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RESUMEN

Actualmente se han aislado diferentes genotipos de mancha blanca en base a su
Acido Desoxirribonucleico (ADN), pero comparando las diferentes secuencias de
la proteina viral (gen vp28) que codifica para la principal proteina estructural del
virus que probablemente interviene en la infeccion, se ha observado que hay
algunas diferencias en las secuencias de nucleoétidos del gen vp28. Seria de gran
aportacion al conocimiento del virus del sindrome de la mancha blanca el
determinar si el gen sufre alguna mutacion al infectar diferentes especies de
crustaceos (camaroén-jaiba). El Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste
S.C. (CIBNOR) tiene como una de sus principales actividades, la investigacion y
el andlisis sobre el comportamiento del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca
(WSSV por sus siglas en inglés) en medios acuicolas para su mejor tratamiento.
El WSSV se puede activar mediante la preparacion de un inoculo viral utilizando
tejido muscular infectado por el virus, por lo que el objetivo de este trabajo fue
activar el virus en el camaron y estudiar su comportamiento en otro crustaceo,
como en este caso la jaiba, por lo cual se extrajo ADN y se realizaron pruebas de
PCR y HRM para un resultado mas detallado donde se pudieron encontrar
variaciones genéticas del virus en el organismo de la jaiba. Con estos resultados
se podra indagar y profundizar ain mas en el comportamiento que el virus pueda
tener en las diferentes especies de crustaceos, principalmente los que mas
habitan en los estanques acuicolas diferentes del camaron, para poder tomar
mejores medidas de higiene en esta industria y evitar ain mas perdidas de
producto y mejorar su calidad y la economia de las empresas asi como también

contribuird la conservacion de los recursos naturales.



|. INTRUDUCCION Y OBJETIVOS

El CIBNOR es el centro publico de investigacion que tiene como vision ser la
instituciéon de mayor contribucién al progreso econdémico y social del pais,
mediante la generacién de conocimiento cientifico, el desarrollo tecnolégico y la
innovacion en el campo de las ciencias biolégicas y preservacion de los recursos

naturales.

La acuicultura actualmente toma un papel muy importante en la preservaciéon de
recursos naturales y la industria alimentaria, por lo cual también es un area muy
estudiada, donde tienen que presentarse medidas de higiene y salud en los
campos acuicolas y principalmente en los laboratorios de investigacion donde se
arrojan los resultados de diversos andlisis de muestras provenientes de
diferentes campos acuicolas.

Los estudios e investigaciones que se han llevado a cabo en los laboratorios han
sido cada vez mas intensivos y especificos, ya que el camarén como crustaceo
de primera importancia econdmica y siendo el producto pesquero mas solicitado
en el mundo, ha presentado como consecuencia la aparicion de enfermedades

endémicas producidas por hongos, bacterias y virus (Teran-Diaz, 2012).

El WSSV se encuentra colocado entre los virus mas letales que infectan
camarones, es un patégeno extremadamente virulento y se replica rpidamente,
ha surgido mundialmente como uno de los mas frecuentes. Fue detectado por
primera vez en Taiwan en 1992, y luego se extendié a Japon y casi todos los
paises asiaticos. El primer caso de WSSV en América ocurrio en 1995 en una
granja de camaron de sur de Texas, y se sugirio que la ruta mas probable para
su introduccion fue a través de un importado congelado de camardn asiatico.
Algunos de los signos de WSSV son el letargo, la reduccion repentina en el
consumo de alimentos, la decoloracion roja del cuerpo y apéndices y una cuticula
suelta (Sanchez-Paz, 2010).



[.1 Objetivo General

Determinar si el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) presenta algun

cambio o genotipificacion al transmitirse de una especie de crustaceo a otra.

[.1.1 Objetivos Particulares

e Obtener un inoculo viable para transmitir la infeccion de camarén a jaiba.

e Determinar si hay diferentes genotipos WSSV utilizando el Marco de
Lectura Abierta 94 (ORF94 por sus siglas en inglés).

e Realizar genotipificacion del virus en base al gen VP28 utilizando la

técnica de Curva de Alta Resolucion (HRM por sus siglas en inglés).



II. ANTECEDENTES

[I.1 Fundamento Teodrico de las Herramientas y Conocimientos Aplicados.

Se conoce que el cultivo de camaron en México se lleva a cabo en ambientes
cerrados y abiertos. El cerrado se realiza en los laboratorios de produccion de
larvas, en donde el abastecimiento de agua, alimento y organismos
reproductores de las instalaciones se emplean estrictos controles sanitarios. Por
otro lado, una vez que las postlarvas son introducidas a los estanques de
engorda, son sometidas a un ambiente abierto en donde el ambiente es
compartido por diversos organismos entre ellos los crustaceos como los

camarones, jaibas y cangrejos (Teran-Diaz, 2012).

Una vez estando el virus del sindrome de la mancha blanca en el medio
compartido por las diferentes especies, utiliza la transmision horizontal como ruta

de propagacion entre las especies de crustaceos.

La genotipificacion del WSSV se basa en el nimero variables de repeticion en
tandem (VNTR), analisis dentro de marco de lectura abierto (Tang et al., 2012),

en este caso el ORF 94.

Se han realizado investigaciones en otros paises en donde las pérdidas de
produccion de camardén aumento cuando el WSSV aparecio en sus granjas. Para
determinar este brote viral mediante pruebas en ORFs y PCR (Polymerase Chain
Reaction por sus siglas en inglés), seguido de andlisis de secuencias de ADN.
Se han desarrollado métodos de genotipificacion para caracterizar y diferenciar
cepas virales recopiladas a partir de poblaciones infectadas entre aislamientos
geograficos. Encontrando asi nuevas variantes del genotipo del WSSV para

entender mejor el origen y la propagacion de este virus (Tang et al., 2012).



