrkhkkkkbhkdirdt & :*************ﬁ***i****
Taiwdn CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGTT § CTAGACARACAATCTTTTGTT QI‘CGGGG 240
China95 CTTCGGGCAACCATTTT————————==———=~ S e 197
México CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGT TAGACAACARATCTTTTGTTICITCGGGG 240
Indonesia CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGT TITICCTAGACAACAATCTTTTGTIHICTCGG 240
S om
Chinal CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGTTCCTAGACAACAATCTTTTGATEHCGGGG 232
Fhhkhkhk kRN khdxkhhN -
Taiwan TATTTTGTCATGAAAGACTGTATCGGTCTTCCCAATTTATAATTTTTGTCTTATTGTACC 300
China%95 = =  ===—mescemem e ma e e eme e mceem e m— - —— e
México TATTTTGTCATGARAGACTGTATCGGTCTTCCCAATTTATAATTTTTGTCTTATTGTACC 300
Indonesia GGTATTTTGTCATGRAAGACTGTATCGGTCTTCCCAATTTATAATTTTTGTCTTAT=-——— 296
Chinal TATTTTGTCAT ———==—————mm e — ——— —— 243
Taiwan CGGGTGAGTGC 311
China%s = =  ——e———m——ee
México CGGGTGAGTGC 311
Indonegia = = =———==e——-a-
Chinal e ————

México:-0.00396; Indonesia:-0.00415, Chinal:0.01650 0,00734:0.003%96, Taiwén:-—
0.00396, China%5:0.01411)

Fig. 16. Comparacion de las secuencias reportadas para el gene vp15 de diferentes regiones
geograficas: México (este trabajo). El titulo original de las secuencias en el GenBank, se
substituye por el origen geografico. Taiwan (148888 a 148578; AF440570), China95 (China
95/Dalian, AY245784) Indonesia (Indonesia 97, AY249453) y China1 (AY220743). Se indica el
nimero de acceso en el GenBank/EMBL .




Con dos substituciones tenemos también a la secuencia de China95, donde se
substituye a T (Timina) — C (Citosina) en el nucleétido 155 y C (Citosina) —» T
(Timina) en el nucledtido 157. Indonesia C (Citosina) — T (Timina) en el

nucledtido 213, C(Citosina) — T(Timina) en el nucleétido 235. El aislado de

Taiwan presentd 100% de homologia con el de Mexico (aqui descrito).

Por otro lado, se encontré que la secuencia del aislado de Taiwan (AF440570) es
100% similar a la del aislado Tailandia (AF369029); la del aislado Indonesia
(Indonesia 97, AY249453) a la de los aislados Japon 98 (AY249452), US

98/South Carolina (AY249451), China 99/Qindao (AY249450) y China 95/Dalian
(AY249449).

11d. Analisis filogenético del gene vp15.

El analisis filogenético de los resultados obtenidos por ClustalW indica las
secuencias forman tres distintos de clusters. Uno con el aislado de México que
tiene una relacion filogenética cercana al de Taiwan, posiblemente con un
ancestro comun y el segundo grupo con el de China 95 e Indonesia quienes
forman un grupo diferente, pero ambos parten también de un ancestro comuon. En

cambio, China1 probablemente tuvo una evolucion aparte de los dos grupos
citados (Fig. 17).

100 secChinag5
secindonesia
secTaiwan

100 secMxico
secChinal

Fig. 17. Arbol filogenético generado con los datos obtenidos de la comparacion ClustalW, para el
gene de la VP15 de WSSV, México: 0.00396, (Indonesia. 0.00415, China1:0.01650:0.00734):
0.00396, Taiwan:-0.00396, China$5:0.01411. Los nimeros scbre la rama indican el valor del
“bootstrap” despues de las 1000 replicas/1000 remuestreos).



11e. Analisis de alineacién miltiple de secuencias de proteinas homélogas
a VP15.

El andlisis de alineacion multiple de secuencias (CLUSTALW) de las proteinas
codificadas, se describe en la Fig. 18 con detalle, donde se muestran las
substituciones de los aminoacidos Q — L en Chinal y F—L China 95 en las
posiciones 43 de Taiwan (40 de China1) y 52 de China95. En el aislado de
Indonesia se muestra un fragmento de 27 aminoacidos mayor al resto de las

secuencias analizadas, con una substitucién de S— F en la posicion 71.

Chinal =-=-NALTCGLQOTSFRSLRNGDGOWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSS GGIWSWS 57
México GRINALTCGLOTSFRSLRNGDGOWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSSdEHGGIWSWS 60
Indones GRINALTCGLOTSFRSLRNGDGOWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSS%EﬁGGIWSWS 60

Taiwdn GRINALTCGLQTSFRSLRNGDGQWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSSngGGIWSWS 60

China95 GRINALTCGLOTSFRSLRNGDGOWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSS GGIWSWS 60

ek e e ok ke ok e e K ok Sk e vk ve e e sk gk o de de ok % o ke de e ok ke ok e ok vk de ke de ke ‘k******:********

Taiwén FGOPFLMELCS- = c e e e e e 71
Chinal FGQPFLMFL -------------------------- 68
México FGQPFLMFLC[S~=m e 71
Indonesia FGQPFLMFLOFLDNNLLFLGVFCHERLYRSSQFITFVL 98
China%5 FGOPF——————— e e e 65

Mexico:-0,00593,
Indonesia:-0.00066,
China%5:0.01604)
:0.01297)

:0.00593,
Taiwan:-0,00593,
Chinal:0.02064) ;

Fig. 18. Alineacion multiple de las proteinas VP15 con mayor homologia al aisiado mexicano con
el programa Clustal W.

El analisis filogenético con el programa MEGA, agrupa dos cluster principales,
uno de ellos agrupando las secuencias de aminoacidos de VP15 de Méxicoy
Taiwan, presumiblemente con el mismo origen o ancestro evolutivo del cual se

separa la variante China 1 y un segundo grupo con China 95 e Indonesia (Fig.
19).

CLADOGRAMA VP 15
100 secTaiwan
secMxico
secChinal
secChina®s
100 secindonesia

Fig. 19. Arbol filogenético para la proteina VP15, con el programa MEGA (500 y 1000
reposiciones) con las secuencias de referencia de la Fig. 18. El nimera sobre la rama indica el
valor del “bootstrap”
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12. Analisis del gene vp28

12a. Secuenciacion del gene vp 28:

Para la obtencidn y secuenciacion nucleotidica para el gene vp28 se utilizaron los
primers: F: 5 TGT, GAC, CAA, GAC, CAT CGAAA 3",y R: 5" CAG TGC CAG
AGT AGG,TGA CG 3’, amplificando un producto de 508 pb. La secuencia se
describe con detalle en la Fig. 20.

GTGACCAAGACCATCGAAACCCACACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAAARACCTCC
GCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTTGA
CAGCGACACCTTGGGCARRATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAGGAA
GAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTGGGGC
AGRATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATCAACAT
CACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCARAGGCCTTTGTCGGTAGCTCCAAC
ACCTCCTCCTTCACCCCCGTCTCTATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTGTGTGGTA

CCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGARATCTTTTCGACATGTACGTGCA
CGTCACCTACTCTGGCACTG

Fig.20. Secuencia nucleotidica del fragmento de 508pb correspondientes al gene vp28 de WSSV.

La traduccién correspondiente a proteina indica que esta constituido por 172
aminoécidos con el marco de lectura +1. La traduccibn completa se cita a
continuacion (Fig. 21).

gtgaccaagaccatcgaaacccacacagacaatatcgagacaaacatggatgaaaacctc
v T K T I E T H T D N I E T N M D E N L

cgcattcctgtgactgctgaggttggatcaggctacttcaagatgactgatgtgtecttt
R TP//IMyB\W& E ¥V G\8 GJY/F K\M T D W S F

gacagcgacaccttgggcaaaatcaagatccgcaatggaaagtctgatgcacagatgaag
DS DT L G K I K I R NG K S D a QO M K

gaagaagatgcggatcttgtcatcactccecgtggagggccgagcactcgaagtgactgtg
BNE Y P1AD PDUELMY L3 UDPL W NI R LG R LAL B VWS T2

gggcagaatctcacctttgagggaacattcaaggtgtggaacaacacatcaagaaagatc
G QMW IT~FAE ST 1 F K1+ VW N TS B K I

aacatcactggtatgcagatggtgccaaagattaacccatcaaaggecctttgteggtage
N I T G M O M V P K I NP S KA F V G §

tccaacacctcctecttecaccecegtectectattgatgaggatgaagttggecacctttgtg
S NT S $S F T P VS I D EDE V G T F V

tgtggtaccacctttggcgcaccaattgcagctaccgeecggtggaaatettttcgacatg
c G T T F G A P I A A T A G G N L F D M

tacgtgcacgtcacctactctggcactgagaccgag

Y vV H v T Y 8 GG T E T E

Fig. 21. Marco de Lectura +1 del fragmento de 508 pb correspondientes al gene VP28, constituido
por 172 AA; con un peso molecular de 18632.
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12b. Analisis de hidrofobicidad

El programa SOSUI, para la clasificacién y prediccion de estructuras secundarias
de proteinas transmembranales, indica que el fragmento VP 28 analizado es de
una proteina soluble, cuya secuencia de aminoacidos no tiene peéptido senal. El
promedio de hidrofobicidad es de -0.277326.

El peso molecular estimado es de 18, 632 kD con un pl de 4.63. Se encontré que
el nimero total de residuos cargados negativamente (Asp+Glu) es de 24 y de
residuos cargados positivamente (Arg+Lys) es de 14. El N-terminal de la
secuencia es considerado V (Val).

La composicion de aminoacidos de la proteina fue determinada con base en el
analisis de secuencias de un fragmento de DNA WSSV, iniciada en el extremo
amino terminal del producto de PCR de vp28, generado por los primers F: & TGT,
GAC, CAA, GAC, CAT CGAAA 3', y R: 5" CAG TGC CAG AGT AGG,TGA CG
3", amplificado del purificado viral de WSSV y después purificado en un gel de
agarosa al 1%, clonado en p MOSBLUE y secuenciado.

12¢. Analisis de homologia y de alineacion miiltiple de secuencias de vp28
La busqueda en bancos de datos reveld la presencia de varias secuencias

similares a la del fragmento de 508 bp (VP28), todas ellas perteneciente al virus
WSSV de diferentes regiones geograficas. Estas secuencias se compraron
utilizando el programa Blast (EMBL), observandose que el aislado mexicano
presenta una homologia del 100 % (508/508) con los aisiados de Vietnam (EMBL
No. AJ 551447), Korea 01 (AY324881), Japén 98 (AY249443), EUA 98/Sur
Carolina (AY249442), Indonesia 97 (AY249441), China 99/Qindao (AY249440),
Taiwan (AF440570) y AF 272979; Tailandia (AF369029, AF173993) y China
(AF332093, AF227911), asi como con otras de origen no reportado, con el
acceso No AJ551447, AY168644; AX081309, AY008843.
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La secuencia de VP28 analizada, tiene una homologia del 99 % con los aislados
de China (No. acceso AF502435), China 95/Dalian (AY249434), Korea
(AF380842) y una de la India, con €| No de acceso AY422228.

