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RESUMEN

Artemia es el principal alimento en larvicultura y reproduccion de peces y crustaceos.
Su produccién esta limitada a unos pocos paises mientras que su comercializacion se
presenta a escala mundial. El virus de la mancha blanca tiene una amplio rango de
hospedadores entre los crustaceos por lo que existe la posibilidad de que la Artemia sea
sensible a la infeccion. Su amplia distribucion internacional tendria implicaciones
sanitarias transfronterizas de gran importancia en el control de enfermedades. Este
estudio evalua la posibilidad de infeccion de Artemia con el virus de la mancha blanca.
Para ello se cultivd Artemia y se estim6 la eficacia y sincronia de eclosion de los quistes
y se optimizd el nivel de alimentacion. El extracto viral se prepard a partir de
infecciones experimentales en Penaeus vannamei y fue cuantificado por PCR. P.
vannamei fue utilizado como control de infectividad del extracto. Se efectuaron tres
pruebas de desafio con el virus de la mancha blanca, en nauplios, juveniles y adultos a
35 ups y 100 ups de salinidad. Posterior a su reproduccion, se colectaron quistes y
nauplios para evaluar una posible transmision vertical. Las muestras fueron analizadas
por PCR y por inmunohistoquimica. Se intent6 desarrollar un control interno para PCR
en el que se amplificara DNA de Artemia pero los resultados no fueron satisfactorios.
Las muestras recogidas del primer desafio fueron positivas para PCR, pero la infeccién
no pudo confirmarse por inmunohistoquimica, lo que sugiere que la presencia del virus
era superficial y no una infeccion activa. El resto de las muestras fueron negativas tanto

para PCR como para inmunohistoquimica, por lo que se pudo concluir que bajo las
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condiciones del experimento, Artemia no es sensible a infeccion por el virus de la

mancha blanca.



1 INTRODUCCION

La produccion acuicola es el resultado de un proceso complejo que envuelve el
ambiente, el manejo, los suministros y el mejoramiento genético, siendo importante
dirigirla de manera adecuada (Villalon 1991, Brock y Main 1997). Las enfermedades
son el factor mas limitante en la produccidén acuicola y se incrementan con la
intensificacion del sistema de explotacion y la mala calidad del agua y suelo (Pillay
1992, Kautsky et al. 2000, Walker y Subashige 2000).

La camaronicultura asiatica ha decrecido drasticamente debido a una etiologia virica,
reportada desde 1992, principalmente en Tailandia, Malasia, Taiwan, China, India,
Japon, conocida como virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV)
(Wongteerasupaya et al. 1995, Lo et al. 1996b, 1997, Chou et al. 1998, Otta et al.
1999). Este virus aparece por primera vez en América en 1996 en Estados Unidos en un
caso aislado y se presenta de forma generalizada en camaroneras de la costa oeste
americana a partir de 1999 (Wang et al. 2000).

Este virus es extremamente virulento y tiene un amplio rango de hospedadores y tejidos
sobre los cuales desarrolla la infeccion (Wongteerasupaya et al. 1995). Se ha
demostrado que puede infectar camarones marinos peneidos, cangrejos, langostas,
camarones de agua dulce (Sahul Hameed et al. 2000, Corbel et al. 2001), y ha sido
detectado en copépodos, insectos y Artemia (Otta et al. 1999, Hossain et al. 2001,
Chang ef al. comunicacion personal).

Artemia, rotiferos, microalgas y algunos copépodos son el principal alimento
suministrado a larvas de camarones peneidos durante los primeros estadios. Artemia es

el alimento mdas versatil para los estadios larvales de crustaceos y peces y ha sido



empleada ampliamente en alimentacion de especies comerciales en las ultimas dos
décadas (Ribeiro y Jones 1998, Sorgeloos et al. 1998).

Biomasa enriquecida de Artemia también es empleada para obtener altas frecuencias de
desove, mejorar los niveles de maduracion de reproductores de Penaeus vannamei, y
mejorar la calidad larvaria (Wouters et al. 1999). Metanauplio II es usado como un
mejorador del crecimiento en los estadios post-larvales, obteniendo mejores resultados
en el control de calidad de larvas (Sorgeloos et al. 1998).