Los camarones también puede estar infectado cronicamente sin signos de la
enfermedad y con frecuencia obtener la infeccion en los criaderos de
reproduccion infectados donde también existe una amplia gama de otros
crustdceos que pueden actuar como portadores aparentemente sanos de
infeccion. Existen resultados de investigaciones anteriores donde los crustaceos
salvajes de el mismo estanque compartian un mismo genotipo, parecian estar
afectados en un nivel bajo, mientras que el brote de la enfermedad y la mortalidad
se presentd en el camardn de cultivo. En general se sugiere que los crustaceos
silvestres no son una fuente comun de infeccion de WSSV en el camar6n de
cultivo, pero sin duda el andlisis del genotipo puede ser una muy Util herramienta
en el estudio de la dindmica de infeccion por WSSV en el medio ambiente del
estanque y para mejorar el desarrollo de estrategias mas rentables para el

manejo de esta enfermedad (Hoa et al., 2005).

11.1.1 Extraccion de ADN

Para obtener una buena muestra implica un correcto proceso para la obtencion

de ADN a partir de materia biolégica.

Para la extraccion de ADN se necesita llevar a cabo una etapa de lisis, en la cual
se rompen las estructuras que aislan el citoplasma vy libera su contenido, y la
siguiente de purificacion, que consiste en separar la solucién final de los

elementos que pudieran perjudicar al momento de realizar la prueba de PCR.

e Pasos para una correcta extraccion y purificacion del ADN:

1. Lisis celular. Con ayuda de sales caotrépicas se rompe la estructura
tridimensional de las proteinas y los &cidos nucleicos para su
desnaturalizacion. En este caso se realiz0 utilizando Buffer GT (Tiocianato

de guanidinio) que es un compuesto quimico utilizado como degradante



de proteinas en general y es comunmente utilizado en la extraccion de
ADN y ARN.

2. Degradacion de la fraccion proteica. Se logra mediante la adicion de una
proteasa que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas asociadas al
ADN. Las proteinas, lipidos y restos celulares pueden precipitarse mejor

con la ayuda de la silica, como en este caso.

3. Purificacién. Se divide en tres etapas.

- EI ADN se precipita en etanol o isopropanol ya que es insoluble en alcohol
y se recupera mediante una centrifugacion. Se retira el sobrenadante que
contiene la silica afiadida previamente.

- Lavado de pellet. Se agrega alcohol y vuelve a centrifugarse.

- Recuperacion. El sedimento se resuspende en agua tras ser secado
completamente, y se extrae del sobrenadante

(http://www.microbial-systems.com. 2009, Enero-Febrero).

I1.1.2 Cuantificacion de ADN

Los &cidos nucleicos absorben eficientemente luz ultravioleta debido a la
presencia de bases aromaticas nitrogenadas a lo largo de las cadenas de ADN.
La absorcion de UV de ADN es una caracteristica de la molécula, que es usada
eficientemente para determinar su concentracion. Cada una de las bases tiene
Su propio y unico espectro de absorcién y por lo tanto contribuye de manera
diferente a la propiedad total de absorcién de UV de una molécula de ADN
(Scientific, T.F. 2009)


http://www.microbial-systems.com/

Las concentraciones base de proteina en absorbancia son tipicamente
determinadas usando la longitud de onda de 280 nm correspondiente a triptéfano,
tirosina, y en menor medida los residuos de cisteina presentes en la secuencia
primaria de proteinas. Por el contrario, la proteina o secuencias de péptidos
ausentes de estos residuos pueden ser cuantificadas, en los sistemas de
amortiguacion no absorbentes. Este método monitoriza la absorbancia del enlace
peptidico a 205 nm. El espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop
2000/2000c utiliza la longitud de onda UV de 205 nm en conjuncion con el sistema
patentado y la tecnologia de retencion de la muestra para permitir
microorganismos sensibles a volumen y mediciones de cuantificacion de péptidos

y proteinas.

[1.1.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica de biologia molecular desarrollada por Kary Mullis que
permite la sintesis de secuencias especificas de acido desoxirribonucleico (ADN).
Se basa en la réplica del ADN en los organismos eucariotas, el ADN es un
polimero formado por dos cadenas complementarias, constituido por unidades
de desoxirribonucleétidos de cuatro bases nitrogenadas adenida, guanina,
citocinay timina unidas al aztcar desoxirribosa (Torres, Baca 1995). La réplica de
ADN es utilizando una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy altas,
es proveniente de la bacteria Thermus aquaticus que vive a muy elevadas
temperaturas (79°C a 85°C), de ahi su nombre comercial taq polimerasa. Es la
enzima encargada de la sintesis de una cadena complementaria de ADN usando
un molde de cadena sencilla a partir de una region de doble cadena. Una reaccion
de PCR es la mezcla de todos los ingredientes necesarios para simular lo que
sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN: la polimerasa, el ADN del
organismo a estudiar (donde se encuentra el fragmento que se quiere sintetizar),

los oligonucledtidos (llamados primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.)



necesarios para la transcripcion, dinucleotidos (dNTPs), y algunas condiciones

para que la enzima trabaje adecuadamente (pH, cantidades de MgCl, KClI,

dependiendo de cada polimerasa) (Espinosa, 2007).