En el siguiente Clustal W (1.82) de alineacion miiltiple, se comparan las
secuencias nucledtidos para el gene vp28 de varias regiones geograficas (Se cita
la secuencia y la clave de acceso en el GenBank/EMBL en la Fig. 22).

Clustal W (1.82) de alineacion multiple para el gene VP28:

Méxic GTGACCAAGACCATCGARARCCCRICACAGACAATATCGAGACAARCATGGATGRAAACCTC 60
Taiwa GTGACCAAGACCATCGAAACCCRICACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAAAACCTC 60
China GTGACCAAGACCATCGAAAcc%ACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAAAACCTC 60
Korea GTGACCARGACCATCGAAACCCRICACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAAAACCTC 60
India GTGACCAAGACCATCGAAACCCACACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAARACCTC 60

ek de sk vk ek ek ke kb ok o kR R vk S gk Tk ok ok vk e ok o ke vl s ok Sk sk g ok ok ke ok ok ok ke Y ke e ok ok ke e o ok e ok ok

Méxic CGCATTCCTGTGACTGCTIGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTT 120
Taiwa CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCARGATGACTGATGTGTCCTTT 120
China CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTT 120
Korea CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTT 120
India CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAARGATGACTGATGTGTCCTTT 120

J k% vk 3 e ok Yo Kk ke e ok ok e A sk de ok ok d sk sk e v T e v o ok gk Ok e Sk g S Sk o e e ok Yok ok o o ok e ok ke ok ok gk ok o

Méxic GACAGCGACACCTTGGGCAAAATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAG 180
Taiwa GACAGCGACACCTTGGGCAAAATCAAGATCCGCARATGGARAGTCTGATGCACAGATGAAG 180
China GACAGCGACACCTTGGGCAAARTCAAGATCCGCAATGGARAGTCTGATGCACAGATGAAG 180
Korea GACAGCGACACCTTGGGCAAAATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAG 180
India GACAGCGACACCTTGGGCAAAATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGARG 180

khkkkhkhhdrkhk kAT kA hkdhrkkhkhk kb T hhdrkhk A hFhdrddrorh b A bkt rdrrhkhkkhhddrk

Méxic GAAGARRAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240
Taiwa GAAGAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGRAAGTGACTGTG 240
China GAAGAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240
Korea GAAGAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240
India GARGAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240

dhkrkhkkdhkhkA A XAk dkdFrhkhkhhkdbr*rhkbhhkdhkddhdhhrhrhkhkbhddbrbhrhrdkhhhkid s

Méxic GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATC 300
Taiwa GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAARCATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATC 300
China GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTIGGAACAACACATCAAGAARGATC 300
Korea GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGARCAARCACATCAAGAAAGATC 300
India GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATC 300

dhkkhkFrhd ik hdkb bbb Ak hkdrrdr vk At h b dhd A h b rh Ak dhkrdahdbhdrdhhhxd &

Méxic AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCAAAGquTTTGTCGGTAGC 360
Taiwa AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCAARRGGCITTTGTCGGTAGC 360
Chig5 AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCAAAGGCIOTTTGTCGGTAGC 360
Korea AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCAARAGGCITTTGTCGGTAGC 360
India AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCAAAGGCETTTGTCGGTAGC 360

hdedkehkkokskkhhk kb kedhddkddkdrrhhdrhkdhdhkodddbddhkddddbdhd dobdkdekdddddhk




Méxic TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTEr
Taiwa TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTEF

TATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTG 420
TATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTG 420
China TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTICTICITATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTG 420
Korea TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTICT|ICTATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTG 420
India TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGT{T|TITATTGATGAGGATGARAGTTGGCACCTTTGTG 420
Edededdk ke kK kok ok ok ok ko k ko kk ko kk ok kK ok Kk ke ok ok K & ek ke ook ok ok ok e ek

Méxic TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGARARTCTTTTCGACATG 480
Taiwa TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCRATTGCAGCTACCGCCGGTGGARATCTTTTCGACATG 480
China TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGAARATCTTTTCGACATG 480
Korea TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCRAATTGCAGCTACCGCCGGTGGARATCTTTTCGACATG 480
India TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGAAATCTTTTCGACATG 480

&k ook kR dek Kk K ok e ok ek kR W ok ke e b % vk ke W o ok e ok e kR ol e e Rk ok ke ok ok ok sk ok K Y ok ke e e

IO oIy

México TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508
Taiwan TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508
China TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508
Korea TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508
India TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508

México: (0.00000) con una homologia del 100 % 508/508 con:

Taiwan: (.00000):0.00000, (AF440570), Japan 98 (AY249443)

alslado US 98/South Carolina (AY245442); Indonesia 97 (AY249441); China
99/0Qindaoc (AY24944Q); Taiwan (AF440570); Tailandia (AF369029, AF1739593)
China (AF332093, AF227911). isolate Korea 01 (AY324881).
China:0.00197=China 95/Dalian, India:0.003%94)y Korea:0.00197

con una homologia 99%).

Fig. 22. Alineacién miiitiple de secuencias de la regién estudiada de vp28 y secuencias
homologas obtenidas de la comparacién Blast (EMBL). Se enmarcan las substituciones de
nucledtidos

El analisis mostré gue existen diferencias en donde se substituyen 1 o 2
nucledtidos en las secuencias reportadas. Con una substitucion de A (adenina)
-G (Guanina) en el nucledtido 23; se presenta el aislado China, C (Citosina) —»T
(Timina) en el nucleétido 348 de Korea. En la secuencia de la India se observan

dos sustituciones C (Citosina) —T(Timina) en el nucleétido 387 y C(Citosina)

—T(Timina) en el nucleétido 389.

12d. Analisis filogenético del gene vp28:

El analisis filogenético N-J, Kimura-2, con 1000 reposiciones y 500 remuestreos,
ubica un subgrupo donde se asocia a México y China, dentro del grupo de
Taiwan, Tailandia, Japon, US98/South Carolina, Korea y China 85/Dalian (los
detalles mayores se aprecian en la Fig. 23 con la misma rama evolutiva y niveles
de bootstrap del 71-99 % que consideramos confiable. Las secuencias con el 99
% de homologia (ChinaS85/Dalian; KoreaAF380842 y ChinaAF502435) se ubican
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en el mismo cluster donde se encuentra México, mas en cambio, para la
secuencia de India, con el 99% de homologia, se obtuvieron resultados de un
ancestro evolutivo diferente.

CLADOGRAMA DEL FRAGMENTO DEL GENE vp28

AF227911CHina

TaiwVvP25
73993 Tailandia
WSP551447
g9 JaponS8
Us98/South
Chinag99/Qindao
99 Korea

' Chinags/Dalian
99 —71: AF502435China
g9 Indonesias?
PATAXD81309
PATAX151477
NRAY 168644
Korea01
369029Tail
AF332093China
.. AF440570Taiwan
es L —— PAT AX151396
India

29

89| .

89

Fig. 23a. Arbol filogenético de las secuencias homdlogas a VP28 del aislado mexicano. Analisis
con el modelo N-J, Kimura-2 (1000 reposiciones y 500 remuestreos, transiciones+transversiones)
con el programa MEGA.

En cambio, con el mismo modelo (N-J, Kimura-2) pero con 1000 reposiciones y
50258 remuestreos, la prediccion evolutiva marcd tres grandes grupos, uno de
ellos con ramas evolutivas cercanas o relacionadas, donde se ubica el aislado de
México, US98/South Carclina y otras con el 100 % de homologia, y Unicamente
India de las secuencias con el 89 % de similitud. Los niveles de “bootstrap”
alcanzan el 63 %, considerandolo menos informativo que el analisis anterior.



CLADOGRAMA DEL FRAGMENTQ DEL GENE vp28 (Continuacién)
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Fig. 23 b. Arbol filogenético de la secuencia analizada del gene VP28 de diferentes aislados del
virus WSSV. De acuerdo a esta prediccién, el aisiado mexicano evoluciond de ancestros
filogenéticamente cercancs, a los de Tailandia, US98/South Carolina, Korea, Taiwan e india,
relacionados entre si.

12e. Anidlisis de homologia y alineacion multiple de secuencias de la
proteina VP28.

La alineacion Clustal W de las secuencias de amino4cidos similares u homologas
de VP28, mostré que existen diferencias en donde se substituyen un aminoacido
en las secuencias reportadas. Con una substitucion se presenta el aislado China
de H (Histidina) — R (Arginina) en el aminoacido 8, y otra substitucion en el
aislado de la India S (Serina) — F(Fenilalanina) en el aminoacido 130. El aislado

de Taiwan presenté 100% de homologia con el de México, tal como se presentd
en la Fig. 24a.

Los aislados de México y China forman un grupo con la misma rama evolutiva;
Korea e India forman un segundo grupo relacionado filogenéticamente, mientras

que Taiwan se presenta como un aislado con una rama evolutiva separada (Fig.
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24b).

El analisis filogenético se realizd con 1000 reposiciones y

remuestreos en el programa MEGA.

20540

Korea
India
Taiwa
Méxic
China

Kerea
India
Taiwa
Méxic
China

VTKTIETHTDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKS DADMK
VTRKTIETHTDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMK
VTKTIETHTDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKS DAQMK
VIKTIETHTIDNIETNMDENLRI PVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKS DAOMK
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Fig. 24a.Comparacion de las secuencias nucleotidicas y de aminoacidos reportadas para el gene
VP28 de diferentes regiones geograficas para México (este trabajo), China (AF502435), Korea

(AF380842), India (AY422228), Taiwan (AF440570). Las sustituciones de H —> R en el aislado de
Chinay S — F en el de la India se enmarcan en las secuencias.

CLADOGRAMA DEL FRAGMENTO ANALIZADO DE VP28

47 Korea
India
Taiwan
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47 China

Fig. 24 b. Arbol filogenético de un segmento de la proteina VP28 estudiada en el aisiado
mexicano de WSSV. El aislado mexicano se relaciona evolutivamente con el de China. Analisis
“bootstrap” con el modelo Kimura-2. En las ramas se indica el valor de “bootstrap”.



13 Analisis del gene VP26

13a. Secuenciacion del gene vp 26:

El segmento analizado del gene vp 26, esta constituido por 569 nucleétidos,
amplificado por los primers vp26F 5°-ttc ttg gag gtg aat cca atg-3” y vp26R 5°-ggc
aac cta aca aac ctg ga-3’, tal como se indica en la Fig. 25.

