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RESUMEN

Se realizdé un estudio para evaluar la supervivencia
cuantitative vy cualitativa de prejuverniles de camardn
blanzo Litopenaeus vannamei, de infecciin masiva con el
virus de lz mancha blanca, que afecta /- iaterviene en la
eficiencia coroductiva del camarér ern condiciones de
laborstoricz. En lo que zonclerne a ls infezziin masiva las

post-lary “ueron aliméntadas ceon T=°I13x 32 camaroenes

)

HI

infestadecs cor WSSV (vires del Sindrome 32 Mgncha Blahca)

%

durante dcs 1ias y mancenidos con raciones e ZENAIM 40 PF
durarnze 3% i1iIss. A partir de la infeccién se Jdetermind alts
mortziida3, estableciende wuna supsrviianci de 0,031%

durarnte el ceriode experimental.,

En gl z23tudio de identificacidn Jde. ——iris de la mancha
blanca se =Z:ilizd la técnica de PCR Rezccién 2n Cadena de

la Polimerzsa) en la medida que permite 2s3ctablecer la cargs

gue permitio

&

viral a cgcartir del ADN extraide, bl
cuantificar 119 individuos positivos a WSSV
correspondientes a los grupos de post-infectados vy

supervivientes.
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Entre 60 individuos superviviertes gue fueron
amplificados por PCR, fue posible identificar 43 individuos
resistentes, por estar libres del virus de 1la mancha
blanca. De acuerdo a los resul:tacos pesitives por ECR se
catalogd como tolerantes a 17 supervivientes Icnde se

presenté el virus.

Este trabajo presenta de mansra original la 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

tolerancia, en particular frente 3l Sindrome del Yirus de

la Mancha Blanca.
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1. INTRODUCCION

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

aproximado a todos los paises productores.

La industria camaronera ecuatoriana ha visto afectada
su productividad por la presencia e introduccidén sucesiva
de agentes patdgenos. 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 m&s grave en la rentabilidad de 1la
camaronicultura aparece en 1999 cuando se alcanza
supervivencia hasta del orden de 18% y se confirmé la

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 se buscan camarones
resistentes que posibiliten recuperar las producciones en
cautiverio de nuestro pais, que premediaban en
supervivencia el 52% antes de la llegada de la mancha

blanca (Bayot et at., 2000).

La prevencién y control de las enfermedades son la
prioridad para la sustentabilidad de esta industria,
consecuentemente la utilizacién de larvas provenientes de
ciclo cerrado se considera la forma mas adecuada para
evitar la difusi6on de enfermedades y 1la alteracidén de

estructuras genéticas en las poblaciones (Cliffort, 1897).

I~



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 camaron. Estados
Unidos ha desarrclladc lineas libres de patégenos y cumple
un programa muy activo de mejoramiento. Esfuerzos parsz.elos
se llevan a cabc en Venezuela, Méxicc{ Cclombia, Parami,
Perq, Brasil, Tailandia y Ausctralia. Programazs de
meioramiento dirigides a la busqueda de resistercia a

enfermedades virales, han sido exitosos en el casc del

th

camaron blanco. El Oceanic Institute y High Xealth
Aquaculture reportan la existencia Jde lineas resisterzes a
IHHNV ({Virus de la Necrosis Hematopoyética e Hipodérmica
Infecciosa) y TSV (Virus dJdel Sindrome dJde Taura) (rerez,

1999) .

A nivel local no existen experiencias pravias
reportadas sobre seleccién 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 dJde 1%



en animales infectados masivamente con el virus de 1la
mancha blanca. Zos supervivientes al ser infectadcs por
segunda vez al z_canzar 10g de pesc promedio, 30% ressisten
nuevamente al atague viral. E1 90% de los & males

laz dos pruebas de desafio Zueron

supervivientes

negativos para =_ virus por PCR (Panorama Acuicola, 2200).

Por otro lado Jcnes {2000) reporta Jue en infe-:iones
masivas en 200 =i’ lones de postlarvas sdlo 1 de cada :3.000
animales sobreviv=n. Los animales supervivientes Iueron

negativos a manciz blanca.

Los estudic.s de Thompson et 2.., (1993} conllizvan a
asumir que la sustentabilidad de este cultivoe depen:iz=ra de

la seleccion de camarcnes adaptados a las condicicnss de

1

cultivo, de répido <crecimiento y resistentes = las
enfermedades, avalada en el desarrollo de mejoramiento
genético al mismo tiempo. Esta dehostrado gi2  la
resisfencia es un factor muy aGtil en el control de wvirus y
en otros tipos de patdgenos en diferentes esvecies

animales (James =t al., 2000).



Este trabajo se encamindé de manera preliminar a
determinar la supervivencia en camarones prejuver_.ies L.
vannamei, infectados por WSSV en forma masiva., Acsmas de
determinar a los supervivientes libres del viruz dJde la
mancha blanca catalogados como resistentes, y tolerzites a

aquellos supervivientes donde se presentd el rpatdgerc.



2. JUSTIFICACION

El cultivo del camarén a nivel mundial genera
ganancias millonarias que repercuten en la econcmia de los
paises productores; sin embargo, =z los prcgramas de
mejoramiento e intensificacidén se zasocian una serie de
problemas patoldgicos bacterianos y +virales los cuales en
los dltimos anos han afectado la producciédn, tanto en el

hemisferio occidental como en el orienzal (CN&, Z200).