Artemia también se emplea como vehiculo de hormonas, suministros nutricionales
(Sorgeloos et al. 1998), antibidticos (Majack et al. 2000) y como vector de bacterias
patdgenas para realizar infecciones experimentales en camarones peneidos (Roque ef al.
2000). Los ensayos experimentales por bioencapsulacion de Vibrio parahaemolyticus en
Artemia para infectar P. vannamei demostraron que puede ser una via efectiva para
producir enfermedad sin necesidad de contacto del camaron con la bacteria en forma de
bafio.

Este estudio intenta evaluar la posible infeccion de Artemia con WSSV y su transmision
vertical basdndose en el amplio rango de hospedadores que tiene este virus entre los
crustaceos y su previa deteccion en gonadas de camarones peneidos. Siendo la Artemia
el principal alimento vivo en larvicultura de camarones y que se distribuye
internacionalmente, la posible infeccion tendria implicaciones sanitarias de gran
relevancia para los sistemas de produccion y de movimiento de patégenos a través de

fronteras.



2 ANTECEDENTES

2.1 TECNICAS DE DETECCION DE VIRUS

Existen diferentes técnicas para la deteccion de virus: reconociendo los cambios que
provoca en los tejidos (histopatologia), por la deteccion morfolégica del virus
(microscopia electronica), usando anticuerpos contra el virus producidos en otros
animales (ELISA e inmunohistoquimica) o por la deteccion del ADN del virus (PCR e
hibridacion in situ) (Mialhe ef al. 1992). Estas tltimas son técnicas muy sensibles que
permite detectar infecciones subclinicas. Wiedbrauk y Farkas (1995), Itami et al.
(1998), Lightner y Redman (1998), Walker y Subasinghe (2000), presentan extensas
revisiones sobre las ventajas de los métodos basados en ADN sobre los métodos
clasicos, siendo la técnica de PCR mads sensible y mas comiinmente utilizada.

La PCR es una técnica de amplificacion de ADN desarrollada en 1986 (Mialhe et al.
1992). En acuacultura es empleada para secuenciar ADN, detectar ADN de virus,
bacterias e invertebrados y diagnosticar enfermedades (Lightner y Redman 1998,
Walker y Subasinghe 2000). Su uso estd recomendado para el diagnostico de
infecciones asintomaticas o certificaciones de reproductores libres de patégenos o
larvas. Existen variaciones de la técnica de PCR tales como PCR anidado en que hay
dos pasos de amplificacion de ADN o RT-PCR que es utilizado para la deteccion de
patogenos ARN (Nunan et al. 1998). En este caso, hay un paso anterior en el que se
traduce un fragmento de ARN a ADN y se continua con la amplificacion de este nuevo
fragmento de ADN (Nunan et al. 1998). Esta técnica ya esta disponible para la mayoria
de los virus que afectan a camaron tales como Taura Syndrome Virus (TSV), Infectious
Hypodermal & Haematopoietic Necrotic Virus (IHHNV), Baculovirus (BP), Monodon

Baculovirus (MBV), virus de la mancha blanca (WSSV), Yellow Head Virus/Gill



Associated virus (YHV/GAYV), y Hepatopancreatic Parvovirus (HPV) (Lotz 1997,
Lightner y Redman 1998, Walker y Subasinghe 2000).

WSSV immunohistochemistry ShrimProbel] es un kit desarrollado por Diagxotics para
determinar la ubicacion exacta del ADN del virus sobre cortes histologicos usando
anticuerpos monoclonales especificos para WSSV (Lightner y Redman 1998). Un
segundo anticuerpo conjugado a una enzima es afiadido en un segundo paso y la
reaccion es revelada con el uso de un substrato que genera una reaccion colorimétrica en
los nucleos de las células infectadas (Diagxotics 2000).

2.2 NOMENCLATURA DE WSSV

WSSV fue descrito por varios investigadores en un mismo periodo de tiempo, por lo
que recibid varios nombres:

-HHNBV: Hypodermal and Haematopoietic Necrosis Baculovirus en China (Huang et
al. 1995)

-RV-PJ: Rod-shaped nuclear virus de Penaeus japonicus en Japon (Inouye et al. 1994)
-SEMBYV: Systemic Ectodermal and Mesodermal Baculovirus en Tailandia
(Wongteerasupaya et al. 1995)

-WSBV: White Spot Baculovirus en Taiwan (Chou et al. 1995)

Finalmente, el nombre que se ha aceptado por la mayoria de los investigadores es Virus
del Sindrome de la Mancha Blanca (Nunan y Lighter 1997).

