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RESUMEN.

La camaronicultura ha presentado un gran crecimiento en México,
permitiendo la formacion de nuevos empleos y la introduccion de divisas. Sin
embargo, esta actividad ha sido fuertemente afectada por la introduccién de
enfermedades que ocasionan pérdidas de un alto porcentaje de la poblacion de
camarones gue se encuentran en el sistema (granja). De estas enfermedades, las
que presentan mayor grado de virulencia son las de origen viral, destacando entre
ellas, en la dltima década, el Sindrome de la Cabeza Amarilla (YHV), descrito en
Tailandia en 1990 y muy probablemente presente, en la actualidad, en granjas
mexicanas. No existe remedio curativo para las epizootias virales, pero se han
desarrollado métodos de deteccién. En general, para la deteccién de la presencia
de virus, se cuenta con técnicas de diagndstico tradicionales y moleculares, siendo
las moleculares las mas sensibles, oportunas, especificas y confiables. Entre
estas técnicas se encuentran la de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
y la de la gota inmovilizada sobre un soporte sélido (Dot-Blot), que son utilizadas
-en este trabajo. Estas técnicas se encuentran descritas, mas no estandarizadas
para cada virus o fragmento gendémico, por lo que se requiere de hacerlo para su
rapida, facil y eficaz utilizacion. En este trabajo se realiz6 la estandarizacion de las
técnicas de RT-PCR, Dot-Blot y Southern Blotting para la deteccion del virus
cabeza amarilla. De esta estandarizacién se definié que el método del Trizol fue el
adecuado para la extraccion de RNA total, la pareja de cebadores YHV273 F y R
dieron los mejores resultados de amplificaciéon, el protocolo recomendado por el
juego de reactivos Titan fue preferido sobre el recomendado por Tang y Lightner
{1999), el uso directo de homogenizados crudos en la prueba de Dot-Blot, no dio
los resultados esperados, aunque los productos de amplificacion si fueron (tiles
para realizar esta prueba como una forma de comprobacion de los resultados de
RT-PCR, vy, por ultimo, mediante la prueba de Southern Blotting, se confirmaron
los resultados de las pruebas anteriores. Los métodos asi estandarizados se
aplicaron a una serie de muestras colectadas a lo largo del noroeste del Pacifico
mexicano, donde se determinaron cinco zonas: 1.- norte de Nayarit, 2.- sur de
Sinaloa, 3.- centro de Sinaloa, 4.- norte de Sinaloa, y 5.- sur de Sonora. Se
encontraron resultados positivos para dos de -las muestras tomadas,
pertenecientes a la zona 1. Al mismo tiempo se llegd a la conclusion de que el
nivel de infeccién que presentaron era bajo, encontrandose alrededor de 10°
particulas virales por muestra positiva, en 1 ml de hemolinfa de un conjunto de 10
organismos. En este trabajo se pudo constatar la sensibilidad, oportunidad (24-48
horas para obtener el resultado una vez estandarizada la técnica), especificidad y
confiabilidad de las herramientas moleculares, al igual que la flexibilidad con la
que se puede frabajar con éstas, ya que se puede hacer una conjugacion de
técnicas para obtener resultados mas sensibles y confiables.
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INTRODUCCION.

En México, al igual que en muchos otros paises, la acuicultura es una
muy importanie fuente de ingresos y al mismo tiempo una sobresaliente fuente
de trabajo. En las Gltimas décadas este sector ha experimentado un acelerado
crecimiento, debido princ-ipalmente a su alta rentabilidad. Este hecho ha
convertido a la acuicultura en una actividad muy atractiva para los
inversionistas, generando la entrada de grandes capitales en este sector. Tan
importante ha sido este crecimiento, que hoy en dia una de las principales
entradas de divisas a nuestro pais, se debe a las exportaciones de los

productos que genera esta industria (Poder Ejecutivo Federal, 1996).