Una de las peores enfermedadss wvirales que ha
impactado a la camaronicultura ecuar-riana, €s la mancha
blanca. Por ejemple, en 1998 la produccidn nacional llegd a
USD 783,7 millones. Con la presencia ie la manche blanca,
en 1999 el pais exportd sélo USD 59!,9 millones, v en el

2000 se reduijo ain mas hasta USD 300 milliones (CN&, 2001).

Para la situacién nacional, es probable que la
creacién de lineas genéticas con resistencia a WSSV provea

a los camaroneros de animales resistentes a la enfermedad



de la mancha blanca, a ma&s de llegar a disminuir la

dependencia de larvas y reproductores silvestres.

Este tipo de estudios debe ser prioritario para el

sector, y sus resultados pueden alcanzarse 3 mediano plazo

mediante za seleccién genética v atilizaciodn de
herramientas moleculares, Lo anterior se basa en
experiencias de los EZstados Unidos, derde 3 través de

programas de desarrollo se han obtenido lineas genéticas de

camarones resistentes a IHHNV y TSV (Wyban 2¢ 31., 1999).

El desarrolle de programas dirigides a seleccién
genética que permitan mejorar la supervivencia en camarén
blanco L. vannamei, contra el wvirus de _3 mancha blanca
podra ser uno de los mayores cambios en el manejo
sostenible de la industria camaronera ecuatoriana, lo que

justificd la realizacién de esta investigacidn.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El acelerado crecimiento de la industria camaronera
ecuatoriana ha traido como consecuencia la cresentacién de
diversas en‘srmedades, las que pueden ser cz:alogadas como

ambientales, nutricionales e infecciosas.

[+0

destaca L

th

Dentro 2Ze la preduccidén de camaron =
presentacisn de enfermedades wvirales y oonms consecuencia
de ello: aumento en la mortalidad, dJdisminucidon en el

crecimients, lisparidad de tallas, entre OCILEs.

Una de _33 enfermedades virales mas importantes es el
Sindrome del Virus de la Mancha Blanca (W8SV), gque
constituye .na de las mayores amenazas para al sector
camaronerc. ~a mancha blanca puede represertar ull nuevo

genero de virus Whispovirus O quizas una nueva familia

Whispoviridae (Van Hulten et al., 2000; Tsai et al.,
1999), el gue se presenta en crustdceos Je diferentes
estadios de «c¢recimiento, con mayor incidencia de

mortalidad durante los estadios de post-larva y la
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probabilidad de perder mis del 90% de la poblacién en un

tiempo de 72 horas.

Debidc a la importarcia en establecer e. vicc maximo
y/o minimo de resistencia a 1la mancha blanca, =ste trabajo
conllevé =z 1la realizac:i3n de pruebas dJde desafio para
determinar la supervivencia y observar el comrortamisento de
los camarcnes superviviernzes en cuanto a lz oresencia o

ausencia de el wvirus.

El przceso se desarrzllé como una inves=ilzacidn, que

permitid® relacionar a :través de un cultive _arvario en
500.000 PL 35 una pruepz de infeccidn masi-=z con WSSV,
(Sindrcme Jdel Virus de la Mancha Blanca), hasti alcan-.r un

gramo de peso.

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

del Guayas.



La investigacién se llevé a cabo durante el periodo de
Marzo a Septiembre del 2001 donde se pretendié dar
resultados valiosos para 1los estudios genéticos de la
camaronicultira en blUsgueda de animales =x»esistentes y/o

tolerantes s WSSV,
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4, OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Evaluar la supervivencia de orejuveniles de Zcamardn

blanco L. vannamei s infeccién masiva con el viris de la

mancha blanca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar la =z:2 Jde supervivencia de prei.—veniles

(de PL 3% hasta . gramo) a4 inreccion masiva.

i

e

. Establecer 1la <carga wviral de I¢ ina2ividuos

pruspas de

supervivientes 2 tal infeccion mediante

PCR.



5, MARCO TEORICO

5.1. Antecedentes

La indus=-ria camaronera en &l Ecuador se 1inicid a
finales de la década del 6C con cultivos extensivos
(Calderén, ~393). Esta actividad prcductiva es tZna de las
mas importances en términos de ingresos de adlvisas por

exportacionzs y fuente generadora de =mpleo (CNA, 19%g).

Tradiciorzlmenzz la camaronicultura ecuatoriania se basa
en el culti-o extensivo de larvas silvestres (Calderdn,
1993; CNA, 1996). Esto hace 2ue .a lindustriz aJependa
fuertemente e las condiciones zameiertales locales y de las

fluctuaciones en aprovisionamien:c. Jde semilla natural,

Igualment= hace gque el negecic sea altamente riesgoso
por la pc¢sibilidad de intrecauccidon de  enfermedades

provenientes Jdel medio natural.

12



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

(1993), sugieren que la supervivencisa del camardn L.

vannamei alcanzada era de 44,6% para la estacilin seca, en
tanto que para la estacién lluviosa alcazaba =21 ~2,0%.

El wvirus de la mancha blanca aparecio 1iriciz_mente en
Crina en 1993, extendiéndose a Japbn a :trzvss de la
importacion de juveniles. La dispersicén al res-: Jde Asia
=asta la India no fue mediante mecanismos nat.rz_.es sino

ror traslocacidén de animales infectados (Alday, 1299). En

América se reportd la presencia de l1la eéenIsrmedad en

coblaciones silvestres y cultivadas en Te:xzs en 1993,
2n Carolina del Sur en 199¢ y en Centroameri: >z en 1999
CNA, 2000).

