UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABES

ESPOL

Facultad de Ciencias Veterinariﬁs__

Escuela de Medicina Veterinaria y ZooteciFd

TESIS DE GRADO

PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO DE
DOCTOR EN MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

TEMA :
EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA A INFECCION
MASIVA DE MANCHA BLANCA EN PREJUVENILES DE
CAMARON BLANCO Litopenaeus vannamei.

AUTOR
GENOVEVA VANESSA MALDONADO SABANDO

DIRECTOR DE TESIS
Dr. GILBERTO LOPEZ DUENAS

CO - DIRECTOR (CENAIM - ESPOL)
Ing. FRANKLIN PEREZ U. MSc.

PORTOVIEJO - MANABI - ECUADOR
2002



UNIVERSIDAD TECNICA DE MANABI (*

ECy

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIASBLiorpe,
ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

Tema: “Evaluacién de la supervivencia a infeccién masiva de
mancha Dblanca en prejuveniles de camarédn blance L.

vannamei’ .

TESIS DE GRADO
Sometida & «consideracidén el Tribunal de Revisién vy

Sustentacidr y legalizada pcr el Honorable Consesd

L
O

Directivo zomo requisito previo a la obtencién del Titulo

de:

DOCTOR EN MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

APROBADA

MIEMBRC DEL TRIBUNAL

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

EMBRO DEL WRIBUNAL



DEDICATORIA

A mis padres 7 hnermancos, Quienes con su ar2: me han
permitido estar Iirme y segura en medio de las vicisitudes

de este mundoc.

r2EL

ado Sabando



AGRADECIMIENTO

A la Facultad de Ciencias Veterinarizs e .3z ‘niversidad
Tecnica de Manabi por prindarme la oporzuniizd de formarme
dentro y fuera de las salas de classs  ocr el apoyo

otorgado en el desarrcllo de este traba’c.

“Edgar Arellzno” (CENAIM) por darme _z coportunidad de

rn o2l mundo de la

il

realizar este trabajc y de incursicnar

investigacion.

A mi Director y Tribural de Tesis por =. Z:izmpo invertido
en la elaboracidén de este documento. Gracizs por el apoyo

en todo sentido.



INDICE DE CONTENIDO

Pagina
Agradecimiento........ciiiiiieiannn s gt oS e MG o) e e N L Shra
Tndice de Tablas: : s wwcnm s sewging & v G R & Ao viii
Indice de graficoS.csceesvvsnniossaoe Sias A ¥ e ke cei o ix
ADYEVIATUTAS «icvo » & o mmisaimes oo aes PG SRR R X
RESUMET . ¢ vonnss s s saeniaes 5 s éam e v ke s wEMEREsG A e vemeeXid
CAPITULO
1. INTRODUCCION..... S Rae e & & s ey e s 3 8 @ e 1
2. JUSTIEICECTON. » « cinsivain s o mninins =" s i g Y w8 A ] 6
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. .. s vussnis i o snvaniaais s s s siaiasia 8
4. FOBIETONVES T o et el h s S L el Bk s S s ainioins 2R s S ee i
5.  MBRCO TEORICO: . iununins s aiasmsts = « e re e e o PR 1
S5l ANTOCadBNLen; o vasnes & seains 58 sE@mons » » c@waies < ¥ vais 12
5.2.Descripcién del Virus de la Mancha Blanca........ 14
5.2 L Vinlis, ClasiFlCaciOnce « o cumici s ww cammsamie s aies 14
5.2.2.Patogenia dél WSSV it s salemnras 5 % o fseta are o 17
5.2.3.Reaccién en Cadena de la Polimerasa......... 20
HIPOTESIS, VARIABLES E INDICADORES. ... 8d%ucsss: vosens 25
6. DISENO METODOLOGICO...ceceeseecccoocanaanons I e SRS N T 27
6.1.Estudio Experimental....... T 2T
6.2.Del lugar de Investigacidén........... e e 27
63 BUracion dal Trabait « vwwsmn s v sinareiom 5 & & e ware i s IR
6.4.Muestras a investigarse..... 3§ SRR & Sl et R 28
6.5.Materiales de investigacién................. aruirissise A
B.6.Materiales de LabOratoBiOe i « s coviwinn s wawvss & snimve 29



Pagina

6.6.1. Levantamiento de animales......... s & s Wl
bib.ls Brtraccion de ADN..:iiisine s sesinins s pvsos 29
6.6.2. En la técnica de PCR.cwuws » s« smwwiiien « 5 snwias 30

6.7 MEtOdos: o s s s $ansns b s aaluws 3 & DOBEEH 5 5 5 aalews 5 30
6.7.1. Origen de las post-larvas de camarén...... 30
6.7.2, Protocolo de infecclbn masiva.....s.:ssees 32
6.7.3. Extraccién del ADN gendmico......... e —- 33

6. 1w 3).. Método de: EXEXACTION. « « « cusnines o wues 34

6.7.4. Reaccién en Cadena de Polimerasa.......... 36
6.7.4.1. Amplificaciones Ribosomal........... 36
6:7:4:2: JIniciadores..: ... SRR § SR 5 & S 37
6.7.4.3. Amplificaciones con Kit CENAIM

_ WSSV « uis A B ¥ SRR & § DR ¥ e 38

6.7.5. Método de Separacidén de geles............. 40

Bic Txbin. ANILTBIS BEEHALSEICD w5 » sssemin s « & wranesm 41
RESULTADOS ¥ DISCUSTON sousvins @ sanisnes & & vediewes o sasms 42
7.1. An&lisis de individuocs infectados,
SUPETVIVISNESS : svuranis ¢ 5 siemsonnin & eieniaserie s & samrarencs s « » 45
7.1.1. Determinacién del grado de infeccién...... 45

7.1.2. Determinacién del promedio de infeccidn por

18, saanies daarens & seann g oREaRE & 5 a8 49

7.1.3. Anédlisis integrado de la carga
Vairaloews s vnenss s voamens ¢ s ST & ¥ b G ¥ 8 50
CONCLUSIONES............ A Wb e S S o e R N S 54
RECOMENDACIONES..... o 5 SRR o B ST ) S e v wieiaie ¢ 98

PRESUPUESTOQ..... S s SRR S R SRR b s B veeEi 5 e . .60



Pagina

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

................................ 61
BIBLIOGRAFIA. . cocensssssenssssonsonsstsssnnsssssvsanisssos 62
10. SUMARTIO .. oo vsssscasocesscassasessenssssesaasesessvsss 71
ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Pagina

Tabla 1. Contenido de la mezcla de reaccidén........... S

Tabla 2. Contenido de la mezcla de reacciédn Kit CENAIM

Tabla 3. Descripcién de individuos post-infectados vy

supervivientes L. vannamei en deteccién de WSSV por PCR

Tabla 4. Resultados en porcentajes de individuos post-

infectados L. vannamei en deteccidén de WSSV por

Tabla 5. Resultados por PCR de la carga viral de post-
infectados y supervivientes mediante Analisis Chi

euddrado X)) caenns s svciion 5 5 s@es et e T e 53

Vil



ADN
dNTFPs
Kb

ml

mM

nm
jsle}
PCR
rpm
TE
EDTA
Tris
Ug

ul

uv

o
ups
PP

PL
IHHNV

TSV
WSSV
WSBV

ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico
Dioxinucleotidcs Trifosrfatos
Kilo pares de pase

Mililitro

milimolar

nanémetrc

pares de bases

Polymerase Chain reaction
revoluciones pcr minuto

Tris Etilén Jdizmino Tetracétice
Ethylenediamiretetraacetic acid
Hidrcximethy zamino methane
microgramo

miérolitro

ultravioleta

grados centigrados

unidades por salinidad
porcentaje de proteinas

Post - larva

Virus de la Necrosis Hematopoyética
Infecciosa

Virus del Sindrome de Taura

e Hipodérmica

Virus del Sindrome de la Mancha Blanca

Baculovirus de la Mancha Blanca

milimetro



INDICE DE GRAFICOS

Pagina
GRAFICO 1. Ciclo de temperatura para PCR......... St . nd
GRAFICO 2. Reaccién en Cadena de Polimerasa......... cra g o 2124