2.3 MORFOLOGIA Y PATOGENICIDAD DEL WSSV

Los viriones de WSSV son bacilos de gran tamafio (276x121nm) (Kasornchandra et al.
1998) con un apéndice y su afectacion incluye un amplio rango de hospedadores como

se definen en el acapite 2.5 de esta tesis.



Los signos externos de la enfermedad son manchas blancas sobre el carapacho,
apéndices y en el interior de la cuticula en todo el cuerpo. Se presenta una mortalidad de
hasta el 100% entre 3 a 7 dias desde la aparicion de los primeros sintomas (Chang et al.
1998a, Otta et al. 1999, Wang et al. 2000).

Los tejidos afectados son todos aquellos de origen ectodérmico y mesodérmico,
especialmente en el epitelio subcuticular de la epidermis, del estdbmago, branquias,
cuticula entre otros (Wongteerasupaya et al. 1995).

WSSV forma cuerpos de inclusion en los nucleos de las células afectadas. Los nucleos
de las células infectadas son hipertroficos y pasan por dos estadios, en el primero el
nucleo se describe como cuerpo de inclusion tipo Cowdry A y al madurar se observa
dos o tres veces mayor a un nucleo normal con la cromatina marginada y de aspecto
basofilico. (Lo et al. 1997, Kasornchandra et al. 1998, Tsai et al. 1999).

2.4 VIAS DE TRANSMISION DEL VIRUS

Chou et al. (1998) estudiaron tres vias de infeccion para WSBV en Penaeus monodon 'y
P. japonicus: inyeccion, contacto con cuerpos de agua contaminados e ingestion oral de
particulas virales de tejidos infectados. En el estudio concluye que estas tres vias son
efectivas para infectar las especies empleadas para el estudio.

La presencia del ADN de WSSV en las génadas, principalmente en el tejido conectivo
de camarones y cangrejos, sugiere fuertemente que el WSSV puede tener transmision
vertical (Lo ef al. 1997, Chang et al. 1998a, Tsai et al. 1999). Existe la posibilidad de
transmision vertical del virus en la superficie del huevo: “per ovum”, pero no se ha
demostrado una transmision dentro del huevo “intra ovum” ya que los 6vulos que se han
detectado infectados degeneran (Lo et al. 1997). Esto permite reducir el riesgo de

transmision a través de lavado de los huevos (Tsai ef al. 1999; Mushiake et al. 1999).



Lo et al (1997) detectaron WSSV ADN por PCR, hibridacién in situ y microscopia
electronica, en ovarios de P. monodon y en los nauplios descendientes de estas hembras.
Los resultados del estudio sugieren que solamente los reproductores sanos o ligeramente
infectados pueden desovar de manera efectiva y que el WSBV es altamente virulento
para reproductores durante este periodo. Los ovarios que presentaban reaccion positiva
tenian células positivas mucho menores a las no infectadas, que sugerian que los oocitos
infectados habian degenerado y no eran viables. Los autores concluyen que el virus no
puede ser transmitido por los reproductores a través de los huevos pero podria serlo al
liberar las particulas virales presentes en el tejido conectivo del ovario y estas ser
ingeridas por las larvas durante el cultivo.

2.5 DETECCION DE ADN DE WSSV E INFECCIONES EXPERIMENTALES EN

CAMARONES MARINOS, COPEPODOS, CANGREJOS, CAMARONES

DULCEACUICOLAS E INSECTOS

Se han publicado una serie de trabajos que demuestran la infeccion de camarones
peneidos, cangrejos, langostas y otros crustaceos a partir de extractos virales producidos
a partir de cangrejos infectados, camarones peneidos infectados o bafios con particulas
virales en suspension. Para la presente se han tomado algunos que demuestran los
hospedadores del virus o infecciones experimentales en diferentes organismos:

Kanchanaphum et al. (1998) demostraron que es posible infectar P. monodon con
WSSV a partir de extractos virales provenientes de cangrejos enfermos. En sus ensayos
empleo Sesarma sp., Scylla serrata, Uca pugilator infectados que cohabitaban acuarios
con camarones sanos. Al cabo de 10-11 dias se presentaron los sintomas y murieron. La

infeccion fue demostrada por histologia y PCR.