En 1999 se confirmé la presencia Jde la marncha 2lanca en

Zcuador y como respuesta a la epidemia, se cronibid la
importacién de camarones en cualquier estadio Zle su ciclo
bioldégico, entre otras medidas que no fueron suficientes

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



importacién de nauplios y reproductores de Panami,

Guatemala y Colombia, aparentemente resistentes a la mancha

blanca. (CNA, 2001).

5.2. Descripcidn del virus de la mancha blanca

(WSV) .

5.2.1. Virus: clasificacioén, estructura

molecular.

El ~irus Jde la mancha blanca (White 3got baculovirus
WSBV) de Z:irma Jde bastdn a =liptica, posee mcléculas de ADN
no segmerzadas con un gencmio dJde aproximadamente 290 Kb

(Van Hulzzn et al., 2001).

Pressnita wuna envoltura de tres capas que forma
arreglos paracristalinos en el nucleo de las células
afectadas. El1 tamafo de la nucleocapside mide 80 - 85 nm x

230 - 270 nm.



El virién mide un promedio de 110 - 120 nm x 275 - 330 nm

(Kasorchandra et al., 1998).

Otros autores prefieren el tamanc de 266 x 112 nm
para la envoltura y 22 % 68 nm para la rnucleoccépside (SaZzl
Hameed et al., 2000}. Ademds la madurzcién del virus =s
desarrollada en el interior de lcs nicleos de _.as

células infectadas sin los cuerpos dJde oclusidn prcteicss

(Rasornchandra et al., .398).

El virus de la mancha blarca Liene varizs
caracreristicas en comin con les bacu.ovirus: estructura
bacilar, presencia dJde envoltura, tamado, ADN de doble
hélice y método de repiicacién intranuclear. Por esras
razones se lo clasificd inicialmente como un baculovir:s
(Le et al., 1997). 3Sin embargo, estudics de tres proreiras
estructurales en el virus indican gue estas distan de ser
homblogas a las proteinas estructurales de otros virus.

Esta caracteristica Unica ayuda a sustentar la idea de que

15



WSSV  puede representar un nuevo generc de virus
(Whispovirus) o Juizas una nueva familia
(Whispoviridae, (Van X:_ten et al,, 2003; Tsai et al.,
1999) .

El virus je la marn:=a blanca tiene un amr.ic

hospederos en especies zZantao cu._i

{
th

lvestres
entre las que se epncusntran: P. monodon, L. 3japonicus,
Metapenaeus ensis, Fenneropeneus penicilillatus (Perez,
1997), Macrobranchium rosembergii, Calappa philarigus,
Charybdis feriatus, Helice tridens, Portunus pelagicus,

Portunus sanguinolentus. vy Scylla serrata (Ul.a:

{Chaza =2t al.,
1998; Kanchanaphum et al., 1998; Peng e: 4-., 1995;
Supamattaya et al., 19%2; Chen et ad., 20C3!.

Igqualmente difer=ntes especies je copepodos,
cangreijos,

camarones nc¢ cultivados y larvas Jde insectos de
la familia Ephydridae constituyen reservorios dJdel virus
de la mancha blanca. (Lc et al., 1996).
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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 - infeceién, con signos externcs que incluyen manchas
blancas en el exoesqueleto y epidermis de 0,5 mm a 2 mm de
didametro, coloracién palida rosa o café rojiza, a mads de la

disminucién en el consumo de alimento.

Observaciones histopatclégicas (Mohan et. al., 1996;
Momoyama et al., 1994) revelan hipertrofia nuclear en las
células infectadas tanto en los tejidos mesodermal vy
ectodermal, destruccién celular en: tejido conectivo,
glandula antenal, branquias, corddn nerviosc y ectodermis.
En la fase de viremia, el virus esta presente en todos los
érganos del camarén, reportandose infeccidédn en el sistema
inmune, hemocitos, tejido hematopoyético y  o6rganos

linfoides.

Utilizando pruebas de infeccién experimental para

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

17



(1996) encontraron a .53 16 horas post-infeccidn células
positivas al WSSV en =1 estémago, branquias, epidermis
cuticular y hepatopanceszs. A las 22 horas dlagrosticaron
WSSV en e. oérgano _.i-foide, glandula antena., tejido
muscular, tejido hemat:szoyético, corazdn e intestino medio
y superior, Zstos experimentos se realizaron =r Juveniles
de 0,35 - 0,459 3= P. monodon por =zllmentacicdrn,
administrande junto cocon dieta artificial, teiilzacs de P.

monodon er.fermos.

Supamatamaya et 4_., (1998), evaluaron tres métodes Jde
inoculaci¢én ge mancha £_znca en krill: inyecciln, inmersion
y alimentacién. Se obssrvaron mortalidades de 10CJ% para el
grupo de animales inyeczsdos a los 4 dias de .a Inreccién.
Los animales expuestos 3l virus por inmersiin presentarcn
signos de decoloracidrn - la mortalidad alcanz® -20% cinco
dias después de la inZsccién. Los animales infectados por
alimentacién presentarcr. signos de la enfermeaad =n el 20%
de la poblacién y la mcrtalidad empezd a leos 6 dias post-

infecciodn.



Maeda et al., (1998), inyectarcn una solucién viral
en el tercer segmento abdominal de Marsupenaeus japonicus y
P. Monodon. Lcs zrimales fueron marnz2nidos en acuzrios de
vidrio a una temperatura de 28 - 30 °C. La mortaiidad fue

vy

monitoreada diarizmente por diez dias, observarnaose

i
L
(¢]
.
1411

mortalidades masiwzs a partir del -srrer dia qespus

lcanzar el 100% = -os diez dizs post-

m

infeccidén, hasta

infscciodn.