GRAFICO 3. Resultados antes de infeccidén. Crecimiento en
post - larvas L. vannamei durante un periodo de 2

SOMANASD ¢ oais v sis & » & Saiaiviirs o & wimieieias s s 5 simieseie s 5 S@alal o 5 & Seiaisigie ¢ 44

GRAFICO 4. Resultados después de infeccidn. Crecimiento en

post-larvas L. vannamei durante 5 Se€mMaNas................ 44

GRAFICO 5Sa. Infeccién de camarones L. vannamei con WSSV en

diferentes grados de infeccidn.........ccviiieiaienn 47

GRAFICO 5b. Supervivientes L. vannamei con diferentes

grados de infeccién....... S5 L ST S ¥ R § G B e AERE 17

GRAFICO 6. Porcentaje de infeccién en camarones L. vannamei

en diferentes dias post-infeccidn..........c.cciiiin. 52

X



CTAB Cet,_trimethy Lammonium Bromide

mg miiigramos
TAE Tris Acetate EDTA
v Vo lzsas

Xi



RESUMEN

Se realizd un estudio para evaluar la supervivencia
cuantitativa y cualitativa de prejuveriles de camardn
blanzo Litopenaeus vannamei, de infeccisn nmasiva con el
virus de 1z mancha blanca, que afecta /- iaterviene en la
eficiencia cgroductiva Jel camardn er condiciones de
laboratoriz., En lo que ccncierne a la infecciin masiva las
post-_arves Iueron alimentadas con t&*ii> de camarones
infeztados ©or WSSV (Vires del Sindrome Je Mzncha Blanca)

duranze dcs iias y mantenidos con racicnes Je CENAIM 40 PE

durante 3% 3izs. A partir de la infeccién se determiné alta
mortaliidad, estableciendo una supervivencia de 0,031%

durarte el ceriodo esxperimental.

En el =studio de identificacidén Jdel +irus Jde la mancha
blanca se uzilizé la técnica de PCR (Reaccidén an Cadena de
la Polimerzsa) en la medida que permite 2stablecer la carga
vira; a gsartir del ADN extraide, 1o Qque permitid
cuantificar 119 individuos positivos a WSSV
correspondientes a 1los grupos de ©post-infectados y

supervivientes.
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Entre 60 individuos supervivientes que fueron
amplificados por PCR, fue posible identificar 43 individuos
resistentes, por estar libres del wvirus de la mancha
blanca. De acuerdo a los resultados pcsitivos por PCR se

catalogd como tolerantes a 17 supervivientes dcnde se

presentd el virus.

Este trabajo presenta de manera original l& primera
demostracién de infeccidn masiva virai en prejuveriles L.
vannamei, encaminado a evaluar resultados de supervivencia
a partir de PL 35 con mejor capacidad de resisztancia y

T

tolerancia, en particular frente al Sindrome del YVirus de

la Mancha Blanca.

Xlii



1. INTRODUCCION

El desarrollo de la camaronicultura mundial ha sido
altamente significativa a nivel de produccién, asi como
riesgosa por los problemas patoldgicos y ecolégicos que se
incrementan en la mayoria de 1los paises productores de
camarén. Esta actividad ha seguido en el Ecuador un curso

aproximado a tocdos los paises productores.

La industria camaronera ecuatoriana ha visto afectada
su productividad por la presencia e introduccién sucesiva
de agentes patodgenos. Tradicionalmente ésta actividad en el
"Ecuador estuvo basada en cultivos extensivos procedentes de
poblaciones silvestres, donde la ocurrencia de mortalidades
es dificil de cuantificar, siendo reportado s6lo cuando son

grandes mortalidades (Calderén, 1993; CNA, 1996) .

El impacto mas grave en la rentabilidad de Ila
camaronicultura aparece en 1999 cuando se alcanza
supervivencia hasta del orden de 18% y se confirmé 1la

presencia del WSSV denotando que la industria depende .de



las condiciones ambientales locales y de las fluctuaciones
en el aprovisionamiento de semilla natural o} de

laboratorio.

Se conoce que la alta densidad de animales en cultivo
facilita la transmisién de agentes virales, por lo que se
siguen practicas de manejo y sSe buscan camarones
resistentes que posibiliten recuperar las producciones en
cautiverio de nuestro pais, que promediaban en
supervivencia el 52% antes de la llegada de 1la mancha

blanca (Bayot et at., 2000).

La prevencién y control de las enfermedades son la
prioridad para la sustentabilidad de esta industria,
consecuentemente la utilizacidén de larvas provenientes de
ciclo cerrado se considera la forma mas adecuada para
evitar la difusién de enfermedades y 1la alteracidn de

estructuras genéticas en las poblaciones (Cliffort, 1997).

(§]



Dentro de este campo la genética es un elemento clave
en el establecimiento de la estrategia para el control de
las enfermedades. Programas de mejoramiento se llevan
adelante en diversos paises productores de camarédn. Estados
Unidos ha desarrcllado lineas libres de patégenos y cumple
un programa muy activo de mejoramiento. Esruerzos paraz_elos
se llevan a cabc en Venezuela, México{ Colombia, Faramd,
Perq, Brasil, Tailandia y Auscralia. Programas de
mejoramiento dirigides a la busqueda de resistercia a
enfermedades virales, han sido exitosos en el casc del
camardén blanco. El1 Oceanic Institute y High ‘Health
Aquaculture reportan la existencia Je lineas resisterzes a
IHHNV (Virus de la Necrosis Hematopoyética e Hipoedérmica
Infeccicsa) y TSV (Virus del Sindrome Jde Taura) (cerez,

1999] .

A nivel 1local no existen experiencias pravias
reportadas sobre seleccion de animales resistentes al virus
de la mancha blanca. Sin embargo aparecen reportes
internacionales sobre infeccién masiva en Panama. Por un

lado Farallén Aquaculture reporta una supervivencia Jde 1%

(V3]



en animales infectados masivamente con el virus de 1la
mancha blanca. 1o0s supervivientes al ser infectadcs por
segunda vez al zlcanzar 10g de pesc promedio, 30% resisten

0 de los arimales

(Xo}
m’)

nuevamente al ataque viral. EI1

supervivientes =z las dos pruebas de desafio ZIueron

negativos para =. virus por PCR (Panorama Acuicola, 23500).
Por otro ladc Jcnes {2000) reporta Jue en infez:iones
masivas en 200 mi’lones de postlarvas solo 1 de cada :3.000
animales sobrevian. L1os animales supervivientes <Iueron

negativos a manchz blanca.

Los estudics de Thompson et 3., (1993; conllzwvan a
asumir que la sustentabilidad de este cultive depenzsra de

la seleccidén de camarcnes adaptados a las condicicnas de

1

cultivo, de répido <c¢recimiento y resistentes = las
enfermedades, avalada en el desarrollo de mejoramiento
genético al mismo tiempo. Esta deﬁostrado gu2 1la
resisfencia es un factor muy util en el control de virus y
en otros tipos de patdgenos en diferentes especies

animales (James &t al., 2000).



Este trabajo se encamindé de manera preliminar a
determinar la supervivencia en camarones prejuver._.les L.
vannamei, infectados por WSSV en forma masiva. Acemas de
determinar a los supervivientes libres del wvirus de 1la
mancha blanca catalogados como resistentes, y tolerzntes a

aquellos supervivientes donde se presentd el patdgerc.