Lo et al. (1996a) detectaron ADN de WSSV en camarones cultivados, camarones
salvajes, cangrejos y artropodos, empleando PCR. Las especies examinadas incluian P.
monodon, P. japonicus, Penaeus penicillatus, Penaeus semisulcatus, Metapenaeus
ensis, Macrobrachium rosenbergii, Charybdis feriatus, Portunus pelagicus y P.
sanguinolentus, Helice tridens, copépodos e insectos Ephydridae.

Wang et al. (1998) infectaron experimentalmente M. ensis, Exopalaemon orientalis, P.
monodon, P. japonicus, P. penicillatus, Procambarus clarkii y Trachypenaeus
curvirostris con WSSV, y encontraron altas tasas de mortalidad. Las detecciones fueron
efectuadas por PCR.

Otta et al. (1999) examinaron algunos crusticeos cultivados y salvajes en India
empleando PCR simple y anidada para WSSV. Encontraron que se presentaban
reacciones positivas en S. serrata, Sesarma oceanica, Charybdis cruciata, Matuta
planipes, Artemia, P. japonicus y P. monodon, aun cuando en algunos casos los
sintomas externos daban apariencia saludable.

Corbel et al. (2001) infectaron experimentalmente a crustaceos europeos con WSSV,
demostrando la infeccidon con microscopia electronica, dot blot, hibridacién in situ y
PCR. Los crustaceos presentaron elevadas mortalidades entre 7 y 21 dias y en algunos
casos el 100% de mortalidad. Las especies estudiadas fueron Liocarcinus depurator, L.
puber, Cancer pagurus, Astacus leptodactylus, Orconectes limosus, Palaemon
adspersus 'y Scyllarus arctus. Los autores concluyen que la infeccion demuestra el

potencial epizodtico que tiene el virus en los crustaceos europeos.



2.6 DETECCION DE ADN DE WSSV E INFECCION EXPERIMENTAL EN

Artemia
Otta et al. (1999) evaluaron dos técnicas publicadas de PCR, simple y anidada, para la
deteccion de WSSV en larvas y reproductores de P. monodon y otros crusticeos
potenciales portadores del virus. En sus estudios encontraron que una muestra de
Artemia que era positiva por PCR para WSSV, fue tomada de un tanque que di6
resultados negativos, y especula sobre si esta estd contaminada con WSSV por una
posible infeccion o simplemente contaminada durante el manipuleo de la eclosion.
Finalmente indican que Artemia puede ser una potencial via de exposiciéon de WSSV a
las larvas.
Chang et al. (comunicacién personal) encontraron reacciones positivas de PCR a WSSV
en cinco lotes de quistes de Artemia, cosechados en 1987, 1997-1998 y 1999. Después
de eclosionar los quistes y alimentar postlarvas de P. monodon, se evalud la presencia
del virus en nauplios de Artemia y larvas de camardn sin encontrar reacciones positivas.
En el estudio se concluye que el ADN de WSSV podria estar en la superficie de los
quistes y que los lavados empleados para la eclosion lo eliminarian.
Con los antecedentes presentados con anterioridad, se plantean para la presente tesis los
siguientes objetivos:
Demostrar si Artemia puede ser infectada con WSSV a través de la ingestion oral de
particulas virales a 35 ups y 100 ups de salinidad.
Demostrar si es posible la transmision vertical del WSSV a quistes y/o nauplios.
Reconocer histologia normal de Artemia y posibles histopatologias.
Obtener entrenamiento en las técnicas de PCR e inmunohistoquimica para la deteccion

de WSSV en Artemia.