S

Chou et al., :1998) reporta meorzzlidades de 177% entre
el guinto y septirm: dia de post-inrec:iin en M. japonicus y
P. monodon. Etn =52 experimentc el virus fue extrails a
partir de filtraccs de tejido epidernz: y suministrade 2ajo
el método de Inmersidén. En P. monodon ie 1,5 g infzac--sdos
por ingestidn se cpservaron signos c-inicos a3 las <3 Loras
post-infeccidon. Lcs O6rganos fueron l:nivadidos tota.msnte en
56 horas y se orbzuvo una mortalidaa Je 100% a -cs cinco

dias de post-infeccidén, (Chou et sl., 1998; Chanc =2t z2l.,

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

En el diagnéstico de la mancha blanca, la Reaccidn en
Cadena de la Polimerizacién 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, alin en muy bajos niveles a través de un proceso
enzimatice termociclico repetitivo. Cada ciclo permite
amplificar un 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 oligonucledticos,
trifosfatos deoxynucledtidos, reaccién buffer, magnesio y

aditivos.



Se puede obtener una amplificacidén exponencial en una

reaccién de PCR, e¢sta reaccién comprencds segin Newton et

2., (1997) tres p=zsos:

=
=
-

-. Desnaturalizacién de las dos cadenas del ADN,

corresponde 2z ‘a separacion delkizo z la accidn de la

cemperatura =ange 393° - 100°C!.

. Hibridizacién, en la base a lz zC-r.ementariedad de

i

case., Los inloiadores oligonucla2tiacs se unen a cad

i

1

ina de las c=zzenas del ADN en un Dz30 le “emperatur

(37° = 65°C).

que la ADN T:ll-erasa comience a

s

3. Extension, p=-mite

de Qs iniciadores

= =

polimerizar a partir

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

amplificada ciclo tras ciclo (Graf. 2V,

Existe una serie de protocslos v xits para iz 2z-zociédn
del virus de la mancha blazca mediante PCR {(ic =r i

1996; Takahashi et al., 1993,

Diversos autores har Jemostrado gue es Tosible
cuantificar el genoma del WSSV usando la PCR 3 gzrzir de
muestras dJde hemolinfa y tefides de cefalotdra:x, -2arando
detectar por PCR las diferencias er la distribucidr de las
repeticiones que constituyen polimorrismos geneticcs (Tang

et al., 2000; Haymer, 19499),

[
12
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HIPOTESIS , VARIABLES E INDICADORES

HIPOTESIS No. 1

Los programas de mejoramientc gernétice inducen a la
creaciéon de lineas resistentes a WS3V sSindrime del Virus
de la Mancha Blanca) logrando mejorar .z supervivencia del

camardn blanco L. vannamei.

VARIABLES INDICADORES T, Imsmmp.créuj

I

l1.Programas de| Sistema de F. de ADN i

|

mejoramiento cruzamiento |

genético r

1

2 .Grado de % de mortalidzd T. PCR |
supervivencia
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HIPOTESIS No. 2

La supervivenciz a infeccidén masive constituye un
medic eficiente en laz seleccidén de animales resistentes a

mancha blanca.

VARIABLES INDICADORES T. INVESTIGACION ;
1
| 1]
Supervivencia 3j~nimales QpserTIsion directs
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1. Estudio experimental.

dem = wm A
(8

En el estudio 3= evaludé la InZ=28ilT
ingestidén del wvirus de la mancha

preiuveniles de L. vannamei. (Pérez, _::

masiva oY
en 500.022

Je pretendil

determinar si los arimales supervivieniss = .& inTfeccicic
eran portadores del viris O no.
6.2. el lugar de investigacién.

La investigacidér. se realizd en e_
Acuicultura e Investigaciones Marinas "“zdgar
(CENAIM) ubicado en S£za Pedro de Manglzrzlrce,

Santa Elena, Provinciz Jel Guayas, Ecuzllr.
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6.3 Duracién del trabajo.

La investigacién se realizé en seis meses, la misma

que inicid desde el mes de Abril del 2001 a Septiembre del

mismo anc.

6.4, Muestras a investigarse.

Para realizar la investigacidn se uzilizaren 300

muestras correspondientes al grupc Je supervivientes e

infectadcs.

6.5 . Materiales de investigacion.

e urilizé para el diagnostico iel virus le la mancha

7]

blanca, ADN extrzido de los camarcres sucervivientes e
infectados, mediante la Reaccidn en Cadena Je _a Pclimerasa

(PCR) .

28



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: -ubos de 1.500 ul, puntas de 1.000 ul,
puntas Jde 200 =I.

» Reacrivos: solucidn de CTAB {Cetyltrimethy
Lammonium Bromide), Proteinas K, ftencl, Cloreoformo,
etanol 70%, Solucién TE {Tris Ethilén diamino

Tetracético).
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6.6.3. En la Técnica de PCR.

, Materizles: tubos de 200 ul para PCR, puntas de 200

ul.
. React:iss: Solucién de MgCl2, Soluciir buffer,
solucidr. de dNTPs (Dicxinucledtidos TriZcszZatos),

Polimerzss, Primers para deteccién Jdel virus.

6.7. METODOS

B T Origen de las post - larvas de

camarén para el ensayo.