En este contexto, dentro de las actividades acuiculturales, el cultivo de
camaron es el que ha presentado el mayor y mas rapido crecimiento, hasta
alcanzar niveles de produccién cualitativa y cuantitativamente importantes. En
1990 las exportaciones de camarén hacia Estados Unidos, alcanzaban las
16,800 toneladas métricas, mientras que para 1995 esta cantidad se increment6
hasta las 33,100 toneladas metricas. En 1986, en particular de las 67,000 .
toneladas métricas totales de la produccion nacional de camardn, el 18%
provenia de granjas camaronicolas, y este porcentaje se sigue incrementando
(Lightner, et al., 1997), tanto es asi, que para 1999 se capturaron 85,000

toneladas meétricas, de las cuales el 30% provenian de la acuicultura (Banco de




México-Fira, 2001). Si tomamos en consideracion que México cuenta con un
potencial mayor a las 475,000 hectareas de terrenos salinos, con cualidades
para la instalacién de granjas camaronicolas {(Gavalddn, 1993), de las cuales
menos del 10 % estan siAendo utilizadas actualmente, es facil suponer que esta
actividad tiene un gran potencial de desarrollo.

Sin embargo, el rapido incremento en el nimero de granjas, ha
provocado una alta demanda de larvas, lo que a su vez gener6 la aparicion de
laboratorios dedicados a ia produccion de las mismas, ya que el medio natural
de donde eran obtenidas no satisfacia las necesidades de los productores. A
pesar de esto, la demanda de larvas continué en aumento, por lo que fue
necesario la importécién de este recurso, dandose inicio a un indiscriminado
intercambio mundial de especies de camarén, que trajo como consecuencia ia
distribucion de distintas enfermedades exéticas para los paises importadores
(Lightner et al, 1997, Nunan et al, 1998; Anénimo, 1999). Chagoya (1998),
seflala que la demanda estimada de postlarva en México para 1997 fue de
1,400 millones, |la cual no se logrd cubrir con la produccion nacional, dejando un
deficit de 537 millones, que serian probablemente importados de paises como

Panamd, Costa Rica, Colombia y Venezuela principalmente.

Otro factor al que se le atribuye la aparicién de enfermedades en los

cultivos de camarén, es la utilizaciéon de altas densidades, que da lugar a un




estrés por hacinamiento y alteracion en el metabolismo del camarén. Por otro
lado, también se cree que estas enfermedades ya se encontraban en el medio
natural, solo que no se habian detectado. kn este sentido, Lightner ef al. (1998),
seflalan que las enferrﬁedades son el resultado de un desequilibrio entre
hospedero, medio ambiente y agente patdégeno. La presencia de la enfermedad
dependera de a cual de estos tres factores se esté favoreciendo y el estado del

hospedero (edad, sexo, alimentacion, etc.).

Entre estas enfermedades, las de origen viral representan el mas serio
problema para el desarrollo de la industria camaronicola. Los virus
probablemente infecten a todo tipo de organismos y se cuenta con 1 billén de
individuos por litro de agua (Fuhrman, 1999), aunque, no todos ocasionan
desastres o infectan a los camarones. Sin embargo, existen algunos muy
virulentos como es el caso del virus del Sindrome del Taura (TSV), el de la
Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV), el Sindrome de |a
Mancha Blanca (WSSV), y el Sindrome de la Cabeza Amarilla (YHV), los cuales
han sido los mas sobresalientes durante la Ultima década, ocasionando graves

pérdidas econdémicas para este sector a nivel mundial.

Las enfermedades provocadas por los virus antes mencionados, tienen
un gran impacto en los cuitivos, ya que logran acabar con un alto porcentaje de

las poblaciones de camarones en periodos de tiempo muy cortos. Estos




periodos van desde sélo algunos dias, hasta unas cuantas semanas. Al no
contar con remedios curativos sino solo de deteccion, es importante mantener
un fuerte control sanitario en nuestros sistemas, mediante un diagnostico
periédico de los camaroﬁes, para determinar si estos estan infectados y en qué

etapa de infeccidn se encuentran.