El proceso de PCR consiste en llevar a cabo ciclos alternados de temperaturas

altas y bajas, que permiten separar las hebras de ADN formadas entre si en cada

fase de réplica y de nuevo la union de estas hebras mediante la polimerasa para

volverse a duplicar.

Las tres etapas principales del ciclo de la PCR son las siguientes:

Desnaturalizacion. Consiste en el calentamiento y separacion de las
cadenas de ADN a una temperatura alrededor de los 95°C durante 20-30
segundos, esto depende de la cantidad de G-C ya que se necesita mas
tiempo para romper sus uniones debido a que el apareamiento de estas
bases esta formado por tres enlaces, a diferencia de A-T que esta formado
por uno menos. También depende del modelo del equipo ya que en base
a esto, la velocidad en la que el termociclador aumenta la temperatura
varia. Las cadenas separadas son el producto final de esta etapa.
Hibridacién o alineamiento. En este paso, los primers se alinean al
extremo 3’ del templado separado en la etapa anterior e hibridan con su
secuencia complementaria. Para que se forme el complejo templado-
primers, es necesario que la temperatura de hibridacién o melting (Tm) se
encuentre entre los 50-60 °C generalmente. Con un disefio correcto de
primers y temperatura adecuada la estabilidad del complejo sera eficiente
(Tamay de Dios et al., 2013).

Extensién. Finalmente, se incrementa a la temperatura éptima de 72 °C
a la cual la ADN polimerasa alcanza su maxima actividad, y continua la

sintesis de los fragmentos de ADN que ya se habian alineado.

Con estos tres cambios de temperatura, en el primer ciclo se sintetizaran los

primeros fragmentos a partir del ADN genomico. Los primeros fragmentos



obtenidos seran un poco mas grandes de lo esperado, ya que la taq copiara hasta
donde le sea posible, pero al final del proceso se obtendrdn cantidades tan
pequefias que al final no podran detectarse. Después se repiten las tres
temperaturas pero en este ciclo los primers ademas de unirse al ADN inicial,
también se unen a los fragmentos sintetizados del primer ciclo (Figura 1), por lo
cual la polimerasa copiara dos fragmentos largos del ADN y dos del tamafio
esperado. Asi es como con cada ciclo aumenta la cantidad de fragmentos del

tamafo deseado (Espinosa, 2007).

[1.1.3.1 Tipos de Técnicas PCR Utilizadas

e PCR de punto final.
Amplifica la region de interés en el ADN molde, mediante secuencias sintéticas

especificas.

Esta variacion también conocida como PCR convencional permite visualizar al
finalizar una reaccion en el termociclador, la acumulacion de amplicones
generados en un namero establecido de ciclos por medio de una electroforesis
(Figura 2).

Los amplicones son manipulados mediante una electroforesis para el analisis de
resultados, para esto se debe de contar con el equipo necesario: camara de
electroforesis, fuentes de poder y los materiales requeridos para su

funcionamiento (Fernandez J., Olivares B., Soledad 2013).



Primer ciclo

% ------- Desnaturalizacién del ADN
) —

Alineamiento de los oligos

— = Extension

Se sintetizan dos fragmentos un poco mas
largos de lo esperado

Segundo ciclo
(Se muestra sdlo la alineacion y la extension)

Se amplifica otra vez |a cadena de ADN Y se amplifican los fragmentos generados
en el primer ciclo. Asl se obtienen los 2
primeros fragmentos del tamafio esperado

Tercer ciclo
(Se muestra salo la extension)

1y2

Se amplifican también los fragmentos del Y por altimo, se amplifican 2 fragmentos
tamano esperado obtenidos en el ciclo 2 largos sobre |a cadena de ADN

Fuente: Parkes H. 2003. Food for Thought http://www.chemsoc.org/chembytes/ezine/1999/parkes_
may%9.htm, accesado 08/03.

Figura 1. Proceso de PCR en los primeros ciclos de reaccién, comunmente
se utilizan 35 ciclos para amplificar el fragmento de interés.
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Marcador
conocido

PB

100 — 8 Amplicon

Figura 2. Gel de agarosa. Se representan mediante bandas de un tamafio
determinado, los productos de la PCR o amplicones y se hace la
comparacién con un marcador de peso molecular. (PB) niumero

de pares de bases.

. PCR de Tiempo Real.

Su objetivo principal es detectar y cuantificar las secuencias de acidos nucleicos

mediante el uso de agentes fluorescentes en la reaccion.

El principio de esta variante esta basada en la PCR de punto final, a diferencia
de la deteccion y andlisis de los productos de amplificacion que se lleva a cabo
en esta técnica es diferente. Las grandes ventajas de la PCR en tiempo real, es
gue no hay necesidad de que el producto de amplificacién sea manipulado en un
gel de agarosa para tener certeza de que fue una reaccidn exitosa como en la
PCR punto final, ya que es monitoreado conforme transcurre la reaccion.

Este sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad, y eficiencia para

detectar y cuantificar los acidos nucleicos. Frecuentemente es aplicada para la
cuantificacion de pequefios cambios en expresiones genéticas mediante la

11



deteccion de los niveles de ARNm procedente de células o tejidos (Tamay de
Dios et al., 2013).

I1.1.4 Electroforesis

La electroforesis es la migracion de solutos i6nicos bajo la influencia de un campo
eléctrico; estas particulas migran hacia el catodo o anodo (electrodos — y +),
dependiendo de la combinacion de su caga, peso molecular y estructura

tridimensional.