2. JUSTIFICACION

El cultivo del camarén a nivel mundial genera
ganancias millonarias que repercuten en la economia de los
paises productores; sin embargo, & los pregramas de
mejoramiento e intensificacidén se asocian una serie de
problemas patoldgicos bacterianos y wvirales los cuales en

los ultimos afios han afectado la prcduccidn, tanto en e

hemisferio occidental como en el orien-al (CNA, Z200).

Una de las peores enfermedadss virales que ha

impactado a la camaronicultura ecuatcoriana, es la mancha

blanca. Por ejemplo, en 1998 la produccidn nacional lleqd a
jemp L

USD 783,7 millones. Con la presencia de la mancha blanca,

en 1999 el pais exportd sbélo USD 59!,9 millones, v en el
p Y

2000 se redujo aun mas hasta USD 300 miliones (CN&, 2001).

Para la situacién nacional, es probable que la

creacidén de lineas genéticas con resistencia a WSSV provea

a

los camaroneros de animales resistentes a la enfermedad



de la mancha blanca, a mas de 1llegar a disminuir 1la

dependencia de larvas y reproductores silvestres.

Este tipo de estudios debe ser prioritario para el

sector, y sus resultados pueden alcanzarse a mediano plazo

mediante la seleccidn genética Y dtilizacidn de
herramientas moleculares, Lo anterior se pasa en
experiencias de los Estados Unidos, derde =z través de

programas de desarrollo se han obtenido lineas genéticas de

camarones resistentes & IHHNV y TSV (Wyban =2t z1., 1999).

eleccidn

A

El desarrollo de programas diriqidos a
genética que permitan mejorar la supervivencia en camardn
blanco L. vannamei, ccntra el virus de 3z mancha blanca
podra ser uno de los mayores cambios an el manejo
Sostenible de la industria camaronera ecuatoriana, lo que

justificd la realizacién de esta investigacién.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El acelerado crecimiento de la industria camaronera
ecuatoriana ha traido como consecuencia la cresentacidén de
diversas encermedades, las que pueden ser catalogadas como

ambientales, nutricionales e infecciosas.

Dentro 3e la produccién de camarén 32 destaca la
presentacién de enfermedades wvirales y oomd consecuencia
de ello: a-mento en la mortalidad, dismizucidén en el

crecimientc, Jisparidad de tallas, entre otras.

Una de _235 enfermedades virales mds importantes es el

Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (WS5V), que
constituye una de las mayores amenazas para el sector
camaronero. La mancha blanca puede represeitar unl nuevo

genero de virus Whispovirus O Quizas una nueva familia

Whispoviridae (Van Hulten et al., 2000; Tsai et al.,

1999); el que se presenta en crustaceos dJe diferentes
estadics de <crecimiento, con mayor incidencia de

mortalidad durante los estadios de post-larva y la



probabilidad de perder mas del 90% de la poklacién en un

tiempo de 72 horas.

Debidc a la importarcia en establecer e. vicc maximo
y/0 minimo de resistencia a la mancha blanca, =ste trabajo
conllevé & 1la realizacidén de pruebas de desafio para
determinar la supervivencia y observar el comecrtamiento de
los camarcnes supervivientes en cuanto a l=z Tresencia o

ausencia Jde el virus.

El proceso se desarrclld como una inveszigacién, que
permitié relacionar a ctravés de un cultive _arvario en
500.000 PL 35 una pruebz de infeccién masi-a con WSSV,
(Sindrome Jel Virus de la Mancha Blanca), hasti 3lcancz.r un

gramo de peso.

Para la realizacién de la investigacion se contd con
las instalaciones del CENAIM (Centro  XNacional de
Acuicultura e Investigaciones Marinas “Edgar Arellano M.”)
en el area de Genética y Biologia Molecular ubicado en San
Pedro de Manglaralto, Peninsula de Santa Elena, provincia

del Guayas.



La investigacidén se llevd a cabo durante el periodo de
Marzo a Sertiembre del 2001 donde se pretendidé dar
resultados wvaliosos para los estudios genéticos de la
camaronicultira en busgueda de animales resistentes y/o

tolerantes a WSSV.

10



4., OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la supervivrencia de prejuveniles de camardn

=
<

b

L]
i
(971
(o8
(]
.b_l
4N

blanco L. vannamei = infeccidn masiva con 2.

mancha blanca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la =2zza Jde supervivencia de prej.veniles

(de PL 35 hasta . gramo) a inrfeccidn masiva.

2. Establecer la <carga viral de los individuos
supervivientes z tal infeccidn mediante pruspas de

PCR..

11
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Antecedentes

La induszria camaronera

en el Ecuador se 1inicid a
finales de la década del 60 con cultivos ex
(Calderdn,

rt
1M
o
93]
e
<
@]
w

2993). Esta actividad prcductiva es una de las
importarnztes en términos de ingr

m&s

esos de aiv
exportacionzs y fuente generadorz Jde =mpleo (CNA, 19¢

5.
Tradiciorzlmente la camaronicultura ecuatorianzs se basa
en el culti—o exzensivo de larvas silvestres (Calderdn,
1993; CNA, 1996}. Esto hace cue a 1industriz dJdependa
fuertemente ie las condiciones

arpierncales locales

y de las
fluctuaciones en aprovisionamiento

=

ie semilla natural.

Igualment= hace que el negccio sea altamente riesgoso
por la pcsibilidad de introduccidon de  enfermedades

provenientes del medio natural.



Observaciones previas reportadas por Thompson et al.,
(1993); Griffith en Ecuador y Wigglesworrth en Colombia

(1993), sugieren que la supervivencia del <camardn L.

vannamei alcanzada era de 44,6% para la estacilin seca, en
tanto que para la estacidén lluviosa alcazaba =1 "1, 0%.

El virus de la mancha blanca aparecid iniciz_mente en

—~

Crhina en 1993, extendiéndose a Japdn a Ir de la

4

§1
15y

importacidén de juvenilies. La dispersidon al rest: Jde Asia
masta la India no fue mediante mecanismos nat.zales sSino
cor traslocacién de animales infectados (Alcay, 1399). En
América se reportd la presencia de 1la eniZzrmedad en
roblaciones silvestres y cultivadas en Texas en 1995,
en Carolina del Sur en 1996 y en Centroamericz en 1999
CCNA, 2000).

En 1999 se confirmé la presencia de la manchz 2lanca en

Ui

Zcuador y como respuesta a la epidemia, se orohibid la
importacidén de camarones en cualquier estadioc lJe su ciclo
pbioldégico, entre otras medidas que no fueron suficientes

(CNA, 2000). Sin embargo, en el 2001 se permitié la



importacién de nauplios y reproductores de Panami,
Guatemala y Colombia, aparentemente resistentes a la mancha

blanca. (CNA, 2001).

5.2. Descripcién del virus de la mancha blanca

(WSV) .

5.2.1. Virus: clasificacion; estructura

molecular.

El +~irus de la mancnha blanca (White Spo: baculovirus
WSBV) de Zorma Jde bastdn a =liptica, posee mcléculas de ADN
no segmerzadas con un gencmio dJde aproximadamente 290 Kb

(Van Hulten et al., 2001).

Pressnt una envoltura de tCres capa

W

que forma
arreglos paracristalinos en el nacleo de las células
afectadas. El tamano de la nucleocédpside mide 80 - 85 nm x

230 - 270 nm.

14



El viridén mide un promedio de 110 - 120 nm X 275 - 330 nm

(Kasorchandra et al., 1998).

Otros autores prefieren el tamafic de 266 x 112 rnm

para la envoltura y 32C % 68 nm para la nucleocépside (Satl
Hameed et al., 2000}. Ademds la madurzcidén del virus es
desarrollada en el interior de lc¢s nicleos de .zs

celulas infectadas sin los cuerpos de oclusidn preteiz:ss

(Kasornchandra et al., .396).