1-TTC TTG GAG GTG AAT CCA ATG TTC ATT GTA GCT TCG AAG GCT GCG CCG TCT TCA
AAT TTG CTG CAC ACG TCA ATG AGG GTA ATT TIT GAA GAT GAA GAT TTA ATG TCC
TTG CTC GAG AAG TAA GTG TTC GAC ATAGTATTT CCC TTA ATG TTIT CCT GCA ATA ACA
GTT GGC CGA ACA GTA ATG TCG TTG ATC AAG AGA TCG ACG CCA GTG TTG TTG AGG
ATC TTC AAA GTC ATG TTA GAG TTC TCG GCC CCA GTG CCA GCG GGA TCA GTC CTT
GGG GCT GTG ACG GTA GAG ATG ACA AGA TCA GCA GAAACA TCC TTC ATG TCC TTA
TCG GAG AGA CCA TTC TTC ATG GCC ACC TTT CCA AGA GGA GTA TTG TAG GAC CTC
TCT CCA CGA ATT GAC ATT ACC TTT GCC CTT CTT TGA ATT GGG ACT CGC ATC ATC
TGA TCA TAA TTA GCG ACG ACG CTT CTT CCA ACA CGT GTG TTG AAT ACA ATC ATT ATA
ACC ATG ATA ACG ATT AGA GCA ATG ATT GCA ATG GACA AGA TTG CAA TAA TTG CAA
CGTCCAGGT TTG TTA GGT TGC C- 569

REVERSO COMPLEMENTO

569-GGCAACCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATIGCT
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCAAAGAAGGGCAAAGGTAATGTCAATT
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGAAAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCTAACATGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGAAAC
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT
TCAAAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAAATTTGAAGACGGCGCAGCCTTCGAAGCT
ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA -1

Fig. 25. Secuencia nucleotidica de la regién analizada de vp26, conteniendo 569 nucleétidos. La
posicion de los primers para PCR aparece en negritas.

La regidbn génica vp 26 ampliificada y clonada, codifica a una proteina de 189
aminoacidos en un marco de lectura +1, con una talla teérica de 20335 KDa,
ademas de tener un pH bdésico con un punto isoeléctrico de 9.44 y una
hidrofobicidad de 0.180952 (Fig. 26).
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Fig. 26. Marco de lectura +1 de VP26. Secuencia de aminoéacidos de la proteina VP26, constituida
por 189 amino4cidos.

13b. Analisis de hidrofobicidad.

El programa SOSUI, para la clasificacion y prediccion de estructuras secundarias
de proteinas transmembranales, indica que el fragmento VP 26 analizado es de
una proteina soluble, cuya secuencia de aminoacidos tiene una regiéon que posee
las propiedades adecuadas de una proteina membranal la cual tiene una
conformacioén hélice $. La regién transmembranal se localiza del aminoacido 9 al
31, con una longitud de 23 aminoacidos. La secuencia correspondiente es
ANAILSIAIIALIVIMVIMVF. El extremo N-terminal es la alanina (A) y el extremo C-
terminal es fenilalanina (F).

No. N terminal Regidn transmembranal "~ 'C terminal tipo longitud

1 9 |ATIAILSIATIALIVIMVIMIVF =~ 31 Primaria 23
Fig. 27. Regién transmembranal de VP26. La longitud que predice el programa SOSUI es de 23
aminoacidos (9-31)

La proteina VP26 presenta 16 residuos con carga negativa (Asp + Glu) y 21
cargados positivamente (Arg+Lys). El perfil de hidropatia predice la posiciéon de la
regién transmembranal del aminoacido 9 al 31, representada en la Fig. 28.



PERFIL DE HIDROFOBICIDAD
28a 28b

Fig. 28. Grafica del perfil de hidrofabicidad de VP26. 28 a) La region transmembranal se sitia en
el marco verde, de acuerdo a los datos generados con el programa SOSUL. 28b) Se presenta la
prediccion de la hélice alfa en forma de rueda de carreta, y se muestra el orden de los
aminoacidos de la region transmembranal (ANAILSIANALIVIMVIMIVF), donde S representa un
residuo polar con carga positiva,
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Fig. 29. Modelo de la regién transmembranal de VP26, donde se muestra el orden de los
aminoéciaos (AlIAILSIAIIALIVIMVIMIVF) a través de la membrana.

El modelo virtual para predecir la conformacion de la hélice transmembranal se

muestra en la Fig. 29.



La composicibn de aminoacidos de la proteina fue determinada con base en el
andlisis de secuencias de un fragmento de DNA WSSV, iniciada en el extremo
amino terminal del producto de PCR de vp28, generado por los primers vp26F 5°-
ttc ttg gag gtg aat cca atg-3" y vp26R 5°ggc aac cta aca aac cig ga-3’,
amplificado a partir del purificado viral de WSSV, purificado en un gel de agarosa
al 1%, clonado en p MOSBLUE y secuenciado.

13c. Analisis de homologia y alineacién miultiple de secuencias del gene
vp26
Con el programa Blast (Blosum 62, EMBI) se realizé la busqueda de fragmentos

similares al producto vp26 del aislado mexicano de WSSV, encontrandose en la
mayoria una homologia del 100% (569/569) en secuencias similares de VP 26
con orientacion positiva y un fragmento en orientacién negativa. Solo en dos
casos se presentd homologia del 99 % (Pat. DINH, WSP551446 y AY220746,
lamada VP26), ambas sin referencia geografica del aislado viral. Posteriormente
se alinearon las secuencias con el programa Clustal W (1.82) de alineacion
multiple, se compararon las secuencias de varias regiones geograficas (Se cita a
continuacién la secuencia y la clave de acceso en el GenBank/EMBL (Fig. 30).
CLUSTAL W (1.82)

VP26AY220746 GGCAACCTAACAARCCTGGACGTTGCAATTATTGCARTCTTGTCCATTGCARTCATTGCT 60
NOREFAX081308 GGCAACCTARCAAACCTGGACGTTGCARTTATTGCAATCTTGTCCATTGCARTCATTGCT 60
INDIAN AY422230 GGCRACCTARCAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCARTCATTGCT 60
VE26PATAF380841 GGCARCCTAACARACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
PAXU AX151533 GGCARCCTAACARACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
PW109340A%X081316 GGCARCCTAACARRCCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCRATCATTGCT 60
INDOK97AY249439 GGCAACCTAACARACCTGGACGTTGCARTTATTGCAAT CTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
JAPON 98AYZ49438 GGCAACCTAACARACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
WSMEX GGCAACCTAACABACCTGGACGTTGCARTTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
DINH WSP551446 GGCAACCTAACAAACCEGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
VP22AF272980 GGCAACCTAACAAARCCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
26KDAF173992 GGCAACCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
P22MRAF308164 GGCAACCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
CHI95/DALIAY249435 GGCAACCTARCABACCTGGACGTTGCARTTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
CHIN99/QINDAO AY249436 GGCARACCTARCAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCARTCATTGCT 60
US98/SCAROL AY249437 GGCARCCTAACARACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
B F TR R X R PR TR 2 i R o O R R R R S U S R P I T R S R 3
AY220746 CTRAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGAAGRAGCGTCGTC 120
AX(81308 CTRATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTCTTGGAAGRAGCGTCGTC 120
AY422230 CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGRAGAAGCGTCGTC 120
AF380841 CTRATCGTTATCATGGTTATAATGAT TGTATTCAACACACGTGTTGGAAGRAGCGTCGTC 120
ax151533 CTAATCGTTATCATGETTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC 120
2X081316 CTAATCGTTATCATGGTTATAATGAT TGTATTCAACACACGTGTTGGAAGARGCGTCGTC 120
AY249439 CTAATCGTTATCATGGT TATAAT GATTGTATTCAACACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTE 120
AY249438 CTAATCGTTATCATGGT TATAATGATTGTATTCARCACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC 120
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WSMEXIvpP2
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AY249436
AY249437

AY220746
AX081308
AY422230
AF380841
AX151533
2X081316
nY245439
AY249438
WSMEX1COvp26
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AY249436
AY249437

AY220746
AX081308
AY422230
AF380841
AX151533
AX081316
AY249439
AY249438
WSMEXVpP26
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AY249436
AY249437

AY220746
AX081308
AY422230
AF380841
AX151533
AX081316
AY249439
AY249438
WSMEXIvp26
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AY249436
AY249437

AY220746
AX081308
AY422230
AF380841
AX151533
AX081316

CTAATCGTTATCATGGTTATARTGATTGTATTCAACACACGTGTTGGAAGRAGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTAT TCAACACACGTGTTGGARGAAGCGTCGTC
CTAATCGITATCATGGTTATAATGATTGTAT TCAACACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCARCACACGTGTTGGARGAAGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTAT TCARCRCACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC
CTRATCGTTATCATGGTTATARTGATTGTAT TCAACACACGTGTTGGAAGRAGCGTCGTC
CTARTCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTAT TCRACACACCTGTTGGAAGAAGCGTCGTC

R R e e e e e e e e s e e R e R A R S

GCTRARTTATGATCAGATGATGCCGAGTCCCAATTCAARGAAGGGCAARGCTARTGTCAATT
GCTAATTATGATCRGATGATGCGAGTCCCAATTCAAAGABRGGGCAARGGTARTGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGATCCGAGTCCCAATTCAAAGAAGGGCAAAGGTARTGTCRATT
GCTAATTATGATCAGATGAT GCGAGTCCCAATTCARAGAAGGGCAAAGGTAATGTCARTT
GCTAATTATGATCAGATCATGCGAGTCCCAATTCAAAGAAGGGCAARGGTAATGTCAARTT
GUTARTTATGATCAGATGAT GCGAGTCCCART TCAAAGAAGGGCAAAGGTARTGTCAATT
GCTARTTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAAT TCARAGAAGGGCAAAGGTAATGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGAT GCGAGTCCCRATTCARAGAAGGGCAAAGGTARTGTCARTT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCRATTCRAAAGAAGGGCAAAGGTARTGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCARAGAAGGGCAAAGGTAATGT CARATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCRATTCAAAGAAGGGCARAGGTAATGTCARTT
GCTARTTATGATCRGATGATGCGAGTCCCRATTCARAGRAGGGCARAGGTAATGTCARTT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCRAT TCARAGRAGGGCRAAAGGTAATGTCARATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCRRAGAAGGGCARAGGTAATGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGAT GCGAGTCCCAATTCARAGARGGGCARAGGTARTGTCAATT

GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCARARGRAGGGCAAMNGGTAATGTCAATT
R L e S R T e