Como es légico suponer, la resolucidn de este serio problema ocupa el
primer lugar en importancia para los productores, asi como para los cientificos
involucrados en el area de las enfermedades de origen viral def camarén. En
este sentido, la necesidad de un diagndstico rapido y efectivo ha llevado a la
blsqueda de nuevos métodos para la detecciéon de estos virus, particularmente

en las etapas tempranas de la infeccion.

La mayoria de los metodos tradicionales para la deteccion de infecciones
virales en camarones en cultivo, son complejos y requieren del desarrollo de
habilidades y destrezas altamente especializadas. Ademas, en ocasiones son

poco precisos (Mari, ef al. 1995).

En la tabla | se presenta en forma resumida una evaluacion de las
técnicas diagnésticas actuales, para detectar enfermedades de origen viral que
afectan los cultivos camaronicolas, segin lo presentan de la Rosa-Vélez y

Bonami (2002).




Tabla I. Comparacién de técnicas diagnosticas de enfermedades virales en

camarones silvestres y de culitivo.

Técnicas diagnosticas Sensi- |Especi- | Oportu- | Expertez Costo
Tradicionales bilidad' |ficidad® |nidad® | Requerida® |°

*Observacibn macroscopica de + + - +++ -
sintomas gruesos

*Observacion de tejido fresco al + + - +++ +
microscopio

*Histologia e histoquimica ++ ++ - ot ++

*Observacion al microscopio | +++++ +++ + F4++ 4+
electronico de transmisién +
Técnicas diagnésticas
moleculares

Uso de sondas moleculares.

*Gota -inmovilizada sobre soporie| ++++ ++4++ +bFt ++ ++
solido (Dot-Blot)

*Hibridacidn in situ bt | ++ +4 ++
Uso de cebadores especificos

*PCR a partir de acidos nucléicos| ++++ ++++ | ++++4 ++ s

purificados

Escala.-

- Nulo

+ Muy bajo

++ Bajo

+++ [ntermedio
++++ Alto
+++++ Muy aito

1. Grado minimo de infeccion detectada
2. Capacidad de discriminacién entre entidades virales
3. Eficiencia del diagnéstico
4. Habilidad y experiencia requerida para interpretar resultados
5. Grado de inversién para efectuar la tecnica

De los métodos empleados para la deteccion de infecciones virales en

camarones en cuitivo, los métodos moleculares se presentan como los mas

oportunos, sensibles, precisos y confiables para la deteccion de los virus. En

primer lugar, estos métodos ofrecen la oportunidad de detectar a los virus en

etapas tempranas de la infeccidén, ademas de que no es necesario el sacrificio




de los organismos, a diferencia de los metodos clasicos en los cuales la
deteccion de los virus solo es posible una vez que el organismo ha muerto.
Ademas, los métodos serolégicos aun no han demostrado su eficacia y
precision para el diagnéstico oportuno de virus de camaron (Poulos, ef al.,

1994).

Por ofro lado, el uso de esta nueva tecnologia se basa en Ia
demostracion de la especificidad de la secuencia de los acidos nucléicos, y la
elaboracién de la sonda molecular se realiza a partir de fragmentos genémicos
de cada virus. Esta herramienta tiene el potencial para ser usada para
propositos de diagndstico, asi como para muchos mas estudios basicos de los

mismos virus (Poulos, et. al., 1994).

Hasta la fecha, se han publicado una gran cantidad de métodos
diagnosticos para detectar enfermedades virales en camarén (ver Lightner y
Redman, 1998), basados en muy diversas herramientas moleculares (sondas y
cebadores), con la desventaja que de muchas de ellas no se conoce con
exactitud su ubicacién en el genoma viral. Esto trae como consecuencia
variacién en la amplitud de la respuesta del método diagndstico, relacionada
con el grado de especificidad de la herramienta disefiada, en donde sondas o
cebadores poco especificos pueden generar respuestas falsas positivas o, por

otro lado, cebadores o sondas altamente especificas, construidas a partir de
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regiones gendémicas hipervariables, pueden dar respuestas falsas negativas

entre virus no emparentados, perc de la misma especie.