Ed virus de La mancha blanca tiene vVarias
caracteristicas en comin con los bacuiovirus: estructura
bacilar, presencia dJde envoltura, tamaio, ADN de doble
hélice y método de repiicacién intranuclear. Por estas
razones se lo clasificd inicialmente como un baculovir:s

(Lo et al., 1997). Sin embargo, estudics de tres proteirn:

]
9]

estructurales en el virus indican que estas distan de ser
hombélogas a las proteinas estructurales de otros virus.

Esta caracteristica Unica ayuda a sustentar la idea de que

15



WSSV puede representzar un nuevo géenero de virus
(Whispovirus) o) quizas una nueva familia
Tsai et al.,

(Whispoviridae) (Van X:_ten et al., 20C30;

BS8E} .

El virus de la mancz?a blanca tiene un amclic rango de
hospederos en especies tanto cu_tivadas como silvestres
entre las que se encusntran: P. monodon, L. japonicus,
Metapenaeus ensis, Fenneropeneus penicilillatus (Perez,
1997}, Macrobranchium rosembergii, Calappa philarigus,

. Charybdis feriatus, Helice tridens, Portunus pelagicus,
Portunus sanguinolentus, y Scylla serrata (Chanz =2t al.,
1998; Kanchanaphum ez 2al., 1998; Pena eI 3G-., 1998;

Supamattaya et al., 19%2; Chen et al., 20C3!}.

Igualmente difersntes especies de Copeépodos,
cangrejos, camarones nc cultivados y larvas de insectos de
la familia Ephydridae constituyen reservorios del wvirus

de la mancha blanca. (Lc et al., 1996).

16



5.2.2.Patogenia del virus de la mancha blanca.

Estudios realizados (Wang et al., 1995; Lightner 1996)
reportan mortalidades masivas de 100% entre 5 y 7 dia de
post - infeccibébn, con signos externos que incluyen manchas
blancas en el exoesqueleto y epidermis de 0,5 mm a 2 mm de
didmetro, coloracidén palida rosa o café rojiza, a mas de la

disminucién en el consumo de alimento.

Observaciones histopatoldégicas (Mohan et. al., 1995;
Momoyama et al., 1994) revelan hipertrofia nuclear en 1las
células infectadas tanto en los tejidos mesodermal vy
ectodermal, destruccién celular en: tejido conectivo,
glandula antenal, branquias, corddn nervioso y ectodermis.
En la fase de viremia, el virus esta presente en todos los
bdrganos del camardn, reportandose infeccidn en el sistema
inmune, hemocitos, tejido hematopoyético \% érganos

linfoides.

Utilizando pruebas de infeccidén experimental para

determinar los érganos atacados por el virus, Chang et al.,

17



(1996) encontraron a .as 16 horas post-infeccidén células
positivas al WSSV en =l estémago, branquias, epidermis
cuticular y hepatopancrsas. A las 22 horas dliagrosticaron
WSSV en el oérgano _i~foide, glandula antera_, tejido
muscular, tejido hematccoyético, corazdn e intesTtino med:io
y superior. Zstos experimentos se realizaron er juveniles
de 0,35 - 0,459 3=z P. monodon por allmentacicn,
administrendo junto oon dieta artificial, tejidcs de P,

monodon ernfermos.

Suparatamaya et a_., (1998), evaluaron tres métodos de
inoculacién de mancha z_znca en krill: inyecciln, inmersidn
y alimentacién. Se obs=rvaron mortalidades de 10CJ% para el
grupo de animales inyeczados a los 4 dias de _a infeccién.
Los animales expuestos 31 virus por inmersiln presentaron
signos de dJdecoloraciérn v la mortalidad alcanz® 120% cinco
dias después de la inZsccidn. Los animaies irnfectados por
alimentacién presentarc:s signos de la enfermedad en el 20%
de la poblacién y la mcrtalidad empezdé a los 6 dias post-

infeccién.
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Maeda et al., (1998), inyectarch una solucidn viral
en el tercer segmento abdominal de Marsupenaeus japonicus y

P. Monodon. Lcs zrnimales fueron man-2nidos en acuzrios de

)

vidrio a una temgsratura de 28 - 30 °C. La mortaiidad fue
monitoreada diariamente por diez dias, observandose
mortalidades masiwas a partir del :tercer dia despugs Je la

infeccidén, hasta alcanzar el 100% z _0s diez dizs oost-

49

Chou et al., !1998) reporta mcr:zzlidades de 1C0% entre
el quinto y septim:s dia de post-inrec:ilin en M. japonicus y

P. monodon. ZIn &se2 experimento ei virus fue extraido a

partir de filtradcs de tejido epidermai vy suministrade 2ajo

el método de inmersidén. En P. monoden ie 1,5 g irnZac-ados
por ingestidn se coservaron signos CJ.inicos a las 43 noras

post-infeccidon. Lcs 6rganos fueron invadidos tota’mente en
56 horas y se obIuvo una mortalidad Jde 100% a _os cinco
dias de post-infeccidén, (Chou et 3.., 1998; Chang =2t 2al.,

1996) .
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5.2.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

En el diagnéstico de la mancha blanca, la Reaccién en
Cadena de la Polimerizacidén es un método in vitro utilizado
para sintetizar y amplificar secuencias definidas de ADN
(Lighner et al., 1998) en este caso para deteccién del
virus, aun en muy bajos niveles a través de un proceso
enzimatico termociclico repetitivo. Cada ciclo permite
amplificar wun fragmento de ADN correspondiente a la

secuencia localizada entre dos iniciadores.

Se pueden obtener amplificaciones de largas cadenas
moleculares o de segmentos cortos de ADN. De esta forma es
posible detectar la presencia de dicha cadena
complementaria de ADN en un mezcla que incluye: DNA
Polimerasa termoestable, dos iniciadores oligonucleéticos,
trifosfatos deoxynucledtidos, reaccién buffer, magnesio y

aditivos.



Se puede obtener

reaccidén de PCR, esta reaccién comprende

al (1997) tres pzsos:

-r

una amplificacidén exponencial en una

segun Newton et

- . Desnaturalizacién de 1las dos cadenas del ADN,
corresponde =z la separacidn dekblic z la accidén de la
cemperatura raago 93° - 100°C!.

. Hibridizacidn, en la base a lz corriementariedad de
Dase. Los iniciadores oligonuclsdzides se uanen a cada
una Jde las cazenas del ADN en TanIG de temperatura
(37% — 65°E] -

[+

-

Extensidén, = mite

que la ADN

polimerizar a partir de

oligonucledétiZos a 72°C (Graf. 1:.
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Debido a que la repeticién de sintesis de cadenas
corresponde un ciclo de amplificacién, cada nuevz cadena
de ADN sintetizada empieza a extenderse er ciclos
siguientes y asi la secuencia de ADN es selec-:-amente

amplificada cicle tras cicls (Graf. 2).

{1

Existe una serie de protocolos v xits para ia 3e-sccidn
del virus de la mancha blanca mediante PCR (i == o

1996; Takahashi et al., 1993:.

Diversos autores har. Jdemostrado que Qs Tosible
cuantificar el genoma del WSSV
muestras de hemolinfa ¥ Eelidos e cefdalotérax, _earando
detectar por PCR las diferencias en la distribuc:is- Jde las
repeticiones que constituyen polimecrrismos geneticcs (Tang

et al., 2000; Haymer, 1999).
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GRAF. 2 REACCION EN CADENA DE POLIMERASA.

CICLO DEL PROCESO.
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HIPOTESIS , VARIABLES E INDICADORES

HIPOTESIS No. 1

Los programas de mejoramientc genétice inducen a la

creaciédn de lineas resistentes a WSSV  Sindrome del Virus

)

de la Mancha Blanca) logrando mejorzar .z supervivencia del

camardn blanco L. vannamei.