CGTGGAGAGAGGTCCTACARTACTCCTCTYGGAARGGTGGCCATGAAGRRATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTIGGARAGGTGGCCATGAAGARTGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACT CCTCTT GGARAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGAAGARTGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGARGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGRAAGGTGGCCATGRAGAATGGTCTCICC
CGTGGAGAGAGGTCCTACRATACTCCTCTTGGAAAGGTGGCCATGRAGARTGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACRATACTCCTCTTGERAAAGGTGGCCATGARGARTGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGARGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGRGGTCCTRCAATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGCAAAGGTGGCCATGARAGRATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACARATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
CCTGGAGAGAGGTICCTACAATACTCCTCTTGGARAGCTGGCCATGAAGAATGCTLTCTCC
CCTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGCARRAGGETGGCCATGAAGAAT GGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGT CCTACAATACTCCTCTTGGAAAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC

Ry khk kR RT T AR IR TR E hkF Ik Rk ke redher Rt kbbb Trrhwddhednr

GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGG
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCETCACAGCCCCARGG
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATAAGGRCATGRAGGRTGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATAAGGACATGRAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATRAGGRCATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATARGGACATGRAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATARGGACATGARGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATRAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCRAGE
GATAAGGACATGAAGGATGITTCTGCTGATCT TGT CATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATARGGACATGARGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGG
GATAAGGACATGRAGGATGCTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGG
GATAARGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTCGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG

GATARGGACATGAAGGATGT TTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
B T

ACTGRTCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCTNQQATGACTTTGAAGATCCTCAACARC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCTAAICATGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCTAACIATGACTTT GARGATCCTCARCAAC
ACTGATCCCCCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCT2 TGACTTTGAAGATCCTCRACRAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCT"s'TGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGECCGAGAACTCTANCIATGACTT TGARGATCCTCAACAAC
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AY2454392
AY249438
WSMEXIVP26
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AY249436
AY249437

AaY220746
AX081308
AY422230
AF380841
nx151533
BX081316
AY249439
BY249438
WSMEXvVpPZ6
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY24943%
AY249436
AY249437

RY220746
AX081308
AY422230
AF380841
Bx151533
aX081316
RY249439
AY249438
WSMEXVP26
WSP551446
AF272980
AF173992
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AY249435
AY249436
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AY220746
AX081308
KY422230
BF380841
AX151533
AX0B131€
AY249439
AY249438
WSMEXvp26
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AY249436
AY249237

AY220746
2%081308

ACTGATCCCGLCTGGCRCTGGGGCCGAGRACTCT TGACTTTGRARGATCCTCARCARAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGECCEAGAACTCTAAJATGACT TTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCT TGRCTTTGAAGATCCTCARCARC
" ACTGATCCCGCTGGCACTGGGECCCAGARCTCTANTATGACTTTGAAGATCCTCARCAAC
ACTGATCCCBCTGGCACTGGGECCGAGAACTCT TGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCT TGACTTTGARGATCCTCAACAAC

ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCT, TGACTTTGAAGATCCTCAARCARC
BCTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGRACTCT TGACTTTGARGATCCTCAACRAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGARC TCTANCATGACTTTGARGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCTAAATGACTTTGARGATCCTCARCAAC

AT REX AR IARTETEAKRRNREETNFIA RN AKRTREKRERSY AAAEAARKRARRARNARRART RN T KX

ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGACATTACTGT TCGGCCARCTGTTATTGCAGGAAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGAAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAARCGACATTACTGTTCGGCCARCTGTTATTGCAGGAAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCCGGCCAACTGTTATTGCAGGARAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGAARC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCARACTGTTATTGCAGGARAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCRAACGACATTACTGTTCGGCCARCTGT TATTGCAGGAAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGAAAC
ACTGGCOGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGAAAC
ACTGGCGTCGATCTCT TGATCARCGACATTACTGTITCGGCCAARCTGT TATTGCRGGAARC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGACATTACTGTTCGGCCARCTGT TATTGCAGGARAAC
ACTGGCGTCGATCTCT TGATCAARCGACATTACTGT TCGGCCAACTGTTATTGCAGGARAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGRCATTACTGT TCGGCCRACTGTTATTGCAGGRAAL
+ ACTGGCGTCGATCTCTTGATCRACGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGGAGGRAAC
ACTGGCGTCGATCTCT TGATCARCGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGRAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGARAC
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ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATCTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGRAATACTATCTCGRACACT TACTTCTCGAGCAAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGRACACTTACTTCTCGAGCARGGACATTAANTCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACT TACTTCTCGRAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAARATACTATGTCGAACACTTACTTC TCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT
ATTARGGGARATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTAARTCTTCATLY
ATTAAGGGARATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGRGCAAGGACAT TAARTCTTCATCT
ATTRAGGGARATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCARGGACAT TARATCTTCATCT
ATTABRGGGARATACTATGTCGAACACTTACT TCTCGAGCARGGACATTAAATCTTCATCT
ATTARGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCARGGACATTAARTCTTCATCT
ATTAAGGGAARATACIATGTCGAARCACTTACT TCTCGAGCAAGGACATTAARTCT TCATCT

KR E R kd kb hdkrh eIt hhtped ket AdddhdhdRthd kb hhkhriirins

TCARAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGACH
TCAAARATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGACEH JCGCAGCCTTCGAAGCT
TCARRARTTACCCTCATTGACGTGTGCRGCAAATTTGARGRCGFCGCAGCCTTCGRAGCT
TCARRARTTACCCTCATTGACGTGTGCAGCRAAAT TTGRAAGACGHCGCAGCCTTCGARGCT
TCARAARTTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGACGGCGCAGCCTTCGRAGCT
TCARRARTTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGAC GCARGCCTTCGARGCT
TCARARATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGACGEICGCAGCCTTCGRAGCT
TCAARAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGACGGCGCAGCCTTCGARGCT
TCARBRPATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGACGGCGCAGCCTTCGAAGCT
TCABRAAATTACCCTCATTGARCGTGTGCAGCARATTTGAAGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCARAARATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGACGHICGCAGCCTTCGARGCT
TCAAAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGACG
TCAARMATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGACGEACGCAGCCTTCGARGCT
TCAAAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAAATTTGAAGACC GCAGCCTTCGAAGCT
TCAARRATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTYGAAGACRECGCAGCCTTCGARGET
TCAAAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGACHHACGCAGCCTTCGAAGCT

IARREA A IR AT ATTRI R AKX FTARTRAL I ANRANFT AL IRk A A rde TR TRk I ARSI RERTAT TS

ICGCAGCCTTCGRAGCT

| (91 W K%

TQYGI N RG

1mﬂ§you
@
E':g
Q)
Q
O
1
=]
Q
E
@
(2]
-~

| (1 |

ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAGGAR 569
ACAATGA======w==m——=r—=~==——= 54§

360
360
360
360
360
360
360
360
3860
360

480
480
480
480
480
480
480

480
480
480
480
480
480
480
480

54¢
539
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540
540



AY422230 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAR 563

BF380841 ACARATGRACATTGGATTCACCTCCARGAR 568
AX151533 ACARATGAACATTGGATTCACCTCCARGAR 569
AX081316 ACAATGRACATTGGATTCACCTCCARGAR 569
AY249439 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCANGAR 569
AY249438 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGARL 569
WSMEX VP26 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA 569
WSP551446 BCARTGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA 569
AF272%80 ACAATGARACATTGGATTCACCTCCARGAA 569
AF173992 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA 569
AF308164 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA 569
AY249435 ACRATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA 569
RY249436 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA 569
AY249437 ACBATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAR 569

Fig. 30. Alineacién multiple de secuencias homélogas a VP26 obtenidas por medio del BLAST y
ClustalW, donde se representan la sustitucion y deleccion en los aislados WSP551446 vy
AX081308.

En el analisis Clustal W se determinaron que en dos secuencias de aislados de
WSSV existian substituciones o delecciones, en la posicién 336 una substitucion
de T — C de WSP551446 y en la posicién 524, una deleccion de G en el

aislado AX081308 sin referencia de ubicacién geogréfica.

13d. Analisis filogenético de secuencias del gene vp26

Las secuencias analizadas con MEGA, agrupan dos cluster principales, el mayor
de ellos, ubica a México, pronostica una rama evolutiva muy relacionada con los
aislados de China/Dalian, India, Indonesia, US96/SCarolina y otros sin referencia
geografica que se muestran en la Fig. 31.

En el segundo grupo filogenético se encuentra el aislado de Japén, PW109340
(AX081316, PAT WO00109340) y otras secuencias sin referencia geografica. Un
aislado no relacionado en ambos grupos, con el No. de acceso AX151533 (PA
XU), citado como una patente de Xu y cols., emerge solo, de una rama
flogenética separada, segln el andlisis realizado.

El andlisis tipo “bootstrap” con 1000 reposiciones, en cada rama indica valores de
66 a 69, indicando una confianza estadistica escasamente informativa. Aun
variando los parametros de reposiciones y remuestreos, no se logré aumentar el
nivel de bootstrap. Las secuencias con homologia del 99%, DINH (WSP5514486) y
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VP26 (AY220748) se sitian en ramas evolutivas diferentes, como se observa en
la Fig. 31.

CLADOGRAMA DE vp26
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Fig. 31. Arbol filogenético de vp26. La prediccion evolutiva con el método bootstrap, predice tres
ramas evolutivas. La secuencia del aislado mexicano se relaciona filogenéticamente con los
aislados de China, India, Indonesia y US98/South Carolina.

13e. Analisis de alineacion miiltiple de secuencias de proteinas homélogas
a VYP26.

El analisis de homologia, mostré similitud del 100 % con la mayoria de las
secuencias de VP26 del aislado mexicano del virus WSSV con AF272980
(QOICG6), AF173892, AF308164, AF308164 P22 mRNA, AY249435
(China95/Dalian), AY249436 {China 99/Qindao), AY249437
(US98/SouthCarolina), AY249438 (Japan98), AY249439 (Indonesia 97),
AX081316 (WO0109340), AF380841, AY422230, AY220746.

La proteina (VP) tiene como sinénimos registrados vp26, VP22, VP26, p22,
ORF153, WSSV 367 Wsv311 (NCBI Tax ID 92652).

Los numeros de acceso al banco de genes EMBL, identificacion de la proteina
son AF272980; AAF82366.1; AF173992; AAF29806.1; AF308164; AAL09430.1;
AF332093; AAL33313.1; AF369029; AAK77822.1; AF369029; AAK77822.1;



AF380841; AAK59320.1; AF440570; AAL89235.1; AJ551446; CAD83838.1;
AY249435;, AAPO6662.1; AY249436; AAP06663.1, AY240437; AAP06664.1;
AY249438; AAP06665.1; AY249439; AAP06666.1; AY422230; AAR12967.1.

Se identific6 una homologia del 94% con la secuencia AY220746 (179/189,
Q80IX7) en un marco de lectura +3 / +3 (Fig. 32).