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 USO DE Artemia COMO ANIMALES EXPERIMENTALES

Artemia es un organismo que tiene diapausa en su proceso embrioldgico y su eclosion
es determinada por diferentes factores tales como el ambiente, tiempo de recoleccion,
método de empacado, método de decapsulacion y especie (Lavens y Sorgeloos 2000b).
En primer lugar se estudi6 la eficiencia y sincronia de la eclosion de los quistes para
estandarizar el proceso de obtencidon de animales experimentales para cada prueba. El
siguiente paso fue la optimizacion del nivel de alimentacion.

3.1.1 Estimacion de la eficiencia y sincronia de la eclosion de quistes de Artemia

Para estimar el nimero de quistes por gramo, la eficiencia de eclosion y la tasa de
eclosion se empled la metodologia estandar empleada por la Fundacion CENAIM-
ESPOL, presentada en el anexo 1.

Dos lotes de quistes fueron empleados para la tesis, proporcionados uno por el Artemia
Reference Center (ARC) y otro por Inve del Ecuador. El primer lote se emple6 en los
dos ensayos preliminares de caracterizacion y pruebas de desafio y el segundo lote en
los ensayos finales.

3.1.2 Optimizacion del nivel de alimentacion

El alga elegida fue Tetraselmis maculata. Cinco niveles diarios de alimentacion
0,5x10°, 1,0x10°, 1,5x10°, 2,0x10° y 2,5x10° células/Artemia fueron empleados para
determinar la mejor tasa de alimentacion en nauplios de 48h de eclosion. La evaluacion
se realiz6 a las 24 h.

Nauplios para cada ensayo se obtuvieron a partir de 2 g de quistes. Estos fueron
desinfectados (Cotteau et al. 1992), decapsulados (Bruggeman et al. 1980) y

eclosionados (Sorgeloos et al. 1986). Se suministrd fuerte aireacion e iluminacion de
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2000-lux (Sorgeloos 1972). Después de 24 horas de incubacion y 24 horas de
acondicionamiento a 35 ups y 100 ups, se alimentd con las dosis de algas 7. maculata a
las concentraciones propuestas (Cotteau et al. 1992).

3.2 PREPARACION DEL EXTRACTO DE WSSV

3.2.1 Preparacion del extracto viral

El extracto viral empleado se prepard a partir de P. vannamei infectado
experimentalmente siguiendo la metodologia de Melena et al. (2000). El extracto se
realizd a partir de 450 juveniles inyectados con un extracto viral anterior. Los animales
se recolectaban cuando parecian moribundos y congelados a —80°C hasta que se realizo
el extracto. Los tejidos con mayor tasa de infeccion (epitelio subcuticular y branquias)
fueron macerados 1:5 con solucién amortiguadora Tris-acido borico-EDTA (TBE) pH
7,5 y homogenizados a 45 um en un biohomogenizador Ultraturrax. El extracto
resultante se conservo a —80°C hasta su utilizacion para evitar la inactivacion del virus.
Muestras de 200 pL de extracto viral fueron tomadas para su analisis por PCR. Se
prepararon tres extractos virales, a lo largo de este estudio: el 22 de noviembre del 2000,
el 10 de enero del 2001 y el 21 de agosto del 2001 siguiendo el mismo protocolo.

3.2.2 Cuantificacion relativa de particulas virales por PCR

La cuantificacion del extracto viral se realizé basandose en los limites de deteccion del
PCR empleando los iniciadores para WSSV publicados en Lo ef al. (1996b). La
extraccion del ADN se efectud siguiendo el método de CTAB como se describe en el
acapite PCR de esta tesis. Se prepararon 8 diluciones sucesivas del ADN extraido en

agua nanopura y cada una de estas diluciones fue analizadas por PCR.
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3.2.3 Control de infectividad del extracto viral

El control de infectividad del extracto viral fue realizado inyectando P. vannamei con el
extracto para producir a su vez nuevos extractos. La infeccion con WSSV fue
confirmada por PCR (utilizando el kit Q2000 para WSSV) e histologia.

3.3 DESAFIOS EXPERIMENTALES DE Artemia CON WSSV

Se realizaron dos ensayos preliminares y un ensayo final. Se utilizaron dos salinidades
35 ups y 100 ups y una temperatura 21-26°C. La salinidad de 35 ups fue elegida por ser
adecuada para la sobrevivencia del virus y la Artemia y la de 100 ups por ser adecuada
para la Artemia pero no para el WSSV ya que se inactiva con un 15% de NaCl (Maeda
et al. 1998). En la tabla 1 se presentan las caracteristicas de los 3 ensayos efectuados.