VARIABLES INDICADORES T. INVESTIGACION |

= == = i

l1.Programas de| Sistema de F. Jde ADN %
mejoramiento Cruzamiento i
genético i
e 1

Z2.Grado de $ de mortalidad T PCR ;
supervivencia ;
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HIPOTESIS

No.

2

La supervivencia a infeccién masive constituye un
medio eficiente en la seleccidén de animales resistentes a
mancha blanca.

VARIABLES INDICADORES T. INVESTIGACION
Supervivencia ajirnimales Qbsexsszziorn Jdirecta
infecciones | infectados ‘ ‘

i

i T
Grado geilarga viral Tecnics 2= PCR J
resistencia a WSSV |




6. DISENO METODOLOGICO

6.1. Estudio experimental.

n el estudio sz evalud la inZeccifiz masiva o

——

7]

ingestién del wvirus de la mancha ©2_ancz en 500.0C8
preiuveniles de L. vannamei. (Pérez, _3#37). 3e pretendi:
determinar si los arimales supervivienztss z .a infecciin

eran portadores del v:rus o no.

6.2 Jel lugar de investigacidn.

(b

La investigaciér se realizdé en el lentre Nacional <

Acuicultura e Investizaciones Marirnas “IZdgar Arellano M.”

th

(CENAIM) ubicado en Szn Pedro de Manglzrzlftc, Feninsula I

Santa Elena, Provinciz del Guayas, Ecuzaor.
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6.3 Duracién del trabajo.

La investigacién se realizd en seis meses, la misma
que inicid desde el mes de Abril del 2001 a Septiembre del

mismo anoc.

6. 45 Muestras a investigarse.

Para realizar la investigacidén se uzi_izaron 300
muestras correspondientes al grupc Jde superviviences €

infectadcs.

B . Materiales de investigacion.

]l
15

a el diagnéstico el virus le la mancha

78]

e utilizdo p
blanca, ADN extrazido de 1los camarcaes sugervivientes e
infectados, mediante la Reaccién en Cadena dJde _a Polimerasa

(PCR);
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6.6. Materiales de laboratorio.

6.6.1. Levantamiento de Animales.

Alimento CENAIM 40 PP, papilla infectada, Aquamats® ,

aireadores.

6.6.2. Para la Extraccién de ADN.

» Materiales: zubos de 1.500 ul, puntas de 1.000 ul,

puntas de 200 =1.

, Reaccivos: soluciodn de CTAB (Cetyltrimetchy
Lammonium Bromide), Proteinas K, fencl, Cloroformo,
etanol 70%, Soluciéon TE {(Tris Etnilén diamino
Tetracético).
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6.6.3. En la Técnica de PCR.

, Mater:izles: tubos de 200 ul para PCR, puntas de 200
ul.

, React:iwos: Solucién de MgCl2, Solucilrn buffer,
solucioér. de dNTPs (Dicxinucledtidos Tri=cstatos),

Polimerzsz, Primers para deteccidén del virgs:

6.7. METODOS

B Falc Origen de las post - larvas de

camar6én para el ensayo.

La poblacidédn cultivada para erectuar .la arviculturs
fue de 500.030 en PL 21, las cuales eran origirales de
poblaciones no seleccionadas de camarones L. vannamei
provénientes je laboratorio comercial PLAYAESPEC ubicado en

Palmar, Peninsula de Santa Elena.
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La densidad de siembra fue de 50 PL/lt, hasta PL 35

en tanque de 10TM con adicién de algas benténicas (Amphora

coffaeformis). Como dieta de mantenimiento se suministrd

CENAIM 40 PP a razdén de 8% de la biomasa. La temperatura

fue dJde 29 grados

promedio durante la larvicultura

centigradcs mientras que la salinidad estuve &

Para e. mantenimiento del sisterz 3& utilizaron

Aquamats®, -z calidad del agua se mantenta ©or recambic
cada dos dias y diariamente los residucs Jde a_imentso y ae

metabolismc Zigron extraidos por sitfoneo.

El cultivo fue mantenido desde 2L 1€ hnzsta que los

animales alcanczaran la edad alrededor Jde L 35, durante

este periodc se realizaron muestreos parsa evaluar el

crecimientco.



6.7.2.Protocolo de infeccién masiva.

El preparado viral (papilla) proviene de camarones dig
vannamei con peso promedio de 4g infectados con WSSV,
verificado por PCR y preservaccs por tres meses a -20°C. Se

utilizé la cantidad de 797,6¢c de camarones enrermos a los

cuales se les extrajo la capeza, para la infeccidn se
utilizé al abdomen triturado dJurante 30 segundos, todo el
proceso fue realizado en frescc (temperatura de 12 - 13
“C).

A partir de PL 35 se efertuo la infeccion en ios dias
mediante la ingestién de papi..&, se suministrd el primer
dia dos raciones a razéon de 0% de la biomasa con un
intervalo dJde tres horas, se r2a.izd sifoneo dJdespués de la
primera dosis y recambio de agua en 80% luego de la segunda
dosis, 24 horas después se ziministré una tercera dJdosis
efectuando sifoneo y recambio de 80%. Se continud la
alimentacioén normal con balanceado CENAIM 40 PP. Durante
los dias de infeccién se mantuvo aireacidn constante,
salinidad a 34 ups, temperatura de 26,8°C y oxigeno

3.8 magllt.

L
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El periodo post-infeccién se extendid durante 9 dias
durante los cuales se realizaron muestreos aleatorios,
haciendo una transferencia a tanque de 3 TM a partir de
alli el cultivo fue mantenido hasta alcanzar pesc cromedio

de 1lg.

Se siguieron medidas de bioseguridad y el métcdc usual
de la cloriracidédn en concentracidén de 300 g/1.300 1t

durante 30 mirutos para la limpieza del material utllizado.

6.7.3.Extraccién del ADN genomico.

Se utilizé un método de extraccidn para 300 muestras
correspondierntces a dos grupos: post-infectados y

supervivientes.
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6.7.3.1.Método de extraccién.

Cetyltrimethy Lammoniun bromide (CTAB).

1. Se solocéd tejido de  camardn (branguias) a
homcgenizar en 600 ul de CTAE burfer en micro tubo

Epper.dorf (capacidad de 1,5 mi}.

553

2. 8Se ircubd las muestras a 30 grados centigrados por

30 min. o 60 grados centigradcs por 45 mir.

3. Enfriadas las muestras a temperaturz ambiente se
centrifugé a 13.000 rpm por 5 min. en una
centrifuga (Jouan), se transiirid el sobrenadante a

un rnuevo tubo de 1,5 ml.

4. Se adicioné 250 ul de phenol, mas 250 ul de
Cloroformo Isoamil (24:1), se procedid a mezclar en

forrma manual © con vortex.



5. Se centrifugé a 13.000 rpm por 5 min. recuperandose

el sobrenadante, sin tocar la interfase.

6. Se adicioné 500 ul de Cloroformo - Isoamil (24:1)
procediendo a mezclar Yy centrifugar a 13.000 rpm

durante 5 min.

7. Se recuperd el sobrenadante y se adicioné 400 ul de
Isopropanol, en este punto se pueden guardar las

muestras a -20°C durante 24 horas.

8. Se centrifugé a 13.000 rpm por 100 min., ¥ se
eliminé el sobrenadante, haciendo un lavado la
porcién esférica de la muestra con 400 ul de

ethanol al 70% frio.



9. Se procedié a centrifugar a 13.000 rpm durante 5

min.

10. Finalmente se procedié a secar el pellet y se

resuspendidé el ADN en 100 ul de TE 1 X.

6.7.4.Reaccidén en Cadena de la Polimerasa

CPCR )is

6.7.4.1.Amplificaciones ribosomal.

Para determinar las condiciones de PCR se partié de

los protocolos propuestos por Lo (1996), Kimura (1996) vy

Lighner (2000).