El analisis de alineacion mdltiple se detalla a continuacién, representandose las
secuencias 100 % idénticas con la secuencia Q9ICG6 (AF272980), pero en el
fragmento del aisilado mexicano no se incluyd la regién codificante paraM, Ey F.

CLUSTAL (1.0) multiple seguence alignment

Sequence =~=GNLTNLDVAIIAILSIAITIALIVIMVIMIVFNTRVGR-=-SVVANYDOMMRVPIQRRA 55

Q9ICGE MEFGNLTNLDVAIIAILSIAIIALIVIMVIMIVFNTRVGR--SVVANYDOMMRVPIQRRA 58

Q80IX7 MEFGNLTNLDVAIIAILSIATIALIVIMVIMIVENTRVGR--SVVANYDOMMRVPIQRRA 58

Sequence KVMSIRG-ERS YN~-TPLGKVAMKNGLSDKDMKDVSADLVISTYTAPRTDPAGTGAENSNM 113
Q9ICGH KVMSIRG-ERSYN-TPLGKVAMKNGLSDKDMKDVSADLVISTVTAPRTDPAGTGAENSNM 116
080IX7 KVMSIRG-ERSYN-TPLGKVAMKNGLSDKDMKDVSADLVISTYTAPRTDPAGTGAENSNM 116
Sequence TLKILNNTGVDLLINDITVRPTV-———-— TAGNIKGNTMSNTYFSSKDIKSSSSKITLIDV 168
Q9ICGH TLRKILNNTGVDLLINDITVRPTV—===—— IAGNIKGNTMSNTYFSSKDIKSSSSKITLIDV 171
Q801%7 TLXILNNTGVDLLINDITVRPTV-——--—-TAGNIKGNTMSNTYFSSKDIKSSSSKITLIDV 171
Sequence CSKFEDGAAFERATMNIGFTSK-——————————— 189

Q9ICG6 CSKFEDGRAFEATMNIGFTSKNVIDIKDEIKKK 204

QBOIXT CSKFEDGAAFEATMNIGFTSRNVIDIKDEIKKK 204

Fig. 32. Analisis de alineacion multiple se secuencias Clustal W. El analisis de alineacién (EMBI)
mostrd el 100 % de homologia con 12 secuencias, representadas en esta figura con Q91CG6, de
las cuales solo en dos de ellas se encontraron diferencias en Q80IX7

Las diferencias encontradas son la substitucion del aminoacido K — R y la

ausencia de los aminoacidos M, E y F en la secuencia obtenida del aislado
mexicano de WSSV, debido a que en la region amplificada y clonada no se
incluyé a los tripletes indicados.

El arbol filogenético muestra dos ramas evolutivas, en una de la cual se agrupan

todos los aislados geograficos, menos uno, el DINH, que aparentemente surgié
de un ancestro separado (Fig. 33).
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Fig. 33. Arbol fitogenético de VP26. El programa MEGA, con 1000 reposiciones, predice un
ancestro evolutivo para el aislado mexicano, indio, americano, indonesio, chino y japonés, con

valores de bootstrap inferiores a los limites confiables por lo cual no es completamente
informativo.

14 Analisis del gene vp19

14a. Secuenciacion del gene vp 19:

El analisis de la secuencia y traduccién del fragmente de la vp19, indica que este,
esta constituido por 363pb lo que constituye a 120 aminoacidos, en el cual inicia
con una poliadenilacién e inmediatamente el codon de inicio. El peso molecular

tedrico es de 13114, y el punto isoceléctrico es acido, de 4.36 con una
hidrofobicidad de -0.253333

Este fragmento codifica a 363pb para una proteina de 120 aminoacidos del marco
de lectura +3 como se muestra en la Fig. 34.



GCC TCC TCT TGG GGT AAG ACA TAA AAA CGG TGG CGG CGG AAA CGA GGA ACA GAA
GAG CGG ACC CAG CCA GAA GCA TCA TAT CCC TGG TCC TGT TCT TAT ATT TGT CCT
CAT CAT CGT TAT CGT TGG CAG TGT CGT CAT CAT CAA CGG TGT CCT TAT CAG TGT
CAG AAT CGC TGT CCT TCT TTG GTC CCA TCC ATA CAT TCA TGA CGG CCA GGA CGA
GGA TAC CAA TTG AGA TAG CAA CGA TCA AAA AGA GAC CCA TGC GAG CCA TAG ACA
TGG AGC CTT CAA GAT CTT CCA TGG TGT AAG AAG GGC CAG CGG CCT GGG CTC CGG
TCC TGC CGA AAG GAAGAGTG TTAGTC GTG GTGGCCATT T

REVERSO COMPLEMENTO
AAATGGCCACCACGACTAACACTCTTCCTTITCGGCAGGACCGGAGCCCAGGCCGCTGGCC
CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT
TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGGGAC
CAAAGAAGGACAGCGATTCTGACACTGATAAGGACACCGATGATGATGACGACACTGCCA
ACGATAACGATGATGAGGACAAATATAAGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG

GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCAAGAGGAGG
C

Fig. 34. Secuencia amplificada con los primers VP19F y R del aislado viral WSSV. El fragmento
analizado es de 363 pb.

El fragmente de 363 pb codifica para una proteina de 120 aminoacidos

aaatggccaccacgactaacactctteectttecggecaggaccggageccecaggccgetggecct
MaA T T T NNT L P«F GuRT . GcA QA A .G, P
tcttacaccatggaagatcttgaaggetccatgtectatggetecgecatgggtctocttitttg
$ ' ¥y T M E DL E G S M 58 M A RMG L F L
atcgttgectatctcaattggtatcctegtectggecgtcatgaatgtatggatgggacca
1 v A I §$ I 6 I LL vV L A VMIDNV WMG P
aagaaggacagcgattctgacactgataaggacaccgatgatgatgacgacactgecaac
K K bs bs D TTDI KUDTDDDUDD T A N
gataacgatgatgaggacaaatataagaacaggaccagggatatgatgcttctggetgag
D NDDEDI K Y KNIRTIRUIDMM MTILTILAG
tecgetettetgttectegtttececgecgecacegtttttatgtecttaccccaagaggagge
SRV ILINFDOLI V\S JANA T WIRWMING /¥ IPIK |R LR

Fig. 35. Traduccion de vp 19 en el marco de lectura +3 para el fragmento vp19 de 363 pb.

14b. Andlisis de hidrofobicidad

El perfil hidropatico de vp19 indica dos regiones transmembranales, con el
siguiente indice, como se muestra en la Fig. 36.

AL\ 2
WLWJ\

— Kl

Fig. 36. Grafica del perfil de h:drofobnmdad de la proteina VP 19 del fragmento amplificado y
clonado del aislado WSSV de México,




Las regiones hidrofébicas quedarian situadas de la regiébn 35 del extremo N
terminal (R), a la posicion 57 C terminal (W) y de la posicién 96 (M) a 114 (M) en
los extremos N y C-terminal respectivamente,

La secuencia de las dos hélices transmembranales se detalla en la Fig. 37 ay 37
b.

No |N Regién transmembranal C Tipo Long
terminal Terminal

1 35 RMGLFLIVAISIGILVLAVMNVW | §7 Primaria | 23

2 96 MLLAGSALLFLVSAATVFM 114 Primaria | 19

Fig. 37 a. Regiones transmembranaies de VP19 del aislado mexicano de WSSV.

Fig. 37b. Modelo de las dos regiones transmembranales de VP 19. El orden de los aminoacidos
de las hélices hidrofdbicas, de acuerdo al programa SOSUI.

Fig. 38. Modelo de la ubicaci6n de las dos regiones transmembranales para el gene de la vp19.
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L.a posicibn de las dos regiones transmembranales, se situaria en la regién
hidrefébica de acuerdo al modelo del programa SOSUI representado en la Fig.
38.

14c. Analisis de alineacion multiple de secuencias homologas a vp19.
La busqueda en bancos de datos de homologia de secuencias (BLAST), revel6 la

presencia de varias VP 19 similares a la del fragmento de 363pb (VP19), todas
ellas perteneciente al virus WSSV de diferentes regiones geograficas. Estas
secuencias se compraron utifizando el programa ClustalW (Fig. 39).

Las secuencias homologas con el fragmento amplificado y clonado fueron Taiwan
(AF440570); Vietnam (AY160771), Indonesia 97 (AY249448), Japén 98
(AY249447), Aislado de EUA98/SUR Carolina (AY249446), Aislado de China
99/Qindac (AY249445), Aislado de China 95/Dalian (AY249444), Tailandia
(AF369029), China (AF332093), Korea 01 (AY316118), China 02 (AY220744),
Singapore (AF402997) e India (AY422227). La Fig. 39 detalla el analisis Clustal
W de la alineacion multiple donde se muestra la similitud entre las secuencias
homologas.

CLUSTALW (1.82) ALINEACION MULTIPLE DE VP19

México TGGCCACCACGACTAACACTCTTIJCTTTCGGCAGGACCGGAGTCCAGGCCECTGETC 60
Indcnesia TGGCCACCACGACTAACACTCT TIJCTTTCGGCAGGACCGGAGICCAGGCCGCTGEHIC 60
Taiwan PAATGGCCACCACGACTARCACTCT TIJC TTTCGGCAGGACCGGRGICCCAGGCCGCTGHIC 60
China R TGGCCACCACGATTARCACTCTT[JC TTTCGGCAGGACCEGAGIICCAGGCCECTGEIC 58
Singapore - RTGGCCACCACGACTRACACTCT TICTTTCGGCAGGACCGGAGIICCAGGCCGCTGGHAC 58
Xorea FIATGECCACCACGACTARCACTCTT[CTTTCGGCAGGACCGGAGIICCAGGCCGCTGHIC 58
India FIrTecceaccacGACTARCACTCTTICT TTCGGCAGGACCGGAGTICCAGGCCGCTGREIC 58
A A KA AT A A AT AN AN A A A ARk ddr KA d A I I A AAR XTI A * T A d AAKAR R rdehddk &
México CTTCTTACACCATGGRAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 120
Indonesia CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 120
Taiwan CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGAAGGCTCCATCTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 120
China CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 118
Singapore CTTCTTACACCATGGARGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 118
Korea CTTCTTACACCATGGARGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 118
India CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 118
W % e ek e e e % e e s e R S T e s ke Y e e b e ok e o e e 3k e 9 gk vk e K e e e e i Ve o o i ke e e %k e e o ok
México TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCT CGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGGGAC 180
Indonesia TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGCGAC 180
Taiwan TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGEGAC 180
China TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGGGAC 178
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Singapore TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGARATGTATGGATGGGAC 178

Korea TGATCGTTGCTATCTCAATTGETATCCTCGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGGGAC 178
India TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGRATGTATGGATGGGAC 178
e de v de Kk g de v e o de ok e ok ke e e ke e de T gk ok o e de oo e e wke ke o o e e o ok o i de ok e o e e e o e o ok o ke ke
México CARAGAAGGACAGCGATICTGACACTGATAAGGRICACCGHTGATGATGACGACACTGCCA 240
Indonesia CARAGAAGGACAGCGAT[TICTGACACTGATAAGERICACCGIITGATGATGACGACACTGCCA 240
Taiwén CARAGARGGACAGCGATIICTGACACTGATAAGGAICACCGRITGATGATGACGACACTGCCA 240
China CARAGAAGGACAGCGAT(T 1bACACTGATAAGi%gACCGEﬁGATGATGACGACACTGCCA 238
Singapore CARAGAAGGACAGCGAT[JCTGACACTGATARG CCGR'GATGATGACGACACTGCCA 238
Korea CARAGAAGGACAGCGAT[T|CTGACACTGATARG CCGATGATGATGACGACACTGCCA 238
India CARAGAAGGACAGCGAT[TICTGACACTGATARGGCACCGAITGATGATGACGACACTGCCA 238

ThEkAkhFd kb kXhhddhnw FEXFWFrAdA AT krddh Fhkkhkdh Fh Ak hdkFrEaddthord b dd

México ACGATAACGATGATGAGGACAAATATARGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 300
Indonesia ACGATAACGATGATGAGGACAAATATAAGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 300
Taiwan ACGATAACGATCATGAGGARCARATATARGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTEGCTG 300
China ACGATAACGATGATGAGGACARAATATARGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 298
Singapore ACGATARCGATGATGAGGACARATATARGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 298
Kexrea ACGATAACGATGATGAGGACARATATARGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 298
India ACGATAACGATGATGAGGACAAATATBAGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 298
% & Kk e de ek sk ko e e g W e ke do de o ok 3k e 3k i b ek ok ok ek e ok ok o e R e g e ok i ok ek ok e ke o kR ok
México GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCRABGAGGA 360
Indonesia GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCAAGAGGA 360
Taiwan GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCARGAGGA 360
China GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCARGAGGA 358
Singapore GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCRAGAGGA 358
Korea GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCARGAGGA 358
India GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCARGAGGA 358

kb kR WAk A Ak kI Ak kTR R A AR IR KT NI AT N AR A A Nk hk bk Ak k kkk &k

México GGC 363
Indonesia GGC 363
Taiwan GGC 363
China GGC 361
Singapore GGC 361
Korea GGC 361
India GGC 361

* K *

(China:0.00277,Singapore:0.00277,(Korea:0.00277,(India;0.00554,(Taiwan:0,(Mé
xic0:0,Indonesia:0.00276):0).0):0):0);

Fig. 39. Alineacién Clustal W {1.82) de alineacion muiltipie, para la comparacién de secuencias
nucleotidicas del gene vp19 de varias regiones geograficas (Se cita a cantinuacién la secuencia y
la clave de acceso en el GenBank/EMBL. Fig. 39).

Las secuencias con 100 % de homologia fueron AF440570.1 (Taiwan);
AY160771.1 (Vietnam); con el 99 % fueron AY249448.2 (Indonesia 97),
AY249447.1 (Japon 98), AY249446.1 (US98/S Carolina), AY249445.1
(China99/Qindac), AY249444.1 (China96/Dalian), AF332093.1 (China),
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AF369029.1 (Tailandia), AY3161198.1 (Korea 01), AY220744.1 (China 02),
AF402997.1 (Singapore) y AY422227.1 (India).

China, Singapore, Korea e India, no presentaron las dos primeras A de la
secuencia, difiriendo también, en la substitucion de C — T en el nucledtido 28 y
46 en el fragmento del aislado de la India. En el nucledtido 198/196, la

substitucion fue de T — C; en la posicion 214/212 A — T en el aislado de China

y 220/218 en los aislados de Indonesia. En el aislado de Korea, laC — T en el nt
59/57.

14d. Analisis filogenético de secuencias del gene vp 19
El analisis tipo “boootstrap” con 1000 reposiciones, no predice una asociacion

evolutiva confiable, mostrada por los valores bajos entre el 14 al 23 de frecuencia
estadistica. Este se analizé hasta 24500 resiembras sin resultados satisfactorios.
El programa MEGA, predice Unicamente una rama evolutiva separada para India,
y el resto asociado en dos grupos mayores, segun se describe con detalle en la
Fig. 40.

CLADOGRAMA DEL GENE vp 19

18— China

14 ——— Singapore

16 Korea

Indonesia

23— Taiwan

Mexico

India

Fig. 40. Arbol filogenético de las secuencias homdlogas a vp 19, de acuerdo a la prediccion del
programa MEGA, basado en el tipo de analisis “bootstrap” con 1000 reposicicnes.

73



14e. Andlisis de alineacion miltiple de secuencias de proteinas homoélogas
a VP19.

En cuanto al analisis de proteinas se realizé un Clustal W (Fig.41) para el gene
de la vp19, a continuacién se cita las secuencias de proteinas para las siguientes
regiones geograficas:

Méxic MATTTNTLPFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
Taiwa MATTTNTLPFGRTGAQAARGPSY TMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
Indon MATTTNTLPFGRTGAQAAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGPE 60
China MATTTNTL{PFGRT )ARGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
SingapMATTTNTLPFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
Korea MATTTNTLPFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
India MATTTNTLISFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60

**i*****’***** L R ek koK sk e e ek ke ok ke ok ok ok ok gk g b ke ke ke ke e ok ok ke ok ok ok ek ke ok ok ok Rk

México TODDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVEMSYPKRR 120
Taiwan DDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
Indone T[VIDDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
China DDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
Singa DDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVEMSYPKRR 120

=]

Korea
India

DDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
DCDDTANDNDDEDKYKNRTRODMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120

=]

México:0.00000,
Taiwan:0.00000)
Indonesia:0.00833,
China:0.00833)
Singapore:0.00833)
Korea:0.00000,
India:0.01667) ;

Fig. 41. Andlisis de alineacién multiple de secuencias homélogas para la proteina VP 19. Con
borde se sefiala la hilera de nuclettidos con substituciones de los aislados geograficos reportados
en los bancos de genes,

El analisis de esta comparacion mostré que existen diferencias en donde se

substituyen aminoacidos en las secuencias reportadas. Con dos substituciones

se presentd el aislado de la India en la cual sustituye una P (Prolina) — S(Serina)
en el noveno aminoacido y en el aminoacido 15 sustituyen una A(Alanina)—
V(Valina), con una sustitucién esta: Singapur sustituye una S (Serina) —P

{Prolina) en el aminoacido 66, China e Indonesia que sustituyen una D (Ac.
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Aspartico) —V (Valina) en el aminoacido 71 y 73 respectivamente. El aislado de
Taiwan, Indonesia y México provienen de una misma rama filogenética, tal como
se presenta en la Fig. 42.

CLADOGRAMA DE LA PROTEINAVP19

56 ———— Indonesia

56 —  ——  Taiwan

0 Mexico
China

8¢ l—————— Singapore

Korea

India

Fig.42. Arbol filogenético basado en CLUSTAL W con el programa MEGA de la secuencia de
amincécidos de VP19.

15. Expresion del gene vp 28:

Una vez que se obtuvo la secuencia del fragmento de DNA correspondiente al
gene que codifica para la proteina VP 28, se liberd del plasmido pMOS-VP28 y se
subclond en el vector de expresion PGEX5X-1, ya que ambos tanto el inserto
como el vector presentan el mismo marco de lectura, obteniéndose el plasmido
pGEX5X1-VP28. Con este plasmido se transformaron bacterias E. coli DH-5a, y
de las bacterias transformantes se seleccionaron varias clonas con el fin de
inducir el péptido recombinate GST-VP28. La induccidon se monitored por
inmunotransferencia utilizando un suero de raton anti-GST (Fig. 43).
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Fig. 43 a. Induccion de GST-VP28. Extracto totales de bacterias (E. coli DH-5a tranformadas con
le plasmido pGEX5x1-VP28) sin inducir (1) e inducidas con IPTG (2), se ensayaron por
inmunotransferencia con anticuerpos anti-GST.

Fig. 43 b. Purificacion de la proteina de fusién GST-VP28. Analisis por SDS-PAGE al 10% de (1)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<E z - 25 «s—%’xm o

bacterias no inducidas, (2) bacterias inducidas con |IPTG, (3) sobrenadante (4) pastilla,
(5)material no unido a guitatidn-sepharosa, (7-10) material unido a la resina y eluido con glutation
reducido.

Después de confirmar que se induce la expresién de la proteina recombinante, se
procedio a su purificacion por columnas de afinidad. Para ello extractos totales de
bacterias inducidas se pasaron por una columna glutation-sepharosa y la proteina
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unida se eluyd con glutation reducido (Fig. 43 b). Se puede apreciar que el
método de solubilizacién no fue el adecuado, ya que en el material insoluble atn
se detecta tanto GST como GST-VP28. Por otro lado, la recuperacion de la
proteina de fusién es baja, aun a pesar de que se detecta gran cantidad de GST.
Posiblemente el inserto VP28 dentro del plasmido sea inestable y este siendo
abortado. También se observan dos bandas de proteina en la zona en donde
migra la proteina GST-VP28, asi como en la zona de GST, lo que sugiere que la
proteina de fusion esté sufriendo un proceso de degradacion,

Con el fin de obtener anticuerpos anti-GST-VP28, la proteina recombinanie se
purifico por electroelucién, y el material obtenido se analizé por SDS-PAGE al
10% (Fig. 43 c).

e R e e

Fig. 43 c. Analisis por SDS-PAGE al 10% del material electroeluido a partir del material unido a la
columna de afinidad de Glutation-Sepharosa (M) marcadores de peso molecular (2-3) fracciones
del material electroeluido.de acuerdo a su colecta en la camara de electroelucion

Con este método se logré purificar la proteina recombinante para inducir
anticuerpos contra ella y realizar préximos ensayos de inmunoproteccion.



VIil. DISCUSIONES

El WSSV, es causado por un virus devastador que afecta a un amplio nimero de
hospederos acuaticos, particularmente camarones peneidos. El genoma de WSSV
es alrededor de 300 kb (van Hulten y cols., 2001b; AF440570) y es de los
genomas virales mas grandes donde se han identificado 184 marcos de lectura, de
los cuales, cinco de ellos codifican a las proteinas estructurales mayores de la
envoltura y capside (van Hulten y cols., 2000a, ¢; 2001a; 2002).

Con respecto a su ubicaciéon taxonémica del WSSV, primero fue asignado como
Baculoviridae ( Francki y cols., 1991). Actualmente el WSSV, no es aceptado como
familia de los bacuolvirus (Murphy et al., 1995) porque la talla de su DNA es mayor
a 200 kb y carece homologia genética significativa con los baculovirus. Segun la
informacion colectiva obtenida, van Hulten y cols,, (2001b, 2002); proponen a
revisibon que WSSV podria ser un género representativo Whispovirus o incluso,
una nueva familia, Whispoviridae.