3.3.1 Ensayo preliminar de desafio con dos concentraciones de extracto viral de

WSSV en nauplios de 3 v 8 dias de edad a 35 ups de salinidad

La unidades experimentales, 16 botellas de cristal de 3 L de forma cuadrada, fueron
mantenidas en bafos termales a 26°C, de tal manera que se aplico un disefio
monofactorial aleatorio. El tamafio de la muestra recogida fue determinado para detectar
el 20% de prevalencia de una poblacion de 4.000 animales empleando el software de
epidemiologia Win Episcope disponible en el website de la Universidad de Zaragoza
(de Blas et al. 1998).

Para la eclosion y los ensayos se empled agua de mar a 35 ups y una densidad de 4.000
nauplios de 72 h/L, alimentados cada 24 horas de acuerdo a los resultados de la seccién
3.1.2 “Optimizacién de los niveles de alimentacién”. Las pruebas de desafio siguieron
las recomendaciones de Makridis et al. (2000). Se utilizaron dos concentraciones virales
diferentes, en uno de los ensayos se inoculd 1 mL del primer extracto viral y en el otro 2

mL del mismo extracto. Se extendio el tiempo de exposicion al extracto a 72 horas para
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facilitar que el virus pueda ingresar en la Artemia. Durante este periodo no se

administrd alimento.

Tabla 1.- Detalle de ensayos efectuados

Caracteristicas del ensayo Primer Segundo Ensayo final
ensayo ensayo
preliminar preliminar
Estadios desafiados
nauplios si si si
juveniles no si si
adultos no no si
Salinidad (ups) 35 35y 100 35y 100
Densidad (Artemia/botella) 4.000 15.000 5.000
Recambio de agua postdesafio no si no
Extracto viral empleado (mL)
primero ly2
segundo 0,3 0,3
tercero 2x0,5
Alimentacion
algas frescas no si si
algas centrifugadas si no no
culture selco no si si

Muestras
PCR

Inmunohistoquimica

si

si

si

si

si

si

Se mantuvieron 4 réplicas para cada tratamiento incluyendo los controles no desafiados

a las que se afiadio extracto de tejido de camarén WSSV PCR negativo. Los quistes de

los que se originaron los animales fueron chequeados por PCR.
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Las muestras se recolectaron filtrando el agua de botellas por una malla nylon de 150
um. Las muestras para PCR fueron congeladas a —80°C hasta su analisis. Las muestras
para inmunohistoquimica fueron fijadas por inmersion en Davidson durante 48 horas y
luego transferidas a etanol 70% hasta su procesamiento (Lightner 1996).

Una vez finalizado el muestreo, se realizé un recambio total de agua para eliminar las
particulas virales y se continu6 el curso de las pruebas de desafio, alimentandolas seglin
Cotteau et al. (1992).

3.3.2 Ensavo preliminar de desafio con extracto viral de WSSV en nauplios v

juveniles de 5y 16 dias a 35 ups v 100 ups de salinidad

Para este ensayo se empled la misma metodologia que en el ensayo anterior,
manteniendo Artemia a dos salinidades: 35 ups y 100 ups. Se afiadieron 0,3 mL de
extracto en cada botella de 3 L y se hizo un recambio de agua 30 h después. Se
mantuvieron 3 réplicas para cada tratamiento incluyendo los controles no desafiados a
las que se afiadi6 extracto de tejido de camaron WSSV PCR negativo. La prueba de
desafio se efectuo los dias 5 y 16 del cultivo, y las muestras fueron colectadas para PCR
e inmunohistoquimica 60 h postdesafio. Los quistes de los que se originaron los
animales fueron chequeados por PCR.