En una escala analitica, los métodos electroforéticos son de alta sensibilidad,
poder de resolucion y versatilidad, y se utiliza como método de separacion de
mezclas complejas de &cidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas, donde
aportan un potente criterio de pureza. Es (til también para conocer otros
pardmetros como peso molecular, punto isoeléctrico y numero de cadenas

polipeptidicas de las proteinas (Morales y Gallo, 2006).

[1.1.4.1 Electroforesis en Geles de Agarosa.

La agarosa es un polisacéarido que originalmente se obtiene de algas, como el
agar-agar, cuyas disoluciones poseen la propiedad de mantenerse en estado
liquido por encima de los 50 °C y formar un gel semisolido al enfriarse (Morales
y Gallo, 2006).

La electroforesis en gel de agarosa es la mas utilizada para analizar y caracterizar
acidos nucleicos. Los geles se comportan como un tamiz molecular que permite
separar moléculas cargadas en funcion de su tamafio y forma. Las moléculas de
ADN de diferente tamafio emigran de forma distinta en una electroforesis en gel
de agarosa. Con la aplicacion de marcadores de peso molecular se puede

calcular el tamafio aproximado del ADN en dicha electroforesis.
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e Utilizando el Sistema de electroforesis E-Gel ®:

El sistema de electroforesis en gel de agarosa E-Gel®, es un sistema de
bufferless completo para la electroforesis en gel de agarosa para muestras de
ADN.

Los componentes principales del sistema son:

v' Geles de agarosa prefabricados E-Gel®

v' Bases de electroforesis

Los geles de agarosa prefabricados E-Gel®, son geles autbnomas que incluyen
electrodos empaquetados dentro de una casete-UV transparente seca,
desechable. El gel de agarosa E-Gel ®, se ejecuta en un dispositivo
especialmente disefiado, que es una base y fuente de alimentacién combinado

en un solo dispositivo (E-Gel® Technical Guide).

[1.1.5 Marco de Lectura Abierta (ORF)

Los marcos de lectura se encuentran en el ADN y acido ribonucleico (ARN), son
una secuencia de informacion genética que contiene los datos que se utilizan

para codificar aminoacidos.

El marco de lectura es la seccién de ADN o ARN gue contiene instrucciones para
hacer una proteina completa. En el ADN, hay seis marcos de lectura posibles, ya
que el inicio de un marco de lectura depende de donde uno empieza a leer, y el
ADN es de doble cadena. Con el ARN, existen tres posibles marcos de lectura.
Una seccion de lectura comienza con un codon de inicio (AUG) y uno de parada
(UAA, UAG o UGA). Un marco abierto de lectura puede contener un gen
completo, o los genes que se solapan; el cddigo genético no siempre es tan

ordenado como uno podria imaginar.
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Complementariamente el ORF es una porcion de una molécula de ADN que
cuando se traduce a los aminoacidos, no contiene codones de terminacion. El
codigo genético lee secuencias de ADN en grupos de tres pares de bases, esto
significa que, en una molécula de ADN de doble hebra, hay 6 posibles sentidos
en los que pueden abrirse marcos de lectura, tres en direccién hacia adelante y
tres en reverso. Un marco abierto de lectura larga es probable que sea parte de

un gen (Medina Walteros et al., 2012).

e Marco de Lectura Abierta ORF 94

La genotipificacién del WSSV se basa en el NUmero Variable de Repeticiones en
Tandem (VNTR por sus siglas en inglés) dentro de un marco abierto de lectura,
como en este caso el ORF 94 constituido por unidades de repeticion (UR) de 54
pares de bases. Se ha analizado en varios estudios epidemioldgicos y analisis
filogenéticos en los ultimos afios, por ejemplo en México (Galaviz et al., 2009) y
Arabia Saudita (Tang et al., 2012) con el objeto de conocer la variabilidad de las
cepas de WSSV y el posible origen. La amplia variabilidad de las UR del ORF 94
conduce a la pregunta si éste produce una proteina funcional, y si se encuentra
asociada a la virulencia de las cepas, lo cual podria analizarse en futuros trabajos
(Galaviz et al., 2009).

[1.1.6 Curvas de Disociacion de Alta Resolucién (HRM)

Este método se basa en las caracteristicas de desnaturalizacion térmica de los
amplicones y suministra informacion con un rendimiento nunca antes alcanzado
por el analisis de la curva de disociacion clasica de ADN. Las variaciones en las
secuencias son detectadas tanto por un cambio en la Tm como por un cambio en
la forma de la curva de disociacion. Esto es posible gracias a la introduccion de
fluorocromos de union a doble cadena de ADN de tercera generacion y a la
incorporacion de instrumentos de PCR a tiempo real con un sistema de control

de temperatura preciso y una capacidad de captura de datos avanzada. Los datos
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son analizados y manipulados con programas disefiados especificamente para

el andlisis de HRM.

Los aspectos mas importantes a considerar en un analisis de HRM son:

- Quimica. El analisis de HRM utiliza fluorocromos de tercera generacion,
Son fluorocromos que presentan una baja toxicidad en las reacciones de
amplificacion y por tanto pueden ser usados a mayores concentraciones
que los convencionales para conseguir una mayor saturacion de las
muestras de ADN de doble cadena. No interfieren con la reaccion de la
PCR.

- Instrumentos. El andlisis de HRM requiere instrumentos que recolecten
datos defluorescencia a una resolucion de temperatura muy fina.

- Software. El andlisis de HRM requiere un programa mas sofisticado que

use nuevos algoritmos.