Por esas razones, es necesario efectuar siempre una estandarizacion
exhaustiva del método de diagnéstico que se empleara, para asegurar la

repetibilidad de los resultados, su exactitud y precision.

Para realizar la estandarizacion de un método de deteccion, se deberan
cuidar varios aspectos, entre los cuales, el origen de la secuencia empleada, los
limites de deteccién y la complementariedad entre técnicas, son las mas

importantes.

El origen de la secuencia empleada se refiere, dentro de la organizacion
gendmica, al grado de conservacion filogenética de la regién que fue clonada
para dar origen a la herramienta molecular. Existen genes en el genoma viral
que definen precisamente la naturaleza de un virus en patticular, y otros, que
comparten con otros miembros de la misma familia. En caso de haber sido
clonado un fragmento de estos dltimos, la respuesta a la aplicacion de la
herramienta puede confundir virus pertenecientes a una familia. Por lo tanto, es
muy importante asegurar que el fragmento empleado como herramienta
pertenezca a un gen de los que confieren las caracteristicas especificas al virus

que nos interesa detectar.




Los limites de deteccidn deben ser evaluados y dependen principalmente
de la técnica de deteccion empleada. Aunque se cuente con una herramienta
molecular altamente especifica, la forma de deteccion, es decir, la manera en
que leemos los resultadds, ya sea de la amplificacion (por PCR) o la hibridacién
(por Dot-Blot), marcan el limite inferior observable de la presencia del virus. Es
factible que haya presencia de virus en una muestra, pero si la cantidad de éste

esta por debajo del limite de deteccion, no sera posible registrarlo.

En una bateria de técnicas moleculares de deteccion, es muy util que
exista complementariedad. Las herramientas empleadas, como por ejempio
cebadores y sondas, deben de tener el mismo grado de especificidad para
poder hacer comparables los resultados por distintas técnicas. Normalmente, si
existe la presencia de virus en un conjunto de muestras, se deberan obtener

resultados positivos mediante cualquier técnica empleada.

El cumplimiento de estas recomendaciones asegura el buen uso de la
metodologia molecular de diagnostico y la ubica como una alternativa ideal para

desarrollar una estrategia util de control sanitario.




ANTECEDENTES.

Entre los virus que han provocado epizootias a nivel mundial,
particularmente, TSV y IHHNV han sido los principales responsables de las mas
altas mortalidades en los paises del continente americano, asi como en Hawai
(Lightner et a/,1983; Mari, 1998; Bonami ot al.,1997), mientras que WSSV y
YHV son los responsables de enormes decrementos en la producciéon en los
paises asiaticos (Lightner et al.,, 1997; Park, 1998; Jory vy Dixon, 1999;

Alvarado, 1999; Lu et al.1995).

La aparicion de IHHNV en las granjas de la costa noroccidental del
Pacifico entre los afios de 1989 y 1990 ocasioné las pérdidas econdmicas mas
importantes del sector, al terminar practicamente con todos los organismos en
cultivo (Lightner, 1996). La pandemia originada por IHHNV a los cultivos de
Penaeus stylirostris forzé a los camaronicultores mexicanos a cambiar de
especie introduciendo a sus granjas Penaeus vannamei, por ser una especie
con mejor desempefic ante este virus. Sin embargo, la aparicion de TSV en
cultivos de Penaeus vannamei, en granjas de la region del rio Taura, en
Ecuador, originaimente descrita por Jiménez (1992), y su rapida dispersion a
otros paises de América, incluyendo las granjas mexicanas (Hasson ef al.,

1995, Lightner, 1995), donde también se encuentra presente, ha generado altas
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tasas de mortalidad en los cultivos. En México IHHNV se presenté entre los

afios de 1989 y 1990, y TSV apartir de 1995 (de la Rosa-Velez, 2001).