3.3.3 Ensavyo final de desafio con extracto viral del WSSV en nauplios, juveniles v

adultos de 5,16 v 22 dias a 35 ups vy 100 ups de salinidad

En la ultima prueba se utilizaron 1.333 nauplios/L a 21°C y se aliment6 a base de
Tetraselmis maculata y Culture Selco (0,25g culture selco/botella/dia). Los animales
fueron mantenidos a dos salinidades: 35 ups y 100 ups. La Artemia fue desafiada en tres
ocasiones: a los 5, 16 y 22 dias, con 0,3, 0,5 y 0,5 mL de extracto viral respectivamente

(ver Fig. 1). El tiempo de exposicion al virus fue de 48 h para el primer desafio y 60 h
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para el segundo y tercero. No hubo recambio de agua previo a la recoleccion de la
muestra. En ese momento los animales fueron recogidos para examen por PCR e
inmunohistoquimica. Las muestras se recolectaron filtrando el agua de botellas por una
malla nylon de 150 um para el caso de nauplios y juveniles y de 300 pm para los

adultos.

dia 1 | Quistes |

dia 5 [  Nauplios |
Desafio
Bafo estatico 72 h

Muestreo para PCR
e
inmunohistoquimica

dia 16 [ Juveniles |
Desafio
Bafo estatico 72 h

Muestreo para PCR
e
inmunohistoquimica

Adultos previo
maduracién
dia 22 gonadal
Desafio
Barfo estatico 72 h

Muestreo para PCR
e
inmunohistoquimica

dia 25 | Reproduccién

dia 28

Muestreo para PCR

e Quistes
dia 32 inmunohistoquimica

Figura 1. Esauema de desafio final
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Los animales restantes se mantuvieron para obtener quistes y nauplios que fueron
examinados en el dia 31. Se mantuvieron 4 réplicas para cada tratamiento incluyendo
los controles no desafiados a las que se anadi extracto de tejido de camarén WSSV
PCR negativo. Los quistes de los que se originaron los animales fueron chequeados por
PCR.

3.4 DETECCION DE WSSV EN drtemia POR PCR E INMUNOHISTOQUIMICA

34.1 PCR

El ADN de las muestras fue extraido empleando el protocolo de
fenol:cloroformo:alcohol isoamil 25:24:1 segiin se describe en Clapp (1996) y
Wongteerasupaya et al. (1995), sustituyendo el buffer lysis con amortiguador de lisis
CTAB. El ADN fue resuspendido en 200 pL de agua miliQ esterilizada y la densidad
Optica cuantificada segin se describe en la seccion 3.4.3 “Cuantificacion de ADN por
espectrofotometria”.

Reacciones de PCR anidadas fueron llevadas a cabo para detectar la presencia de ADN
viral en las muestras de Artemia siguiendo el protocolo de Lo et al. (1996b) en un
termociclador Peltier modelo PTC-200. Se utilizaron tubos de pared fina de 200 pL. Los
ingredientes de las reacciones para el primer y segundo paso de amplificacion estan
descritas en la tabla 2. El protocolo de amplificacion sigui6 la metodologia de Lo ef al.
(1996b)

Las soluciones resultantes de la PCR fueron mezcladas con 4 puL de solucion coloreada
para cargar geles de electroforesis 6X y corridas en geles de agarosa al 2%, en solucion
amortiguadora Tris-acido acético-EDTA (TAE) 1X, por 40 minutos. Posteriormente, los
geles fueron tefiidos en 0,1% bromuro de etidio (Davis et al. 1986). Las bandas fueron

detectadas y comparadas con los positivos de ADN extraidos de camarones
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inf64ectados y con un marcador estdindar de 1Kb (Gibco BRL, USA), buscando las

bandas de 941 bp y 1441 bp de virus.

Tabla 2.- Soluciones de PCR empleadas para la deteccion del ADN viral de WSSV

PCR WSSV 1¢ paso PCR WSSV 2% paso

Agua miliQ estéril 15,70 uL  Agua miliQ estéril 15,65 uL
Buffer para PCR 10X 2,5 ul Buffer para PCR 10X 2,5 ul
Cloruro de magnesio 25 mM 1,5 uL Cloruro de magnesio 25 mM 1,5 uL
dNTP’s 10 mM 0,5 uL dNTP’s 10 mM 0,5 uL
TAQ (5 u/uL) 0,2 uL TAQ (5 u/uL) 0,2 uL
Iniciador 146F1 1,22 uL Iniciador 146F2 1,05 uL
Iniciador 146R1 1,38 uL Iniciador 146R2 1,10 uL
ADN extraido 2,0 uL ADN PCR WSSV 17 paso 2,5ul