HRM es una técnica simple, facilmente accesible y de bajo coste que sirve para
analizar de forma rapida multiples variantes genéticas. No obstante, el cuidado
en la preparacion de la muestra y el planteamiento del disefio experimental, en
especial el disefio de cebadores, son cruciales para la obtencion de resultados

robustos y reproducibles (Gallego y Arjona, 2012).
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lIl. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

[11.1 Procedimientos Empleados Para Determinar la Presencia de WSSV

Los siguientes métodos fueron realizados de acuerdo a las instrucciones del
Curso de Sanidad e Inocuidad Acuicola y Pesquera del Centro Nacional de
Servicios de Constatacién en Salud Animal en Jiutepec, Morelos en el afio 2011,

con el objetivo de detectar la presencia del WSSV mediante PCR.

111.1.1 Toma de Muestra

Para realizar esta actividad es requisito indispensable el uso de guantes, pinzas
y tijeras estériles. Para la extraccion de cualquier tejido se recomienda usar como
soporte un plato desechable, el cual debera ser cambiado para cada muestra,
Asimismo, las pinzas y tijeras deberan sumergirse en cloro (2%) y agua después

de la extraccion de tejido de cada muestra.

e Hemolinfa.
Es el liquido circulatorio de los artrépodos, moluscos, etc. Analogo a la sangre de
los vertebrados. Para tomar muestra de hemolinfa se emplea una jeringa de 1mL
conteniendo 200 pL solucién anticoagulante, extraer aproximadamente 100 pL
de hemolinfa de la zona ventral del camaron entre el Gltimo par de pereiépodos y
el primer par de pleépodos (Figura 3). Es importante mantener en todo momento

la proporcion 2:1 entre la solucion anticoagulante y la hemolinfa.

e Branquias.
Son los organos respiratorios de los animales acuaticos, mediante los que se
realza el intercambio de gases, oxigeno (Oz2) y dioxido de carbono (CO2), entre el

medio interno y el ambiente. En este caso se realiza la toma de muestra
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levantando el cefalotérax en su parte inferior, descubriendo las branquias para

asi extraer las piezas necesarias.

cobdomen
celalotérax

pleépodos

(

Figura 3. Morfologia del camaron.

perelépodos

e Pledpodos.
Son los apéndices natatorios de los crustdceos. Para este procedimiento se

extraen las piezas necesarias de acuerdo a la Tabla I.

I11.1.2 Procedimiento Para Obtencién de Inoculo Viral

El objetivo de esta actividad es la preparacion del inoculo infeccioso de carga
viral conocida a partir de tejido infectado por WSSV. El Inoculo es una suspension
de virus capaz de infectar a organismos sanos. Al obtener un inoculo con carga
viral conocida, permitird incrementar el conocimiento del proceso infeccioso del

virus en todas sus etapas.
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Tabla I. Proporciones necesarias para el tamafio de la muestra de acuerdo
alatalla del crustaceo y el tipo de tejido.

Tipo de tejido Tamafio de
muestra
Media pieza
Ple6podos Media pieza
10g-30g Branquias Una pieza
Ple6podos Una pieza
1g-10g Branquias 3 piezas
Ple6bpodos 3 piezas
100 mg - 1g Cabeza ~ % - 1 cabeza
PL1laPL Organismo ~ 10 — 20 piezas
12 completo
<PL Organismo ~ 50 ul
completo

[11.1.2.1 Preparacion del In6culo

En este procedimiento se obtiene de tejido infectado con el patégeno de interés
previamente diagnosticado por medio de PCR o por Histologia. El &rea muscular
es separada del resto del organismo (desechando cefalotdrax y exoesqueleto).
Se obtiene el peso del musculo y se mezcla con solucion salina al 2 % en una
relaciéon 1:6 w/v, se homogeniza con un triturador de alimentos o licuadora en 10
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pulsos de 10 segundos con pausas de 30 segundos entre cada una de ellas en
las que el recipiente se pone en contacto con hielo, El tejido homogeneizado se
transfiere a microtubos de 1.7 mL y se centrifuga a 3000 x g durante 20 minutos
a 4° C. Posteriormente, el sobrenadante se transfiriere a microtubos de 1.7 mL y
el clarificado se centrifuga a 13,000 x g por 20 minutos a 4° C. El sobrenadante
se recupera con una jeringa de 10 mL y se filtra utilizando un dispositivo con filtro
de membrana de 0.2 um acoplado a la misma jeringa. El inéculo obtenido se
colecta y puede ser utilizado inmediatamente o se almacena a -80 °C hasta su
uso (Figura 4), para almacenar por tiempo indeterminado a 80 °C, se agrega
GLICEROL a 35%. Finalmente, se toma una alicuota y se cuantifica la carga viral
del ADN mediante un andlisis de PCR (Curva estandar) en tiempo real (QPCR)
(Escobedo-Bonilla et al., 2005).

I11.1.3 Procedimiento de Inoculacién en Crustaceos Con WSSV

En este procedimiento se busca infectar experimentalmente organismos sanos
con un patégeno (WSSV). Existen tres formas de inoculacion utilizadas
experimentalmente:

- Via intramuscular: Es la forma de administracién en la que la sustancia

0 patdgeno se inyecta dentro del musculo.

- Alimentacion forzada: Es cuando se le administra una sustancia o

patogeno en la cavidad bucal de un organismo.

- Inmersion: Se le llama a la incorporacion de una sustancia o patégeno en

un liquido (agua marina etc.)
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B Retirar
. ’\ - exoesqueleto,

- pesar musculo y
Seleccionar y -
. agregar solucién
sacrificar saling 2% _
organismos. : Licuar en
tandas de 10 x
10 s

Recuperar con Recuperar Pasar a tubos de

jeringa de 10 sobrenadante y 1.7mLy
centrifugar a 13,000 x centrifugar a 3000

mL /20 min/4° C. X g /20 min/ 4° C.