Actualmente se conoce que el virus de WSSV tiene un genoma de 305 kb (van
Hulten y cols., 2001b), vy en un analisis de éste, reportan 181 marcos de lectura
abierta (ORFs), donde algunos ORFs son similares a genes virales y otros, a
genes eucaribticos, pero la mayoria codifica a proteinas putativas sin homologia a
alguna proteina conocida (Yang y cols., 2001). Por tanto, proponen una nueva
familia Nimaviridae y un nuevo genero Whispovirus , reconocido por el Comité
Internacional de Taxonomia Viral (Vlak y cols., 2002).

Con base en estos datos y por ser un patégeno de efectos devastadores en
Mexico, nos propusimos purificar y caracterizar al WSSV, enfocandonos en las
proteinas que conforman la capside y nucleocapside, por PCR, clonar los marcos
de lectura abierta y realizar un analisis de homologia filogenético de virus, enfocar
los experimentos de la electroelusion especificamente en la proteina VP28.

En los resultados obtenidos por MET en tincion negativa, se observo la
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nucleocapside en diferentes formas (debido a la morfogénesis del virus de WSSV).
Cuando la nucleocapside esta totalmente formada, en un extremo se observa la
forma de aro o anillo, con una prolongacion en forma de tubo en las cuales estan
localizados los cores en arreglos paralelos reflejando una segmentacion
superficial, cubiertos por una membrana. La forma de la estructura se asemeja a
un barril 0 bastén, con una longitud media de 150 nm. El tamafio de la
nucleocépside es de los mas grandes reportados en las cepas estudiadas a la
actualidad, comparados con los descritos por Nadala y cols (1998) quienes
describen al virus con 14 a 15 estriaciones verticales conspicuas localizadas
peribdicamente a lo largo del axis del core y su forma viral es de bastén con una
longitud de 130 a 159 nm. Durand y cols. (1997) reportan a la nucleocapside con
extremos asimétricos uno redondo y otro en forma cuadrada, con una apariencia
superficialmente segmentada, y con un extremo en forma de aro, ademas
menciona que estas caracteristicas asimétricas no han sido reportadas en el virus
del sindrome de la mancha blanca, sino que es una caracteristica de los
baculoviridae (clasificacion anterior) ¥ que ha sido observada en los baculovirus
no ocluidos, Baculo-B y RV-CM (Johnson, 1988).

La descripcion viral antes mencionada es similar a la observada en los camarones
infectados naturalmente del Pacifico Mexicano. Ademas de observar los virus en
forma de barril o bastén y con asimetria en los extremos (un extremo con forma de
un aro y otro asimetrico), en nuestras observaciones, encontramos una variante en
la nucleocépside la cual se observa con ambos extremos redondos en forma de
anillo, unidos por un cilindro que son de tamafic mucho mas grandes de la
nucleocépside normal, con una media de 207.97. Estas formas estructurales se
observaron en granjas que habian tenido de 2 a 3 epizootias consecutivas.

Wang y cols. (2000) reportan en diferentes aislados geograficos particulas virales
en forma de barril o bastdn con y sin cauda, considerandolo como un complejo
estructural de proteinas. En este estudio, observamos la forma de barril en
aislados de las granjas camaronicolas de la costa de del estado de Nayarit, en el
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estado de Sinaloa, la forma estructural del virus va de ovoide a completamente
redonda.

Por las diferencias ultraestructurales de varios aislados del Pacifico Mexicano,
suponemos que se debe a la misma morfogénesis del virus de la mancha blanca,
que empieza con la formacion del tubo segmentado largo y que éste se fragmenta
en mas cortos que seran los precursores de la nucleocapside ovoide a redonda
cubierta con membranas de novo, que proliferan de la membrana nuclear o puntos
de contacto entre membranas intranucleares como sefialan Durand y cols. (1997).

Por otra parte, el analisis de los purificados virales por geles de poliacrilamida al
12% mostré la presencia de cuatro prominentes bandas proteinicas cuyos pesos
moleculares revelados fueron de 28, 26, 19 y 15 kDa estas se encontraron
presentes en el purificédo viral de las cuatro muestras estudiadas. Estos
purificados fueron tratados previamente con buffer NP-40 1% como lo realizé van
Hulten (2000a. b). Las pesos moleculares de las proteinas del virion fueron
similares a las reportadas por Nadala y cols. (1998) y Wang y cols. (2000), la
diferencia radica en el numero de bandas encontradas, ellos encontraron proteinas
de tallas que van de 14.5 a 27.5 kDa. Nadala y cols. (1998), por ejemplo, de las
proteinas que reporta dos son de 19 y 27.5 respectivamente que bien se podrian
tratar de la proteina de 19 y de 28 kDa encontradas en este viridn. Sin embargo
los trabajos de investigacion con el que concuerdan los resultados son los de van
Hulten y cols. (2001a, b) quien sefiala la presencia de cinco proteinas estructurales
la VP28, VP26, VP24, VP19 y VP15 con tallas de 28, 26, 24, 19 y 15 kDa
respectivamente, donde la VP28, y VP19 se asocia con la envoltura del virién y la
VP 26, VP24 y VP15 se asocian con la nucleocapside.

La identificacidn como proteinas pertenecientes al virus WSSV, de estas bandas
en el gel de SDS-PAGE fue confirmado por el analisis de Western blot usando
anticuerpos policlonales contra el virus. Estas proteinas juegan un papel muy
importante en el proceso de infeccién y desarrollo de la enfermedad de mancha



blanca en los camarones peneidos.

Yang Y cols. (2001) demostraron que las proteinas de WSBV esta relacionado a
genes eucari6ticos mas que a los mismos genes virales. En un analisis de
secuencia indica que WSSV difiere a todos los virus conocidos y quiza se les
pudiera relacionar con algunos genes de los herpesvirus, pero se diferenciarian en
cuanto a morfologia ya que WSBV tiene un genoma de DNA con doble cadena
circular y los herpesvirus, contienen una capside icosahédrica de doble cadena
lineal.

En cuanto a la relacion morfolégica con otros virus, tienen alguna similitud a los
baculovirus de los insectos solo que en éstos, no se detecta una homologia en la
secuencia de aminoacidos, por lo que sugieren que WSBV representa una nueva
familia de virus 0 quiza representan una escala evolutiva significativa entre los
virus terrestres y marinos (Yang y cols., 2001).

Actualmente el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, Vlak y cols.,
2002) coloca a este virus en la familia Nimaviridae del género Whispovirus, donde
la palabra Nima se refiere al tallo 0 extensiones polares de la particula viral y
flogenéticamente distintos a otros virus de DNA largos, Whispovirus: por que se
asemeja en cuanto a morfologia en algunos aspectos a los baculovirus pero
genéticamente sin relacion a la forma de varilla de los virus Oryctes.

En lo que respecta a los marcos de lectura abierta obtuvimos cuatro de los cinco
genes descritos por van Huiten y cols. (2000 b, 2001a; vp28, vp26,.vp19 y vp195),
los cuales se les considera importantes en cuanto al dafio patolégico que causa al
camaron, si se compara la evolucion de los genes asiaticos con los mexicanos, se
puede asumir que también evolucionaron de un gene que se duplicd y
subsecuente mente se separaron, en estas mismas proteinas y tuvieron funciones
diferentes en el virus de WSSV, y estos fueron asignados a 10 familias de genes
(van Hulten y cols., 2002), lo que es posible; ya que los eventos de duplicacion de
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genes puede ser tanto en virus que presenten genoma de RNA (Boyko y
cols.,1992), como virus de DNA muy largo, estos tipos de virus pueden jugar un
papel muy importante en la co-evolucion entre el virus y el hospedero en respuesta
a la presién selectiva (Davison, 1999). Lo mismo considera Huang y cols. (2002) al
describir al gene vp281 como una proteina estructural nueva de WSSV en cuanto
a los niveles de aminoacidos y nucleétidos, concuerda con van Hulten y
cols.,(2002) en que podria ser que esta proteina haya evolucionado por la
duplicacion de un gene y que tienen un gene ancestral comun,

Los dominios transmembranales se localizaron en 2 proteinas, siendo estas las
VP26 y VP19. La proteina VP26 presenta una conformacion hélice 8, cuya longitud
transmembranal es de 23 aa, el extremo 9 N-terminal se localiza el aminoacido
A(Alanina) y en el 31 C-Terminal F(Fenilalanina) ademas de ser una proteina con
un punto isoeléctrico acido. Para la VP19 se encontraron dos dominios
transmembranales, en la regidn 35 y 96 N-Terminal (R y M) y ¢l otro en la region 57
y 114 C-Terminal (W y M) respectivamente en el marco de lectura abierta del
aislado mexicano, lo cual sugiere que podria ser un puente entre la envoltura del
virion. van Hulten y cols. (2002) sefialan también estas dos regiones
transmembranales, una en el aminoacido 37 hasta el 59 y la segunda en el 95 al
117 aminocacido. Estos dominios hidrofébicos pueden estar involucrados en la
interaccién proteina-proteina, los cuales son necesarios para la formacion de la
nucleocapside en la cual consiste en subunidades globulares que ademas sirve de
anclaje de esta proteina a |a envoltura en el WSSV (van Hulten y cols. 2001a)..

Las proteinas que no presentaron regiones transmembranales fueron la VP28 y
VP15, ambas fueron proteina solubles. Para la VP28 que esta constituida por
172aa, nos revela que no tiene el péptido sefial, debido a que inicia a 32aa rio
abajo del marco de lectura como lo reporta Zhang y cols (2002), donde el gene
vp28 presenta 204aa e inicia con la Metionina lo que favorece al contexto de
Kozak. Para la VP15 de 71aa nos revela en su marco de lectura +2, a una proteina
altamente soluble sin regiones polares, como la reporta también van Hulten y cols
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(2002) mencionan que la VP 15 carece de regiones hidrofobicas, pero que es una
proteina con carga fuertemente positiva a todo lo largo de la longitud del
polipéptido, y una funcién de esta proteina altamente basica es que funciona como
histona, como una proteina que se asocia al DNA. Marks y cols. (2003) detectaron
seis MRNA’s tardios en la infeccion, entre los 2-7 dpi, explicando las multiples
rondas de infecciébn que ocurren en las branquias. En contraste con la expresion
del gen vp15, que se expresa claramente a los 16 hpi, precediendo a los otros vps,
y sugiriendo un papel temprano de la VP15, en la replicacion viral y en el proceso
de ensamble como una proteina asociada al DNA. De hecho, vp15 es el Unico gen
de proteinas estructurales con una secuencia consenso TATA, donde reside el
encendido mas temprano de la transcripcion de vp15, regulado por esta caja TATA,
tal como ocurre en genes similares del virus WSSV en los cuales se ha demostrado
que se expresan muy tempranamente en la infeccién como es el 1, m2, pk y
dnapol. El mismo autor, en un andlisis 5'RACE, indica que la transcripcién de los
genes vp28, vp26, vp24, vp19 y vp15 no inicia en una secuencia consenso para
todos los genes, sin embargo, se conserva un motif TIS (TCA TGA C) idéntico para
vp15 vy vp24. Interesantemente, todos los vps contienen una secuencia rica en A/T
de 25 nt rio arriba de los TIS, que podria poseer una funcién de elemento promotor,
como ha sido demostrado para los baculovirus y poxvirus donde la regidn sirve
como un sitio de unién a una proteinasa o juegan un papel facilitando el
desenrollamiento de la doble hélice del DNA, y consecuentemente, el inicio de la
transcripcion.