Se prepard un volumen de reaccién de 13 ul por

muestra, segun la siguiente tabla:
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Tabla 1: Contenido de la mezcla de reaccidn

COMPONENTE CANTIDAD / CONCENTRACION
Agua gsp 13 ul

PCR 10 x Buffer

MgC12 25mM (1,uM)

DNTPs 10mM (0, 2mM)
RiboForwardd441l 20uM (0, 2mM)
RiboReverseddl 20uM (0, 2mM)
TagPolimerasa 5 U/ul (lU/reaccién de 25ul)

Se adiciond a cada tubo 15 ul de aceite mineral.

6.7.4.2.Iniciadores:

Se utilizaron iniciadores WSSV Lightner (2000).

5’ - TTGTACGAGGATCGAGTGGA - 3’
44
5/ - ATGCTTTCGCAGTAGGTCGT - 3'




6.7.4.3.Amplificacién con kit CENAIM WSSV.

El diagnéstico para WSSV por PCR fue

usando los siguientes iniciadores:

Kimura (1996)

Lo (1996)

-

B2 5' ~ TRAACGCTATCCAGTATC

I = TCPTCATCAGATECTATTGC

5/ - GTAACTGCCCCTTICATCTC -

5’ -~ TACGGCAGCTCJIZIlACCTG

ACG -

3!

s

3¢

-Se prepardé un volumen de 13 . pror muestra, segun

siguiente tabla:

ilevacdc a cabo

la



Tabla 2: Contenido de la Mezcla de reaccién Kit CENAIM

WSSV.

COMPONENTE CANTIDAD / CONCENTRACION
EXTERNAL

Agua gsp 13 ul

PCR 10 x buffer

MgC12 25mM (1,5 uM)

DNTPs 10mM (0,2 mM)
ForwardPrimer941 20uM (0,2 uM)
ReversePrimer941l 20uM (0,2 uM)

Tag Polimerasa 5 U / ul (1lU reaccidn de 25 ul)
Ribosomal + Internal

Agua gsp 13 ul

PCR 10 x buffer

MgCl2 25mM (1,5 uM)

DNTPs 10mM (0,2 uM)
Ribod41F 20uM (0,2 uM)
Ribod441R 20uM (0,2 uM)
InternoS70F 20uM (0,2 uM)
Interno570R 20uM (0,2 uM)

Taqg Polimerasa 5 U /ul (1 U / reaccién de 25 ul)

Se adicioné 15 ul de aceite mineral para cada muestra.

Las mezclas para amplificar se 1llevaron a un
termociclador automatico (Genius, USA). Los parametros de
tiempo y temperatura utilizados para 34 ciclos fueron: 94°C
pOr 2 min., 92°C por 30 seg., 55°C por 30 seqg.; 72°C por 1

min. y luego 1 ciclo a 72°C por 5 min.




6.7.5. Método de separacidédn de geles.

Se elaboraron geles de agarosa al 2% utilizando buffer

TAE 1X (40 ml de buffer 50X y se enrasa a 2000 ml).

Se dejé a bafo maria durante 30 min. a 80 grados
centigrados para permitir la disclucidén completa de 1la

agarosa. Se colocaron los geles en charoles de 160 ml.

Los productos de amplificacién obtenidos fueron
analizados por electroféresis en geles de agarosa al 2% por
tincidén con bromuro de etidio (SIGMA). Se adiciond 2 ul de
azul di bromo fenol con utilizacién de marcador de peso
molecular (1 Kb ladder Gibco BRL) en la cantidad de 5 ul
fueron comigrados. Se colocaron las muestras en 1los
respectivos hoyos del gel en un volumen igual de 12 ul.
Después de separacién de las bandas en el gel por
electrofébresis cerca de 2 h de migracién a 95 v, las
bandas de ADN fueron documentadas mediante fotografias del

sistema 2D Kodak.
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Se obtuvieron asi amplificaciones de diferentes grados
de infeccién para cada unc de los individucs que fueron
completamente analizados tantos para post-irnIsctados como

para supervivientes,

6.7.6. RAnalisis estadistico.

La evaluacién del virus de la mancha blzzca: las 300
muestras fueron evaluadas mediante PCR 22 2¢s pasos
siguiendo el protocolo de Zo et al., (199¢ . Tzilizando
pruebas de Chi cuadrado (X~ se determind si .3 ZIrecuencia
de animales infectados Jdetsctados c¢on uno o Io3 pasos de
PCR era similar para los Jos grupos (super-ivientes vs.

infectades inicialmente)}.
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7 .RESULTADOS - DISCUSION

La experimentacién inicidé con un grupo de 500.000
animales. Como indculo se utilizéd papilla infectada durante
dos dias, la alimentacié4n diaria de las post - larvas ern
toda la prueba fue con balanceadc CENAIM <40 PP con el =%

de la biomasa. Considerando el crecimiento observado antes

de i1a infeccidn y que se ubica en prcomedio de 0,0134 g/dis

(Graf. 3). El incremento de pesc Jdurante 2. levantamiernt:
de post - larvas hasza 1 g9 warls por las cond.clones
mantenidas en el tanque, asi los resultades de muestrecs
realizados en el periodo post-infeccidén revela D fale
g/dia en promedio de crecimiento. En el graiicc 4 se

presentan datos de crecimiento de la poblacidn realizade
bajo 1os protocolos implementados. S observares

mortalidades acumulativas diariamente durante it

(2
I._l\
hE
i

después de la infecciérn.

_La supervivencia debia ser dJde aproximadamente el 3%
considerando la mortalidad observada en pruebkas dJde

desafio en laboratorio (F. Pérez, comunicacidén personal),



en la practica esta tasa llegd apenas al 0,031% durante 35
dias siquientes a la infeccién, mientras que los resultados
de infecciones masivas controladas es 0,3% para el reporte
de Faralldén Aquaculture v 0,0125% para el reporte de
Jones (2000) no se <cbservan altas diferencias en
porcentajes. Sin embarcc .0s datos de supervivencia en
piscinas camaroneras en crzsencia de la manchz blanca en el
Ecuador es de 18% (Bayvc: =t al., 2000} i gue permite

observar Jdiferencias en

w3
@]
(3
Il
=
part
o)

i)
®
w
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Grafico 3. Resultados antes de infeccidn. Crecimiento en

post - larvas L. vannamei durante un periodo de 2 semanas.

| Resultados antes de infeccion.
| Crecimiento en postlarvas L.
| vannamei durante un periodo de 2

f‘ semanas

| B 002000 -

| o

. 8 @ 0,01500 =k ;

| o _ | | —9—Promedio de ||
® E G,01000 | |[ crecimiento ||
Q% 0,00500 e |

8 0,00000 |-—-mmr= = g SIS |

1 2 3 + 5

i Dias antes de infeccion 1_

Graifico 4. Resultados después de infeccién. Crecimiento en

post-larvas L. vannamei durante 5 semanas

| Resultados después de infeccion.
Crecimiento en postlarvas L.
vannamei durante 5 semanas

| —o— Promedio de
] crecimiento

Peso de
postlarvas (g)

I 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Dias postinfeccion
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T aridoe Andlisis de individuos infectados y

supervivientes por PCR.

7.1.1.Determinacién del grado de infecciédn.

Los predictos de PCR incluyen bandas <e intensidad,
cuya oObservacidn es fluctuante entre 1as mues-ras e ADN.
Por este rechs los productos de ampiiZicacidn ribosomal y

amplificacidn de una, dos, tres, o m3s bandas ZJel virus han

b

sido consilersdos como grades de infeccidn por rerferencia

al marcadcr Jde peso molecular (lKb lLadder GIBCC ZRL,

se identificaron dos tipoes dJde bandas en Zuncidn Je sus
intensidad, ftierte y reducida, lo gue podria xeberse a la
cantidad Jde ADN vya sea por la presencia Je ractores

S |

inhibidores o por la baja cocncentracidn de AN (Anexo 3).