Cuantificar (QPCR)
y utilizar
inmediatamente o
almacenar a-80° C.

Filtrar con

membrana 0.2 pm.

Figura 4. Diagrama de flujo para obtencion del inoculo
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111.1.3.1 Inoculacién Intramuscular

Por fines practicos y favorables para este proyecto, solo se llevé a cabo la
inoculacion de ADN por via intramuscular, donde los organismos son infectados
por medio de una inyeccion intramuscular. Para el caso de jaibas se realizo en la
union de las extremidades con el caparazon. En camarones los ultimos tres
segmentos abdominales son recomendables para inocular, se debe tener
cuidado de NO lesionar el intestino, puede observarse en la Figura 5 los sitios
recomendados. La cantidad de inoculo administrado dependera de la talla del

organismo y de la concentracién del inoculo.

Figura 5. Sitios recomendados de inoculaciones en A) jaibas y B)
camarones.
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I11.1.4 Extraccién de ADN

e Tejido
La extracciéon de ADN a partir de tejido, se realizé utilizando el equipo KIT 1Q
REAL™ de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El tejido se colocd en un
tubo de tipo eppendorf (1.7 mL), al cual se le adicionaron 900 uL de GT Buffery
se homogeniz6 con ayuda de un pistilo, para después centrifugar la muestra a
12,000 g durante 3 minutos. Después se recuperaron 600 ul de sobrenadante
que también se colocé en un tubo eppendorf de 1.7 mL, se le adicionaron 40 pL
de silica y se agito en el vortex. De nuevo la muestra es centrifugada a 12,000 g
pero esta vez durante 15 segundos y después de ser desechado el sobrenadante
se le adiciono 500 uL de GT Buffer y una vez mas ser agitada en el vortex. Se
repite en ciclo de centrifugado a 12,000 g por 15 segundos y de nuevo el
sobrenadante es desechado, se le adiciono 1mL de etanol al 70% y se agité en
el vortex. La muestra es centrifugada una vez mas a 12,000 g durante 15
segundos y después de desechar el sobrenadante se le adiciono 1ml de agua
DEPC y se agito en vortex de nuevo. En el siguiente paso la muestra fue incubada
a 55 °C durante 10 min, al terminar la incubacién, se agito en el vortex y por ultimo
se centrifugo por 2 min a 12,000 g, se recuper6é el sobrenadante para ser

colocado en un tubo tipo eppendorf de 1.7 mL.

Nota: Un procedimiento alternativo, si se cuenta con el equipo, es colocar el tejido
en un tubo con perlas de vidrio e introducirlo en un homogeneizador automatizado
durante dos periodos de 20 segundos. Continuar con el procedimiento a partir del

paso 2.
¢ Hemolinfa

Para obtener el ADN a partir de una muestra de hemolinfa se realiz6 la extraccion
y se utilizé el equipo KIT IQ REAL™ de acuerdo a las instrucciones del fabricante,

que consistieron en centrifugar la muestra a 6,000 g durante 10 min, para
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después desechar el sobrenadante, adicionarle 900 puL de GT buffer y ser agitada
en el vortex. Después se vuelve a centrifugar la muestra a 12,000 g por 3 minutos,
recuperando 600 pL de sobrenadante se colocé en tubos eppendorf de 1.7 mLy
se adicionaron 40 pL de silica (solucion con granulos microscopicos de silica),
para luego ser agitado en el vortex. Se realiza otro centrifugado a la muestra a
12,000 g durante 15 segundos, se desecho el sobrenadante para adicionar 500
uL de GT buffer y se agitd en el vortex. Se repite una vez mas el centrifugado a
12,000 g por 15 segundos para desechar el sobrenadante, se le adiciono 1 mL
de etanol al 70% y se agito de nuevo en el vortex. Se aplicé otro ciclo de
centrifugado de 15 segundos a 12,000 g, se desechd el sobrenadante y se
adiciono 1 ml de agua DEPC para después agitarse en el vortex. El siguiente
paso fue la incubacién de la muestra a 55 °C durante 10 min, después se agitd
en el vortex y se centrifugo por atimo a 12,000 g durante 2 min, recuperando 500

pL de sobrenadante.

Nota: Cuando se recibe la muestra de hemolinfa fijada en alcohol y sin
centrifugar, primeramente tiene que ser centrifugada a 12000 g por 3 min, para
después eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet por 10 min. Una vez

realizados estos pasos se continua en el paso 2 del protocolo.
[11.1.5 Cuantificacion de ADN
Para conocer la concentracion de ADN a utilizar en las reacciones para la

amplificacion por PCR, se realiz0 la cuantificacion de ADN de acuerdo al
protocolo NanoDrop 2000/2000c. Utilizando el software 2000/2000c NanoDrop

™ se realizé la siguiente serie de pasos en dicho programa, se selecciona el
boton de Editor de métodos en el menu principal, después se selecciona “Nucleic
Acid” y se abre un archivo nuevo. Se limpia el lente del equipo y después se
coloca 1 pl de agua, se cierra el lente y en el programa se selecciona “Blank” para

gue el equipo Nanodrop sepa que se trata de agua y asi pueda leer y arrojar una
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grafica lineal. Lo siguiente fue limpiar el agua del lente para poder proceder a leer
las muestras de extraccion correspondientes, colocando 1 pl de la muestra en el
lente y el programa seleccionar “meassure” y asi podra arrojar la grafica

correspondiente a la muestra y la correlacion ADN en ng/uL.