La poblacidén cultivada para erectuar la —arwicultura
fue de 500.230 en PL 21, 1las cuales eran origirsles de
poblaciones 1o seleccionadas de camarones L. vannamei
proveﬁientes 4e 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 razén de 8% de la biomasa. La temperatura
promedio durante la larvicultura fue Jde 29 grados

centigradcs mientras que la salinidad estuve & 34 ups.

Para e’ mantenimiento del sisgexrs s& utilizaron

Aquamats®, -z calidad del agua se manTenzZa °or recampbic

cada dos dizs y diariamente los residucs Jde a_imentc y de
metabolismc -u:esron extraidos por sifonec.
El cultivo fue mantenido desde 7L ¢ "3zsta que los

animales alcan-aran la edad alrededor Je f_ 35, durante
este periodc se realizaron muestreos pgars evaluar el

crecimientco,
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6.7.2.Protocolo de infeccidén masiva.

El preparado viral (papilla) proviene de camarones L.
vannamei con peso promedio de 4g infectados con W3SV,
verificado por PCR y preservaccs por tres meses a -20°C. Se
utilizé la cantidad de 797,6c ie camarones enrermos a los
cuales se les extrajo la carezz, para la infeccidn se
utilizé al abdomen triturado 3urante 30 sequndcs, todo el
proceso fue realizado en frescc (CLemperatura de 12 - 13

‘e .

A partir de PL 35 se efervac la infeccidn en 108 dias
mediante la ingestién de papi-_a, se suministré el primer
dia dos raciones a razén ade 0% de la biomasa con un
intervalo de tres horas, se realizd sifoneo dJdespués de la
primera dosis y recambio de acua en 80% luego de la segunda
dosis, 24 horas después se ziministrd una tercera dosis
efectuando sifoneo y recambic de 80%. Se continud la
alimentacién normal con balarnceado CENAIM 40 PP. Durante
los dias de 1infeccién se rmantuvo aireacidn constante,
salinidad a 34 ups, temperatura de 26,8°C y oxigeno

3,8 mg/lt.

L
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El periodo post-infeccién se extendid durante 9 dias
durante 1los cuales se realizaron muestreos aleatorios,
haciendo una transferencia a tanque de 35 TM a partir de
alli el cultivo fue mantenido hasta alcancar pesc cromedio

de 1lg.

Se siguisron medidas de bioseguridad y el métcoiz usual
de la <cloriracidn en concentracién de 300 g/:.300 1t

durante 30 mirutos para la limpieza del material utllizado.

6.7.3.Extraccién del ADN genomico.

Se utilizd un método de extraccién para 300 muestras
correspondierntes a dos grupos: post-infectados y

supervivientes.
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6.7.3.1.Método de extraccién.

Cetyltrimethy Lammoniun bromide (CTAB).

1.8e soleocd tejide de camardn (brargquias) a

homcgenizar en 600 ul de CTAB buffer en micro tubo

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

2.S8e incubd las muestras a 30 jrados centigrados por

30 min. o 60 grados centigradcs por 45 mIrn.
3. Enfriadas las muestras a temperatura 3mblente se
centrifugé a 13.000 rpm por 5 min. en una

centrifuga (Jouan), se transiirid el sctranacante a

un ruevo tubo de 1,5 ml.

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

forra manual ¢ con vortex.



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

el sobrenadante, sin tocar la interfase.

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

durante 5 min.

7. Se recuperé el sobrenadante y se adicion6é 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 10 min., Y se
eliminé el sobrenadante, haciendo un lavado la
porcién esférica de la muestra con 400 ul de

ethanol al 70% frio.



9. Se procedid 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.Reacciébn en Cadena de la Polimerasa

(PCR) .

6.7.4.1.amplificaciones ribosomal.

Para determinar las condiciones de PCR se partid de

los protocelos propuestos por Lo (1996), Kimura (1996) 4

Lighner (2000).

Se preparé un volumen de reaccién de 13 ul por

muestra, segun la siguiente tabla:
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Tabla 1:

Contenido de la mezcla de reaccion

COMPONENTE CANTIDAD / CONCENTRACION
Agua gsp 13 ul

PCR 10 x Buffer

MgCl2 25mM (1,uM)

DNTPs 10mM (0O, 2mM)
RiboForward441l 20uM (0, 2mM)
RiboReversedd4l 20uM (0, 2mM)
TagPolimerasa 5 U/ul (1U/reaccién de 25ul)

Se adiciond a cada tubo 15 ul de aceite mineral.

6.7.4.2.Iniciadores:

Se utilizaron iniciadores WSSV Lightner (2000).

44

51’

5!

- TTGTACGAGGATCGAGTGGA - 3’

- ATGCTTTCGCAGTAGGTCGT - 3'
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6.7.4.3.Amplificacién con kit CENAIM WSSV.

El diagnéstico para WSSV por ZCR fue llevadc a cabo

usando los siguientes iniciadores:

Kimura (19986)

SE2 57 -~ TCTTCATCAGATSTTAITGL - 37

R: 5" - TAACGCTATCCAETATIACG - 3/

Lo (1996)

2. 57 - GTAACTECCCCTTIaRICTC - F
94

&- 5’ - TACGGCAGCTC T IAICTG 2 i

-Se prepard un volumen de 13 .. ©or muestra, segun la

siguiente tabla:



Tabla 2: Contenido de la Mezcla de reaccidén 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)
ReversePrimer941 20uM (0,2 uM)

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

Agua gsp 13 ul

PCR 10 x buffer

MgC12 25mM (1,5 uM)

DNTPs 10mM (0,2 uM)
Ribod41lF 20uM (0,2 uM)
Ribo441R 20uM (0,2 uM)
InternoS570F 20uM (0,2 uM)
Interno570R 20uM (0,2 uM)

Tag Polimerasa 50/ ul (1 U/ reaccidén de 25 ul)

Se adiciondé 15 ul de aceite mineral para cada muestra.