En total, la literatura describe a 5 proteinas de la envoltura viral, cuyos genes se
presentan como copias simples en el genoma (Marks y cols., 2003), que han sido
identificadas: VP28, VP26/P22, VP19, VP466 y VP281 (Huang y cols., 2002; van
Hulten y cols., 2002), todas de importancia en los mecanismos de infeccién viral,
sobresaliendo la VP28. De las mencionadas anteriormente, nosotros identificamos
a tres (VP28, VP26 y VP15), en geles de poliacrilamida SDS-PAGE y Western Blot
con anticuerpos policlonales gue se generaron a partir de la inoculacion de
particulas virales en el modelo de ratdn. En cuanto a la obtenciéon de los marcos de
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lectura abierta nosotros obtuvimos: vp15, vp19, vp26 y vp28, en los que se realizd
un andlisis de homologia y alineaciéon muitiple de las secuencias reportadas en el
GenBank de diferentes regiones geograficas, estas secuencias se alinearon y se
compararon utilizando el programa ClustalW.

Para el gene vp15 en el andlisis de esta comparacion mostrdo que existen
diferencias en donde se substituyen uno o dos nucledtidos © aminoacidos,
obteniendo tres distintos clusters, uno con el aislado de México que tiene una
relacién filogenético cercana a Taiwan con un 100% de homogia, en los otros dos
grupos tuvo una homologia del 99%: China95 e Indonesia formando un grupo y
China1 probablemente tuvo una evolucién aparte de los dos grupos, los tres se
originaron de un ancestro comun. Para la vp28, se localizaron secuencias
similares pertenecientes al virus de WSSV de diferentes regiones geograficas
utilizando el programa Blast (EMBL), observandose que el aislado mexicano
presenta una homologia de 100% con los aislados de Vietnam, Korea01
EUA98/SurCarolina, Indonesia, ChinaS9/Qindao, Taiwan, Tailandia, China,
China95/Dalian, Korea, con un 99% de homologia se presenta |a India debido a
gue existen diferencias en donde se substituyen 1 o 2 nucledtidos o aminoacidos
formando un grupo evolutivo diferente en los cladegramas (Fig.23 a y 23b). Para la
vp26 se encontraron varias secuencias similares al aislado mexicano de WSSV, la
mayoria con una homologia del 100%, en el analisis ClustalW se determinaron dos
secuencias sin referencias de ubicacidon geografica en la que reportan una
sustitucion en el aminoacido 336 (T—C) y en el 524 con una deleccién de G, en
general predice tres grupos con valores bajos en el “bootstrap” indicando una
conflanza estadistica escasamente informativa. Para el gene vp19 se observaron
tres grupos diferentes con sustituciones en 2 nucledtidos o aminoacidos, formando
tres grupos, uno el de la India, otro el de Singapur, China y Korea, el aislado
Mexicano se localiza con Taiwan e Indonesia con 100% de homologia. En general
todos proceden filogenéticamente de un ancesiro comin y se van formando
grupos, €l aislado mexicano en los reportes coinciden un 100% de homologia con
Taiwan y US98/South Carolina y con los demas aislados geograficos en general

un 99% de homologia.



Consideramos al gene vp28 por ser una de las proteina mayores con respecto a la
envoltura viral, previamente identificada como una de Ilas que infecta
sisttmicamente al camarén (van Hulten y cols.,20012), por lo tanto nosotros
expresamos esta proteina (pGEX5X1-VP28 transformadas en DH-5a) utilizando
un suero de ratén anti-GST y eluyendola con glutatiéon reducido, la cual se puede
utilizar en futuros experimentos para inocular camarones y prevenir o inhibir la
infeccién del mismo como inmunoproteccion, ademas de tales estudios podrian ser
utiles para ampliar nuestros conocimientos sobre la funcion del gene, lo cual
podria evitar grandes pérdidas en la cosecha del camaron.

Las observaciones de van Hulten y cols. (2001a) fueron confirmadas por Zhang y
cols. (2002) quienes lograron clonar al gen vp28 y analizar la localizacion de la
proteina por inmuno-electrén microscopia. El analisis por Blast y Fasta, revelaron
que el gen en estudio, estaba constituido por un ORF de 612 pb y codificaba una
proteina de 204 aminoacidos, con una homologia del 100 % c¢on la descrita por el
equipo de van Hulten y cols. (2000a, b; 2001a) al igual que con la proteina
analizada en los purificados virales mexicanos descritos en este estudio. En estos
mismos articulos sefialan que, a MET; los anticuerpos marcadas con oro revelaron
que la posicién de la VP28 fue en la envoltura nuclear, pero mencionan que es una
proteina no glicosilada. El analisis reveld que el gen vp28 podria ser un gen tardio,
y al buscar el motif conservado ATAAG, presente en los baculovirus de insectos no
pudo ser localizado en el vp28, reforzando la enorme diferencia entre el WSSV y
los Baculovirus.

Los esfuerzos a nivel internacional son enommes por las epizootias masivas en Asia
y América, y se dirigen hacia el disefio de herramientas diagnosticas certeras y
evaluacion de proteinas virales como inmunoprotectores, a pesar de que el
camarén no posee la capacidad de “memoria inmunologica® (van Hulten y cols.,
2001a)



Bajo estos aspectos, Dai y cols. (2002) preparan una estrategia que considera muy
prometedora para agilizar en forma confiable el control de |la infeccidn en cultivos,
con un diagnéstico rapido basado en inmunoensayos, construyendo una libreria
llamada “antibody phage display” con la secuencia nuclectidica completa de de la
cadena pesada y ligera de la region variable del anti-WSSV scFv.

Los anticuerpos especificos producidos contra la proteina de envoltura VP28, han
sido estudiados en neutralizaciones in vivo, la prueba mostré que la infeccion por
WSSV fue neutralizada por el antisuerc policlonal y que la VP28 est4 involucrada
en este proceso (van Hulten y cols., 2001a). La VP28 es la mayor proteina de la
envoltura viral, pero su localizacién en la estructura no es conocida. Los
anticuerpos neutralizantes frecuentemente inhiben los estadios subsecuentes de la
infeccidn, lo cual es responsable de la pérdida de la infectividad. Existen solo unos
cuantos ejemplos de residuos con epitopes de neutralizacion que estan también
involucrados en la adherencia del virus a sus receptores celulares, sin embargo,
algunos mecanismos alternativos de inhibicibn pueden ocurmir durante el
desnudamiento del virus o el transporte del DNA hacia el nlcleo, e incluso, la unién
de los anticuerpos puede inducir cambios conformacionales en las proteinas virales
y pueden ser relevantes para los procesos de neutralizacién. La principal hipétesis
de van Hulten y cols. (2001a) es que las VP28 se localiza en |as proyecciones de la
envoltura viral y que esta involucrada en la infeccion sistémica, pero no excluye
que otras proteinas, como la VP19, estén también involucradas en el proceso.



IX. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

Las muestras de camardn cultivado con signos macroscopicos sugestivos de
infeccion por WSSV, fueron concordantes con los resultados histopatolégicos al
mostrar la presencia de cuerpos de inclusion Cowdry, tipo A, esosinofilicos a
basofilicos en nuacleos hipertrofiados. Los tejidos afectados mas comiunmente
fueron epitelio branquias y tejido conectivo, concluyendo que WSSV es un virus de
naturaleza sistémica que afecta ain extensivas areas del Pacifico Mexicano
donde se practica el cultivo de camarén.

Por PCR se confirmé la presencia del virus de WSSV en epizootias de camarones
cultivados de L. vannamei en el Pacifico Mexicano, en la cual se observé que la
mayoria de los primers utilizados descritos por diversos autores amplifican y
detectan el genoma viral.

Con base en el tamizaje previo de las muestras, por microscopia de luz y PCC, se
purificd por medio de gradientes de sucrosa al WSSV. por primera vez en México,
confirmandose por MET, en tincibn negativa la morfogénesis viral, comparandola
con otros autores.

En tejidos fijados en gluteraldehido para MET, se observé a los virus en forma de
barril, los virus inmaduros se localizaron en la regidbn central del nicleo y los
maduros en la periferia del nucleo, realizando el primer reporte de la morfologia
viral de un aislado mexicano de WSSV, debido a que ain no se han desarrollado a
nivel internacional, sistemas de cultivos celulares para virus de camaron.

En cuanto a los analisis de proteinas de los purificados virales por geles de
poliacrilamida al 10% tefiidos con azul Coomassie, en el aislado mexicano se
demostro la presencia de cuatro prominentes bandas proteinicas cuyos pesos
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moleculares fueron de 28, 26, 19 y 15kDa. En los cuales se conoce que la 28 y la
19 pertenecen a la capside y la 26 y 15 a la nucleocapside, confirmadas por el
andlisis de Westemn blot usando anticuerpos policlonales contra el virus
implementado en raton.

Se amplificaron los marcos de lectura abierta de cuatro genes y se clonaron en el
sistema pMosBlue, importantes en cuanto al dafio patolégico que causa el
camaréon vp28, vp26, vp19 y vp15. También se obtuvieron los dominios
fransmembranales de las proteinas VP26 y VP19, para las proteinas VP28 y VP15

no presentaron regiones transmembranales por ser proteinas solubles.

En cuanto al andlisis de comparacion de secuencias nucleotidicas y de
aminoacidos reportadas en el GenBank y al estudio filogenético de diferentes
regiones geograficas y del aislado mexicano, éste presenta un 100% homologia
con el aislado de Taiwan y de US98/SouthCarolina, con las deméas regiones
geograficas tenian un 99% de homologia 0 menos, como es el caso de la India
que tiene de uno a dos nucledtidos © aminoacidos diferentes quedando siempre
en una rama diferente.

Se implementd la metodologia para la expresién de la proteina que codifica al
gene de la vp28 (E. coli DH-5u transformadas en el plasmido pGEX5x1-VP28)
debido a que es una proteina estructural localizada en la envoltura viral, ademas
de estar identificada como una proteina necesaria para la infeccién sistémica al
camarén y asi, utilizarla en futuros experimentos; como un eficiente

inmunoprotector contra la infeccién viral.
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