I11.1.6 Electroforesis

El método de electroforesis se realiz6 utilizando el equipo de E-Gel®, en gel de
agarosa prefabricado. La corrida en el gel se hizo siguiendo los pasos que
propone en fabricante, si el gel no incluye el marcador se procede a prepararlo.
El andlisis consistié en introducir 10 puL de las muestras correspondientes en los
pozos del gel prefabricado con ayuda de una pipeta, colocando también un
marcador en uno de los pozos (en los espacios que no se utilizaran, colocar 10
uL de agua), después se coloco el gel de agarosa en la fuente de poder y se

corrié por 30 minutos.

[11.1.7 Amplificacion por PCR

Para la amplificaciéon por PCR se utiliz6 el equipo Techne y se hizo uso del iQ™
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). La amplificacion fue realizada de acuerdo a
las instrucciones del fabricante, las cuales, consistieron en un volumen final de
15 L de la mezcla de reaccion, la cual contenia 0.5 pL de cada primer, 4.5 L
de agua libre de nucleasas, 7.5 pL iQ SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) (se
calcula para cada una de las reacciones tomando en cuenta la muestra de control
negativo), por ultimo 2 uL de ADN, como templado. Para las amplificaciones por
PCR se siguio el protocolo para el ORF 94 que consistié en un ciclo de 5 minutos
a 95 °C, después en 35 ciclos de 35 segundos a 95 °C, 35 segundos a 60 °C, 35
segundos a 72 °C y por ultimo un ciclo de elongacién de 3 minutos a 72 °C. Al

final del qPCR se realizé una curva de disociacion para verificar la especificidad
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de los productos obtenidos, en algunos casos también se realizaron
electroforesis en geles de agarosa al 4 y 2.1 % en E-Gel® (Invitrogen™) tefiidos

con bromuro de etidio para confirmar el tamafio del producto.

I11.2 Actividades Previas.

Las especies que se utilizaron para el estudio fue el Camarén Blanco
(Litopenaeus vannamei) proveniente del Golfo de California y la Jaiba Azul
(callinectes arcuatus) que fue recolectada del estero “Las jaibas” de Bahia de
Kino. Durante el desarrollo de este proceso se les mantuvo alimentadas tanto a
las jaibas como a los camarones y con los cuidados necesarios como el cambio
constante de agua y oxigenacion a los medios acuarios y se sometieron a una
temperatura adecuada y constante para su organismo durante el tiempo que se

requirio.

Se procedi6 a tomar muestra de hemolinfa mencionada anteriormente para cada
uno de los organismos Vvivos, ya que es necesario cerciorarse de que estos no
estuvieran ya contaminados por el WSSV, ya que también suele encontrarse en

medios silvestres.

I11.3 Actividades Desarrolladas

Después de haberse realizado las pruebas correspondientes para descartar que
los organismos ya vinieran contaminados de su medio ambiente natural, se
extrajo y se cuantifico ADN de cada una de las muestras, se prepararon las

reacciones correspondientes para las pruebas de PCR y electroforesis.

Una vez demostrado que los organismos estaban libres del virus WSSV, se

prosiguio a preparar el inéculo obtenido a partir de tejido de camaron (tres
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camarones) infectados con WSSV y siguiendo los pasos del protocolo ya
establecido de maceracion de tejido y filtracion.

Fueron inoculados tres de los camarones, a los cuales se les mantuvo con los
mismos cuidados necesarios pero a una temperatura de 29 °C que favorecié la
replicacion del virus y se realizaron muestreos de hemolinfa para mayor
seguridad de que el virus se estuvo replicando para tomar la fuerza suficiente
hasta lograr que el camaron muriera o en su defecto el inoculo no tendria el

rendimiento necesario para infectar al organismo del camaroén.

Las siguientes extracciones para la obtencion de ADN se realizaron a partir de
muestras de camaron tomadas a diferentes horas pero a la misma temperatura
de 29 °C, se realizaron las pruebas correspondientes asegurdndome de que el
virus se replicara en el organismo del camaron, lo cual provoco su muerte a los

tres dias de su inoculacion.

El analisis y estudio del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca en el organismo
de la jaiba consisti6 en separar dos acuarios, uno para las jaibas de control
negativo y otro para las de control positivo, es decir, las jaibas que fueron
inoculadas. El dia 15 de julio se tomaron siete jaibas medianas como control, a
las cuales se las inyecto 100uLl c/u de SSF (solucion salina), a las 12:40 p.m. a

29°C y se inocularon cinco jaibas con 100ul c/u de WSSV a las 12:50 pm a 29°C.

La toma de hemolinfa de las jaibas se hizo a las 24, 48, 72 y 96 horas después
de su hora de inoculacién. El dia 17 de julio murié la primera jaiba, el 19 de julio
muere la segunda y el dia 22 de julio mueren las jaibas restantes de control

positivo.
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Se tomo tejido (branquias) de cada uno de los organismos muertos y del in6culo
utilizado y junto con las muestras de hemolinfa a las diferentes horas, se procedié
a extraer y cuantificar el ADN de cada una. Para someter el ADN a PCR tiempo
final con el ORF94, se prepararon las muestras con sus respectivas reacciones
y los primers adecuados. Para poder observar si el ADN presentaba algiin cambio
significativo en el gen vp28, también se hizo uso de prueba de electroforesis, ya
gue esta proteina es la utilizada por el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca

para infectar las células.