Las mezclas para amplificar se llevaron 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 seg., 72°C por 1

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




©6.7.5. Método de separacién 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 bafic maria durante 30 min. a 80 grados
centigrados para permitir la disolucién completa de la

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 los
respectivos hoyos del gel en un volumen igual de 12 ul,
Después de separacién de las bandas en el gel por
electrofdresis cerca de 2 h de migracidén 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 tznTtos para poOsST-irnIsctzdos como

para supervivientes.

6.7.6. RAnalisis estadistico.

La evaluacion del vir:us de la mancha b_znca: las 300
muestris rueron evaluadas mediante PCR 2 205 pasos
siguiends el protocole de o et al., (199¢ . TZilizando
pruebas de Chi cuadrado X- se determind si 3 Zrecuencia
de animales infectados Jetrsctados  c¢on uno - 20: £asos de
PCR era similar para los Jos grupos (superwivigates vs.

infectados inicialmente).
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7 .RESULTADOS - DISCUSION

La experimentacién inicié con un grupco de 500.000
animales. Como indéculo se utilizé papilla infectada durante
dos dias, la alimentacién diaria de las post - larvas er

-

toda la prueba fue con balanceadc CENAIM 40 PP corn el =%

de la bilomasa. Considerando el crecimienco opservads anzes

de i1a infeccidn y gue se ubica en preomedio e 0,0134 g/dis
{Graf. 3). El incremerco de pesc durante 2. levantamiern-z

de post - larvas hasta 1 g waril por las coadicicres

mantenidas en el tanque, asi los rzesultades de muestracs
realizados en el perisdo post-infeccién zevels Dl 80s
g/dia en promedic de crecimiento. En &l graficc 4 8=

t

presentan datcs de c¢recimiento de la poblacidn rezlizad:
bajo los protocoles implemeiizadus. S abservarc:h
mortalidades acumulativas diarismenre durante 13 Jdias

después Jde la infeccidrn.

.La supervivencia debla ser Jde aproximadamente =1 3%
considerando la mortalidad observada en pruebas Jde

desafio en laboratoric (F. Pérez, comunicacién 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 Faralldédn Aquaculture v 0,0125% para el reporte de
Jones (2000) noe se <cbhservan altas diferencias en
porcentajes. 8Sin embargc ~os datos de supervivencia en
piscinas camaroneras en cgrasencia de la manchz blanca en el
Ecuador es de 18% (Bayv:c: 2t al., 2000} :i: 3Jue permize

observar Jdiferencias en rcrrantajes.
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Grafico 3.

Resultados antes de infeccion. Crecimiento en

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

Peso de
postlarvas (g)

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

0,02000
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0,00500
0,00000 |
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| 2 3 4 5

Dias antes de infeccion

l| —e— Promedio de
| crecimiento

Grafico 4. Resultados despues de infeccidén. Crecimiento en

post-larvas L. vannamei durante 5 semanas

Peso de
postlarvas (g)

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

1

2 3 4 56 7 8 9

Dias postinfeccion
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Fod Andlisis de individuos infectados y
supervivientes por PCR.

7.1.1.Determinacién del grado de infeccién.

Los prcductos de PCR inciuyer bandas <& intensidad,
cuya observaclidn es fluctuante entrye _as muestras e ADN.
Por este rechs los productos de amplificacién =zibcscmal vy
amplificacidn de una, dos; tres;, © nas bandas ZZeil virus han
side consizerzdos como grados de infeccidén por referencia

al marcadcr Jde peso molecular (1lKb lLadder GIBCC =RL

Se idencliicaron dos tipos de bandas en —.nolén JJe sus
intensidad, zfuerte y reducida, lo cue podris 2eberss a la
cantidad de ADN ya sea por la presencia Je ifactores

inhibidores © por la baja c¢oncentracidn de AZN (Anexo 3).

Se establecieron cuatro grados de infeccidén de WSSV
para los gue fue necesario determinar el pcrcentaje de
individuos post-infectados y supervivientes positivos,

detectando la presencia del virus correspondiente al grado
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1 de infeccidon con el més altoc porcentaje de individuos

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

Los res:ultados de las amplificaciones por =ZR de post-
infectados  supervivientes se presentan en _z Zabla 3 y

tabla 4.
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Grafico 5a Infeccién de camarones L.

diferentes grados de infecciédn

Promedio de

Grafico 5b Supervivientes L.

infeccion

Infeccién de camarones L. vannamei

con WSSV en diferentes grados de

infeccion
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Tabla

3:

Descripcidén de

individuos

post-infectados y

supervivientes L. vannamei en deteccién de WSSV por PCR.

PCR # De individuos infectados en dias post-infeccién

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

) ! 15 12 13 6 3 16

*2 1 0 0 0 0 1

*3 2 0 2 0 0 0

x4 0 0 1 4 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 17,36 2,31 1:38 0 0
1 10,41 8,33 9,02 4,16 2,08
2 0,69 0 0 0 0
3 1,38 0 1,38 0 0
q 0 0 0,69 2,77 0
9 4,86 6,25 4,16 10,41 11,11
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 promedic de infeccién / dia se
evaludé 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 1las 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 camzrcnes post-infectados y 144 para los z~imales

supervivientes.