Se establecieron cuatro grades de infeccidn Jde WSSV
para los que fue necesario determinar el pcrcentaje de
individuos post-infectados vy supervivientes positivos,

detectando la presencia del virus correspondiente al grado



1 de infeccién con el mads alto porcentaje de individuos

(estimados 32% y 11%) respectivamente (graficc Za y 5b).

Los resultados de las amplificaciones por zCR de post-
infectados  supervivientes se presentan en .z tabla 3 y

tabla 4.
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Grafico 5a Infeccién de camarones L. vannamei con WSSV en

diferentes grados de infecciodn
Infeccion de camarones L. vannamei
con WSSV en diferentes grados de

infeccion

o 40,00 -
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Lo !
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Grafico 5b Supervivientes L. vannamei con diferentes grados

de infeccidn
Supervivientes L. vannamei con
diferentes grados de infeccion
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Tabla 3:

Descripcién

de

individuos

post-infectados

¥

supervivientes L. vannamei en deteccién de WSSV por PCR.

PCR # De individuos infectados en dias post-infeccidén

Grados | Primer | Tercer | Quinto | Séptimo | Noveno |Supervivientes
dia dia dia dia dia

x] 15 12 13 o 3 16

e L 0 0 0 0 1

*3 2 0 2 0 0 0

*4 0 0 1 1 0 0
Tabla 4: Resultados en porcentajes de individuos post-

infectados L. vannamei en deteccidén de WSSV por PCR.

% DE INDIVIDUOS INFECTADOS EN DIAS POST- INFECCION

Grados Primer Tercer Quinto Séptimo Noveno
Infeccidn dia dia dia dia dia
0 136 2,77 15:38 0 0
1 10,41 Sy 9,02 4,16 2,08
2 0,69 0 0 0 0
3 1,38 0 1,38 0 0
4 0 0 0,69 2 pdd 0
9 4,86 By 2D 4,16 10,41 Tl LT
Leyenda: Grados de Infeccidn
Grado 0: (Ribosomal + 1° banda)
*Grado 1: (Ribosomal + 1° banda) (1° banda)
*Grado 2: 2 bandas virus
*Grado 3: 3 bandas virus
*Grado 4: 4 bandas virus
Grado 9: no amplificaciones
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7.1.2. Determinacién del promedio de infeccidn

por dia.
En lo que concierne al promedio de infeccién / dia se
evalué tiempo y porcentaje de individuos infectados. Los
camarones fueron muestreados en los dias 1, 3, 5, 7y 9, de

infeccién.

Los resultados por PCR indican un valor mas alto en el
dia primero de post-infeccién (estimado 12%) de entre los
demas dias. Grafico 6. Esto indica que las particulas
virales invadieron en tiempo variable a los camarones

infectados por ingestién.
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7.1.3. Andlisis integrado de la carga viral de

individuos post-infectados y supervivientes.

En la prictica la muestras de ADN fueron coTenidas
para 150 camzrcrnes post-infectados y :44 para los znimales

supervivientes.

ciertas bandzs “i.eron posibles observarse para 5% Iirmarones
post-infectaizz v 60 camarones supervivientes, _-C Jue

indica la amg_ificacién del ADN del camarén y de. ~ON del

virus, estos res:ltados permiten establecer diferszrcias en
porcentajes >>,3% v 41,6% respectivamente.

Al comgarar las experiencias de infecciones masivas
llevadas & cabc  en Panama sSe muestran rs3..Tados
contrastantes. Por un lado Faralldn Aguaculture rerlrrta que
el 90% de 1os animales supervivientes a dos prusptas dJde
desafio fueron negativos para WSSV por PCR . Fanorama

Acuicola, 2030). Por otro lado Jones (2000) recrcrta que
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infecciones masivas en 200 millones de pcst-larvas sélo una

de cada 80.000 animales fueron negativos a mancha blanca.

La PCR permiti¢ obtener la carga +vira. dJde 1os Ccamarones
analizados por Chi Cuadrado (X®) encontrandocse Jue en el

séptime dia de posz-infeccidn nc es significativamente

diferente ( p < 2,05} con respecto s la determinada en los
supervivientes {p = 0,0159) y en los dias primero (p =
0,0252) % tercero (p = 0,0154; Jde rost-infeccidn. Con
respecto al quinto (g = 0,0715) y novero dia {(p = 0,188}
después de ig infeccidn eviste una Jdiferencia

significativa, llegando a mantenerse la carga viral en el
mismo nivel que en el dia séptimo Jde poest- infeccidn
durante los treinta v cinco dias en gue se llegé al final

del ensayo (tabla 5).
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Grafico 6. Porcentaije de infeccidén en camarones L. vannamei

en diferentes dias post-infeccidn

Porcentaje de infeccion en camarones
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infeccién
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Tabla b5:

infectados y supervivientes mediante Analisis Chi cuadrado

Resultados por PCR de la carga viral de post-

(X?)
B Primer | Tercer | Quinto | Séptimo | Noveno ' Supervivientes
dia dia dia dia dia
Primer - 0,329 |0,3657(0,0252 |0,747010,3669
dia
Tercer | - - 0,2837 10,0154 l ~ J,3925
dia 1
Quinto - - - 0, 0715 |0,5025 O,2021
dia :
Séptimo 0;1B8010,0189
dia N
Noveno 0,6665
dia
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8. CONCLUSIONES

El presente trabajo constituye el primer estudio de

infeccién masiva controlada con WSSV y que considera la

[ i )

sucsrvivencia y carga viral en prejuveniles de camardn

blzarzo L. vannamei.

Se ha demostrado la factibilidad de realizar

irazcicnes masivas por ingestidén a partir Jde cam

e 3

irfz~tados c¢n WSSV conservado a -2U7 2.

El métcoio de infaccisdn plantesdo induce niveles de

resistencia /o tolerancia cuya vallJsI en

‘ndividuos

U.k
0]
=
(o}
<O

derostrado en los datos  recopi.adl
pcsitivos de los 150 supervivientes 21 virus Jde la mancha

blznca.

A pesar de que animales mencres a PL 30 no muestran
di“erencias estadisticamente significativas en mortalidad

al ser sometidos a pruebas de dJdesafio con respecto a
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controles no infectados e igualmente si el 1indculo es

almacenado por un veriodo mayor a Tres meses las

mortalidades son merncres que si se utiliza un inéculo
fresco (F. Pérez, comun::-acidén personal!. Zi. -& practica en
L. vannamei la ingesz:in de papilla ccrntaminada con WSSV

causa mortalidad en zizmpos wvariables Zspendiendo de el

estado del animal y 32 el tiempo de cconservacidn de la

muestra infectada, asi _o2s5 resultados ckternlals indican gue

a partir de PL 35 se rusde alcanzar urnz supervivencia de

GRS ERE en la poblacisn frente a un 3ztague dJde mancha

En estudios real:-ados por Soto ez 3l., (2001) se ha
determinado que _3 carga viral no difiere
significativamente er =2l abdomen vy cefzalotdrax Jde los

camarones infectados oon WSSV. Por ence la exposicidn es
aleatoria ya que &I virus no esti homogéneamente
distribuido, considerando gque algunos camarones sSoOn Menos

agresivos al alimentarse en el tanque.
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A pesar de algunos problemas en las amplificaciones,
la utilizacidén de la técnica de PCR permitid obtener Llas

amplificaciones del ADN del camarén y del ADN del WSSV para

(8]

7]

e
{

300 animales en estudio correspondiente a dos grupos pc

inZectados y supervivientes, fue posible distinguir alguncs
productos amplificadcs caracteristicos de la presencia Jdel

4]

virus Yy que pueder ser considerades como positives, 1o gu

confiirma sSu utilidac para el Jdiagndstico dJde patdgenoes
especificos (Lo et =i., 19967 Takaheshi =t al., 13993].