Ya que no se encontrdé un cambio significativo en el gen de la vp28 del virus, la
altima prueba que se realizo fue de HRM, esto para tener mayor certeza de los
resultados obtenidos con ORF94. Como se explicé anteriormente, la prueba de
HRM es mucho mas detallada sobre cada nucleétido de la cadena del ADN del
virus y gracias a esto, se pudieron encontrar diferentes genotipos del virus WSSV

mostrados en las imagenes del siguiente apartado.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Datos Obtenidos

IV.1.1 Cuantificacién de ADN

En la Tabla Il se puede observar la concentracion en ng/uL y la pureza para cada
una de las muestras expresada en la relacion Azeo/2s0. En el espectrofotdmetro,
los &cidos nucleicos absorben con pico en 260 nm y las proteinas con pico en
280 nm, la relacion A260/A280 de 1,8 o mas indica pureza, menos de 1,6 indica
presencia de proteinas contaminantes. La concentracion de ADN se obtuvo de la
relacion A260/A280 y para cada muestra se cuantifico por triplicado (Muller y
Schweizer, 1996).

Tabla Il. Datos utilizados para conocer la concentracién de ADN gue se

utilizaria en las reacciones de PCR.

Muestra | ng/uL A260/280
In1 13.6 5.28
In2 20.6 3.02
Caminl |22.3 2.45
Camin2 |14.4 2.48
Camin3 114 3.50
Tj17 12.7 4.10
Tji19 8.3 7.13
Tj1/22 12.9 3.09
Tj3/22 22.3 2.54
Tj4/22 14.1 3.56

28



Las muestras se cuantificaron y posteriormente se ajustaron a 8.3 ng/uL para
realizar el PCR, de esta manera se asegurd que todas las muestras tuvieran la
misma cantidad de ADN por microlitro al inicio de la PCR. Al cargar un volumen
de 2 pL de ADN, se cargdé una cantidad de 16.6 ng (8.3 ng/uL x 2 L), por reaccion
en un volumen final de 15 uL, para obtener una concentracion de 1.10 ng/uL por

cada una de las muestras.

IV.1.2 Resultado del ORF94

En la Figura 6 se muestran los amplicones en el gel de agarosa resultados de
una prueba de electroforesis, visualizados por medio de UV y siguiendo el
protocolo para el ORF 94, que es la prueba mas utilizada cuando se buscan
diferentes variedades genéticas del virus WSSV. De acuerdo al resultado en jaiba

y camardén la imagen muestra que no hay diferencias de acuerdo a ORF 94.

Figura 6. Aplicacion de electroforesis en gel de agarosa para las reacciones
resultantes de PCR punto final mediante el ORF 94.
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IV.3.3 Resultados de HRM

Los resultados del Melting Curves se muestran en la Figura 7 y se puede observar
como al aumentar la temperatura la curva va en decadencia, esto se debe a que
el flourocromo emite una sefial al estar adherido a la doble cadena del ADN vy al
desnaturalizarse este se separa de la cadena y deja de emitir su sefial (Gallego
y Arjona, 2012).

100,000
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Figura 7. Curvas de Melt obtenidas de las reacciones con ADN de camaron,
jaiba e inoculo, donde se muestra en color violeta el
comportamiento de la jaiba.
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La grafica de Difference Plot de la Figura 8 muestra las diferentes sefiales
emitidas a diferentes temperaturas, se puede observar claramente como en un
mismo punto de temperatura se desarrollan diferentes sefiales emitidas, lo cual
indica que se estan replicando diferentes genotipos del virus WSSV, ya que un

mismo genotipo replicaria una misma sefial en las diferentes reacciones a una

misma temperatura (Gallego y Arjona, 2012).
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Figura 8. Diferentes sefiales emitidas de las muestras de camarén, jaiba e
inoculo a un aumento de temperatura constante.
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En la Figura 9 se muestra de Melting Peaks se muestran los picos de
desnaturalizacion, se observa como es que si existe una diferencia de ADN de
muestras de camaron con respecto a las de jaiba, ya que la fluorescencia es
emitida al desnaturalizarse las cadenas de ADN a cierta temperatura, un mismo
genotipo necesita una misma temperatura para separar su cadena es decir que
en la imagen claramente se necesitdé mas de una temperatura y por lo tanto se
tiene mas de un genotipo de WSSV amplificado por el método HRM (Gallego y
Arjona, 2012).
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Figura 9. Picos de desnaturalizacion del camardn, jaiba e in6culo.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los andlisis de los resultados obtenidos en el presente estudio de extraccion
de ADN de camarones y jaibas infectadas con el mismo inoculo del virus y a las

mismas condiciones ambientales, se concluye lo siguiente:

En la prueba con el ORF 94 en el andlisis del gel de agarosa no se encontraron
diferentes cepas del virus de mancha blanca ya que este analisis es mas visual

y menos detallado.

Con el método de prueba de HRM, este fue el mas detallado, se encontraron
diferencias o cambios en el gen vp28 del virus de mancha blanca entre muestras
de camarones y jaibas infectadas con el mismo inoculo viral, lo que nos sugiere
gue el gen de vp28 puede mutar al cambiar de hospedero ya que es un gen que
codifica para la principal proteina estructural de virus y que interviene en la
infeccion de dicho patdégeno. La concentracion utilizada para el volumen de
reaccion de cada una de las muestras fue suficiente para obtener resultados y
se puede decir que el virus si presenta diferentes genotipos o mutaciones

genéticas al pasar de un crustaceo a otro, en este caso de camaron a jaiba.

Es recomendable seguir con la investigacion, realizando de nuevo el experimento
y utilizando la HRM como prueba principal para analizar las extracciones de ADN
de las muestras con una mejor definicién y detallado.
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