En efec-: -z%zo para lcs iniciaderes K441, #I7. 7 #94l

ciertas bancz:s “igron posib_es observarse para 58 CITaronss

post-infectazics v 60 camarones supervivientes, _C& Que
indica la amg_i-icacién del ADN del camardén y de. =ON del
virus, estos resultados permiten establecer diferszncias en

porcentajes 3=, 3% v 41,6% respectivamente.

Al comgparar las experiencias de infecciones masivas
llevadas a 2abc en Panama se muestran IE3UiTados
contrastantes. Scor un lado Faralldn Agquaculturs retoria que
el 90% de 325 animales supervivientes a des prispas Jde
desafio fueron negativos para WSSV por PCR  Faznorama

Acuicola, 2000). Por otro lado Jones (2000) rercrrta que
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infecciones masivas en 200 millones de pcst-larvas s6lo una

de cada 80.000 animales fueron negativos a mancha blanca.

La PCR permitid obtener la carga virel dJde 10s camarones

analizados por Chi Cuadrado (X®) encontrandose gue en el

igcativamente

5]

septime dia dJde posz-infeccidn nc =s igni

diferente ( p « .,05) con respecto 3 lz dererminada en los

supervivientes (p = 3,0159) vy en los dias primero (p =

0,0252) y tercero (p = 0,0154: Je post-infeccidn. Con
respecto al quinto (g = 0,0715) y novero dia (p = 0,188)
después de _& infeccion eviste una diferencia

significativa, llegando & mantenerss la carga viral en el
mismo nivel que en el dia séprimo Je post- infeccidn
durante los treinta y cinco dias en gque se llegd al final

del ensayo (tabla 5).
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Grafico 6. Porcentaje de infeccién en camarones L. vannamei

en diferentes dias post-infeccion
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Tabla 5: Resultados por PCR de la carga viral de post-
infectados y supervivientes mediante Analisis Chi cuadrado
(x*)
Primer | Tercer | Quinto | Séptimo | Noveno ' Supervivientes.
dia dia dia dia dia l
Primer - 0,329 |0,3657|0,0252 (0,747C '0,3669 I
dia | '
Tercer | - - |0,2837|0,0154 | - 90,3925 |
dia
Quinto - - - 0,0715 [0,5023 00,2021
dia !
Séptimo 0,188C 10,0159 |
dia : !
Noveno 0,6665 1
dia o 'I
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8. CONCLUSIONES

El presente trabajo constituye el primer estudio de
infeaccién masiva controlada con WSSV y que considera la
sucarvivencia y carga viral en prejuveniles de camaroédn

blzrz0 L. vannamei.

Se he demostrado la faccipilidad de realizar

D

irfs:ciones masivas por ingestidn 2z partir Jde camarones

ir?sstados ccn WSSV conservado a -i0°C.

El mézc3s de infeccidn plancssdo induce nliveles de
resistencia /o tolerancia cuya vallc2z en el carmarin se ha
derostrado e2n  los datos recopi.adcs en ol individuos
pcsitivos de los 150 supervivientas zl virus de la mancha

LSO

A pesar de que animales mencres a PL 30 ro muestran
di‘erencias estadisticamente significativas en mortalidad

al ser sometides a pruebas de dJdesafio con respecto a
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controles no infectadss e igualmente si el indculo es

almacenado por un veriodo mayor a tres meses las

mortalidades son merncrss que si se utiliza un  inoculo
fresce (F. Pérez, comun::zacidén personal', =i -2 practica en
L. vannamei la inges-i:n de papilla cconzaminada con WSSV
causa mortalidad en :zizmpos wvariables 2sperdiendo de el

estado del animal y 23z 2l tiempo de Jocnservacion de Ls

¥}
O
"~
(% ]
il

|

{

7]
o
O
|l
[
v
1
e
&
(T

muestra infectada, asi _os5 resultado

a partir de PL 35 se gusde alcanzar Uurn: 3upervivencla de

0,C31% en la poblaciin frente a un 3zIsgue de mancha
blanca.

En estudios real’-ados por Soto & z.., (2001) se ha
determinado que =3 carga viral noe difiere

significativamente er @&! abdomen y csZzlctdraz Jde  los
camarones infectados con WSSV. Por ence _a exposicidn es
aleatoria ya gue 2 wvirus no est2 homoagéneamente

distribuido, considerando gue algunos cemarones son menos

agresivos al alimentarse en el tanque.
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A pesar de algunos problemas en las amplificaciones,
la utilizacidén de 1a ctécnica de PCR permiti¢é obtener las
amplificaciones de_. ADN del camardon y del ADN del WSSV para
300 animales en eszudio corresponaiente a dos gripos pest-

infectados y super~ivientes, fue posible distirguir alguncs

productos amplifizzjcs caracteristicos de la pressncia Jde
irus y gque pueder. ser consideradeos como positives, leo gue
centirma su utilizazd para el Jdiagndsticoe de ratdgencs

especificos (Lo ec =zI., 1996; Takahashi et al., 199%8).