Los datos Jde suresrvivencia recolectados a. -—érmine del
experimento denotzn Jiferencias altas en porsentajes ocn
respecto a la surervivencia de 13% (Bayot ez al.,
alcanzado en pressncia de mancha blanca, estc indica que
los  animales surervivientes en piscinas comercliales
probablemente no fuercn sometidos a cargas virales mortales
O que simplemente no entraron en contacto con ei virus. Por
lo Eénto,. la utilizacién de animales. supervivientes de

piscinas comerciales no seria un medio eficiente para

seleccidn de animales resistentes a la mancha blanca, ain
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cuando se puedan obtener cierto nivel de ganancia genética

en este caracter.
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9. RECOMENDACIONES

El presente trabajo conduce a recomendar un estudio a

mayor escz_a a fin de, por una parte conocer ~zjor la

superviverncia en prejuveniles y juveniles L. vannamei
Y, POr C-Trz parte aportar con resulzados priaczizces de

los animz_zs5 seleccionados como repraductores. In base
a estcs resultados, adaprar les  prefoos.os de
selecci¢r =z condiciones de piscinas comerciz’zs y en
lo posik’z aportar con material genético Jde -szativa
carga wvizzl frente a W33V y/o cualquier erizootia
dentro de un proceso de meloramientoe gendti::c ba

condicicn=s ilocales.

Emprender un estudio acerca de lz determinaciisn del
parentesce entre individuos no identiZ:cados,
asignandc <1 correcto par Jde parentales. Cons:iierando

la idertificacidn de los progenitores y su

contribussan genética sera posible seleczcionar

reproductores resistentes a la mancha blancz y de

igual manera su progenie.
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3. Emprender el método de infeccién planteado adaptando
el Protocclo a condiciones Jde estangues locales de tal
manera que el productor pueda iniciar un <lZlo con
animales . resistentes -y con <,u31l% de supervoisncia a

WSSV en la poblacién a partiz Jde PL 35.



PRESUPUESTO

Presupuesto establecido en la realizacién de la
investigacién durante el aifio 2001
RUBRO UNIDAD Cantidad § Unitario $ Total

Post-larva Millar 500 ) 1250
Cloro Kg. 10 ) 50
Alimento Kg. 10 145 15
Aquamats Metro 5 15 15
Piedras difusoras Piedra q 5 20
Extraccién DNA muestra 300 0.7 210
Deteccidn WSV muestra 600 0.2 120
Optimizacién PCR muestra 600 0.2 120
TOTAL 1860

Presupuesto del Material utilizado en la Extraccidén de ADN.

Extraccidén ADN |Unidad Cantidad Presentacién |USD Costo Costo total
unidad

Fenol M1 0.25 400 104.625 0.261 0.0653906
Cloroformo ml 03 500 196.3 0.392 0.2748200
Proteinaza K G 0.0001 1 411 411 0.0411000
TE M1 0.0001 1000 4 0.004 0.0000004
Solucién CTAB g 0.00001 1000 200 0.200 0.0000020
Etanol ml 15 500 44.9 0.089 0.1347000
Tubos de 1.5 tubo 4 500 12 0.024 0.0960000
ml

Tubos de 0.5 tubo il 1000 18 0.018 0.0180000
ml

Puntas de 200 punta 2 1000 13 0.013 0.0260000
ul

Puntas de 1000 punta 4 1000 14 0.014 0.0560000
ul

COSTO POR 0.7120130
MUESTRA
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i CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ANO 2001 - 2002
ACTIVIDADES MES DE EJECUCION

i SEPT. |OCT.|NOV. DIC. ENERO [FEB. MARZO |ABRIL
1. Recopilacion de literatura e incorporacion de sugerencias de la C.1. |0 71| 5

2. Andlisis de resultados - conclusiones — recomendaciones

3. Revisién del borrador y presentacion del informe final al H.C.D.
4. Correccion de la tesis - sustentacion - incorporacién
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10, SUMMARY

A survival study of postlarvas PLs of L. vannamei
White Shrimp was conducted to realize a quantitative and
qualitative evaluation of massive infection with WSSV
(White Spot Syndrome Virus), that 1t affected at
efficiency productive of the shrimp in laboratory’s

conditions.

In the concerns to the massive infection the PLs were
fed with minced WSSV infected shrimp tissue for 2 days
and the PLs were maintained on a pelletized ration
(CENAIM 40PP) for the following 35 days. Hight
mortalities were observed after of the infection, were
established 0,031% of survivals during the experimental

period.

The Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to
detected the presence of WSSV in the measure that it
obtained the wviral charge of the extracted DNA the

results showed that 119 individuals were positive for
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WSSV fcr both groups post infected and survivals

respectively.

In 60 survivals individuals that were amplified by
PCR, were detected 43 resistants which were resultated
negative for the white spot virus. Since these positive
data that were generated by PCR detection were named

tolerants to 17 survivals where the virus was detected.

This report describes WSSV challenge study 1in L.
vannamei PLs for evaluate results of survivals in PL 35
with best capacity of resistance and tolerance to WSSV

infection.
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ANEXOS

6 7 8 9 10 i1 12 M

[
(e
o
1

Anexo |1 PCR para WSSV en PLs: ampliticacion de supervivientes, deteceion de
WSSV en individuo 8. M: marcador de peso molecular [Kb.

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Anexo |.2. PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes, deteccion de
WSSV en individuos 17, 19 y 22, M: marcador de peso molecular [Kb.
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ANEXOS

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 ™M

Anexo 1.3 PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes, deteccion de
WSSV en individuos 27, 30, 32, 33 34 y 35. Amplificacion ribosomal en individuo
25. M: marcador de peso molecular 1Kb.

M 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

Anexo 1.4, PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes, deteceion de
WSSV en individuos 38, 39, 41, 42 43, 44 y 48. M: marcador de peso molecular
| Kb.



ANEXOS

Anexo |5 PCR para WSSV en Pls: amplificacion de supervivientes, deteccion
de WSSV en individuos 54, 55 y 57. M: marcador de peso molecular 1KD.

M 60 61 62 63 64 65 66 67 068 69 70 Ti T2

Anexo 1.6, PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes, deteccion
de WSSV en individuos 62, 64, 68 y 69. M: marcador de peso molecular 1Kb.
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ANEXOS

Anexo 1.7 PCR para WSSV en PLs; amplificacion de supervivientes,
deteccion de WSSV en individuos 73, 74, 75, 82 v 83 M: marcador de
peso molecular TKb.

M 84 85 8 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96
Anexo 1.8 PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes,

deteccion de WSSV en individuos 86, 93, 94, 95 y 96. M: marcador
de peso molecular 1Kb.
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ANEXOS

97 98 99 {00 101 102 103 104 (05 106 W7 M

Anexo 19 PCR para WSSV en Pls: ampliticacion de  supervivienies,
deteccion de WSSV en individuos 97, 98, 99 100, 104, 105 y 107 M:
marcador de peso molecular TKb.

M 108 109 110 t1E 112 113 114 1S 16 117 118 119120
Anexo 1.10. PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes,

deteccion de WSSV en individuos 108, 109, 110, 11T, 113, 114, T8y 120, M:
marcador de peso molecular TKb.
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ANEXOS

121 122 123 124 125 1206 127 128 129 130 131 M

Anexo LI PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes, deteccion de WSSV
en individuos 122, 123,124, 125, 128, 130 y 131 M marcador de peso molecular 1Kb.

M 133 (34 135 136 137 138 (39 140 141 142 143 (44

Anexo 112, PCR para WSSV en PlLs: amplificacion de supervivientes, deteceion de WSSV
en individuos 138 y 140, M: marcador de peso molecular 1Kb.
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