3.4.2 Desarrollo del control interno

Para la amplificacion de ADN de Artemia se probaron varios iniciadores por medio de
RAPD’s (reacciones de PCR con un so6lo primer de 10bp), que generan patrones de
bandas aleatorios segun los fragmentos amplificados. Los iniciadores probados incluyen
los de Bossier et al. (1998), EriclRA, Garcia et al. (1994), opa9 y opal0, el control
interno del fragmento 18S del ADN ribosomal de crustdceos decdpodos (Lo et al.
1996b) y uno (ARDIS1AD) disefiado a partir de una region no codificante del ADN
ribosomal de Artemia (GeneBank accession number X06395). La composicion de las
soluciones de PCR se encuentra en la tabla 3. Se utiliz6 ADN bacteriano de la cepa ILI
(Vibrio spp.-CENAIM) como control.

El protocolo de amplificacion, sigue los esquemas tradicionales de andlisis para

RAPD’s (Michelis y Bova 1997): 94°C por 1 min, 40 ciclos de [94°C por 30 s; 46°C por
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Tabla 3.- Soluciones de PCR empleadas en RAPD’s para el control de calidad del ADN

extraido

RAPD’s de un solo iniciador: Bossier RAPD’s de dos iniciadores: ARDIS1AD

(1998), Garcia et al. (1994),

Agua miliQ estéril 11,3 uL Agua miliQ estéril 13,56 uLL
Buffer para PCR 10X 2,6 uL Buffer para PCR 10X 2,6 uL
Cloruro de magnesio 25 mM 2,1 uL Cloruro de magnesio 25 mM 2,1 uL
dNTP’s 10 mM 0,5 uL dNTP’s 10 mM 0,5 uL
TAQ (5 u/uL) 0,2 uL TAQ (5 u/uL) 0,2 uL
Iniciador RAPD’s 5 uM 4,2 uL Iniciador 1 0,97 uL
ADN extraido 4,1 uL Iniciador 2 0,97 uL

ADN extraido 4,1 uL

3.4.3 Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Muestras de ADN fueron diluidas 1:20 y leidas a 230 nm, 260 nm, 280 nm y 320 nm en
una calculadora de ADN/ARN marca Pharmacia modelo GeneQuant, para determinar
los niveles de pureza y la concentracion de ADN en ng/uL (Michelis y Bova 1997).

3.4.4 Uso de diferentes iniciadores

Para la deteccion de WSSV en la Artemia se utilizaron los iniciadores y protocolo de Lo
et al. (1996b) excepto para el segundo desafio del ensayo final que se utilizaron los
iniciadores y protocolos de Kimura ef al. (1996). Los ingredientes de la reaccion del
protocolo de Kimura et al. (1996) en un PCR anidado en un solo tubo estan descritos en
la tabla 4 y los productos amplificados se corrieron en geles de agarosa al 2% como se

ha mencionado en la seccion 3.4.1 “PCR”.
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Tabla 4.- Solucion de PCR para deteccion del WSSV con iniciadores de Kimura et al.

(1996)
PCR WSSV 1¢ paso PCR WSSV 2% paso

Agua miliQ estéril 10,02 pL Agua miliQ estéril 10,02 uLL
Buffer para PCR 10X 1,30 pL Buffer para PCR 10X 1,30 pL
Cloruro de magnesio 25 mM 0,78 uL Cloruro de magnesio 25 mM 0,78 uL
dNTP’s 10 mM 0,26 uL dNTP’s 10 mM 0,26 uL
TAQ (5 uw/puL) 0,103 uL TAQ (5 uw/puL) 0,103 uL
primer F 0,14 uL primer F 0,14 uL
primer R 0,14 uL primer R 0,14 uL
ADN extraido 1,0 uL ADN PCR WSSV 1 paso 14,0 uL

3.4.5 Inmunohistoquimica

Para la examinacion histologica e inmunohistoquimica se tomaron en cada muestreo
aproximadamente 10.000 quistes, de 100 a 150 nauplios, de 25 a 100 juveniles, y 10
adultos fijando sus tejidos por inmersion en fijador Davidson durante 48 h y luego en
etanol 70% hasta su proc