L

_
=

Los datos Jde sursrvivencia recolectados a. Zerming

!

experimento denotan Jiferencias &iltas en porcsniaijes oen
respecto a la surervivencia de 1%3% (Bayot ez &.l., 20040}
alcanzado en pressncia de mancha blanca, estc indica gue
los animales surervivientes en piscinas c-cmerciales

prcbablemente no Iuercn sometidos a cargas virz_ss mortales
0 que simplemente 7o entraron en contacto con i virus. Por
lo Eénto, la utilizacién de animales supervivientes de

piscinas comerciales no seria un medic eficiente para

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

€n este caracter.
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9. RECOMENDACIONES

1. E1 presenze trabajo conduce a recomendar un es:tudio a
mayor escz’a a fin de, por una parte conocer ~sjor 1la

superviver:ia en prejuveniles y Jjuveniles L. vannamei

Yy POr ZTXz parte aportar Con resultades prictizos de
los animz_z3 seleccionades ccomo repraductores., Zn base

a estzs resultados, adaprar 123 prcoctzoo_:ts  de

4

seleccidn = condiciones ds piscinas comerciz.ss y en
lg posik_z aportar con material genétice 3J& =23ativa
carga vizz_. frente a WSSV y/o cuaigiier s<rizootia
dentre 32 i4n proceso de me’oramiento genstis: bajc

condicicnz2 iccales.

2. Emprender =n estudio acercae de lz determinaciisn del
parentesc: entre individuos B identiiizados,
asignandc =21 correcto par Jde parentales. Zonsizsrando
la iderzificacién de 1o8 progenitcres Yy su
pontribuci*n genetica sera posible seleccionar
reproductcores resistentes s la maancha blancz y de

igual marera su progenie.
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3. Emprender el método de infeccién planteado adaptando
el Protocolo a condiciones e estangues locales de tal
manera que el productor pusda iniciar un CIiZlo con
anifzlés resistentes y cor .,231l% de superv.Tzncia a

WSSV en l& poblacisdn a parzix Jde PL 35,



PRESUPUESTO

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

Post=-larva Millar 500 2.5 1250
Cloro Kg. 10 5 50
Alimento Kg. 10 1.5 15
Rguamats Metro 5 15 75
Piedras difusoras Piedra q 5 20
Extraccién DNA muestra 300 0.7 210
Detecclidn WSV muestra 00 0.2 120
Optimizacién PCR muestra 600 0.2 120
TOTAL 1860

Presupuesto del

Material utilizado en la Extraccién de ADN.

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

Fenol M1 0.25 400 | 104.625 0.261 0.0653%0%6
Cloroformo ml 0.7 500 196.3 0.392 0.2748200
Proteinaza K G 0.0001 X 411 411 0.0411000
TE M1 0.0001 1000 [ 0.004 0,0000004
Solucidén CTAB g 0.00001 1000 200 0.200 0.0000020
Etanol ml 1.5 500 44,9 0.089 0.1347000
Tubos de 1.5 tubo 4 500 12 0.024 0.0960000
ml

Tubos de 0.5 tubo 1 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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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

L ANO 2001 - 2002

ACTIVIDADES MES DE EJECUCION
i SEPT.|OCT.|NOV. |DIC. [ENERO |FEB. MARZO |ABRIL
1. Recopilacion de literatura e incorporacién de sugerencias de la C.l. |' e i
2. Andlisis de resultados - conclusiones — recomendaciones ”
3. Revision del borrador y presentacion del informe final al H.C.D. T =N |
4. Correccion de la tesis - sustentacion - incorporacion Gl
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10. SUMMARY

A survival study of postlarvas PLs of L. wvannamei
White Shrimp was conducted to realize a quantitative and
gualitative evaluation of massive infection with WSSV
(White Spot Syndrome Virus), that it affected at
efficiency precductive 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 wvirus. Since these positive
data that were generated by PCR detection were named

tolerants to 17 survivals where the wirus was detected.

This report describes WSSV challenge study in 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

l 2 3 + 5 6 7 8 9 1 i 12 M

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

M 13 14 1516 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 |3 PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivienies, deteceion de
WSSV en individuos 27, 30, 32, 33 34 y 35 Amplilicacion rnibosomal en individuo
25 M marcador de peso molecular Kb,

A R T -

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

Anexo L4, PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes, deteccion de
WSSV en individuos 38, 39, 41, 42 43, 44 y 48. M: marcador de peso molecular
IKb.



ANEXOS

Anexo 1.5 PCR para WSSV en PLs: amphificacion de supervivientes, deteceion
de WSSV en individuos 34, 55 y 57. M: marcador de peso molecular [Kb.

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 1KD.
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Anexo 17 PCR para WSSV en PLs: amphificacion de supervivientes,
deteccion de WSSV en individuos 73, 74, 75, 82 v 83 M- marcador de
peso molecular TKD.

M B84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 9
Anexo |8 PCR para WSSV en PLs amplificacion de supervivientes,

deteceion de WSSV en individuos 86, 93 94, 95 v 96, M- marcador
de peso molecular TKD.
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97 98 99 100 K01 102 103 14 105 106 1T M

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

MO8 109 110 LEE 12 113 14 1S e 117 118 119 120
Anexo .10 PCR para WSSV en PLs: amphificacion de supervivientes,

deteceion de WSSV en individuos 108, 109, 110, 1UE, VI3, T TS y 1200 M
marcador de peso molecular Kb

/8
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121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 M

Anexo | T PCR para WSSV en PLs: amplificacion de supervivientes, deteccion de WSSV
en individuos 122,123, 124125, 128, 130 v 131 M marcador de peso molecular 1Kb

M 133 134 135 136 137 138 139 140 (41 142 043 144

Anexo 112, PCR para WSSV en PLs amplificacion de supervivientes, deteccion de WSSY
en individuos 138 y 140, M: marcador de peso molecular TKb.
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