Por lo que respecfa a YHV Y WSSV, fueron encontrados por primera vez
en 1990 Y 1992-93, respectivamente, en el hemisferio oriental (de la Rosa-
Vélez y Bonami 2002). Para los afios 1995 y 1998, ya habian sido detectados
en el hemisferio occidental en una granja de Texas, infectando a P. setiferus y
P. vannamej , presentandose una infeccion conjunta en P. setiferus (Lightner et
al., 1997). Estudios mas recientes confirman la presencia de estos virus en
otros paises del hemisferio occidental (Nunan, ef al, 1998; Chu-Fang et
al.,1999). Se tiene la sospecha de que estas enfermedades llegaron,a América
por medio de la importacion de camarones congelados (Nunan ef al., 1998;
Anénimo, 1999). WSSV ha presentado una propagacion acelerada,
reportandose en el afio de 1995 en Texas. Para 1996, se detecta en Carolina
del Sur, y entre 1999 y 2000 en America Central, Ecuador y México (Jlarez-
Mabarak, 2000). En 1999 se detectd en algunas granjas del area de Mazatlan,

Culiacan y Guasave (Torres-Bujanda, 2000).

Tan alarmante ha sido el caso, que en marzo de 1999, la Secretaria de
Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca, emitid la Norma Oficial Mexicana
de Emergencia (NOM-EM-001PESC-1999), que establece los requisitos y

medidas para prevenir y controlar la introduccién y dispersion de las
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enfermedades denominadas como “sindrome de mancha blanca” y “sindrome
de cabeza amarilla”. Con esto se presentd un paro total a las importaciones de
camardn en todas sus presentaciones (fresco, congelado, cocido, efc.) o sus
subproductos, al igual qlue la importacion de Arfemia salina, proveniente de
América del Sur, incluyendo la introduccién de organismos al resto del pais de

los estados de Quintana Roo, Chiapas y Oaxaca (Alvarado, 1999).

La distribucion geografica de los virus, a nivel mundial, asi como la rapida
dispersion de las epizootias causadas por estos agentes, aun entre regiones
distantes, ponen al descubierto que los intercambios internacionales de
camarones vivos con fines de acuicultura son el principal mecanismo para sd
dispersion. Otfro importante mecanismo que puede coniribuir a la diseminacién
de estos patdégenos en el orbe, es el comercio de camarones congelados, que
pueden servir de vector a virus exoticos para los paises de importacién.
Lightner et al. (1997) sefialan que en los Estados Unidos han sido detectados
los virus de WSSV y YHV en camarcnes congelados importados a dicho
mercado, y su infectividad ha sido comprobada. Por lo tanto, es muy factible
que dentro de las larvas que se importan a México, con fin de surtir la demanda
nacional de los productores de camardn, pudieran encontrarse presentes estos

agentes infecciosos.
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Como se explica anteriormente existen varias técnicas para la deteccion
de virus, las cuales pueden ser auxiliares para evitar la introduccién o
diseminacion de enfermedades. Las primeras detecciones de enfermedades
que se reatizaron hace a‘proximadamente 30 afios, utilizaron métodos simples,
como la observacion al microscopio de signos fisicos gruesos o métodos
clasicos de microbiologia para caracterizar principalmente bacterias patégenas
presentes en el cultivo. Los métodos diagnésticos modernos aplicados en la
camaroniculiura, estan basados en los métodos tradicionales de deteccion de

enfermedades en peces, animales y para diagnéstico en humanos.

i Algunos de los métodos mas recientes, como son los basados en
técnicas serologicas (utilizacién de anticuerpos monoclonales y policlonales) v,
especialmente, las técnicas moleculares (sondas y PCR), han probado ser
instrumentos de gran utilidad para el diagnéstico de enfermedades y la
deteccion de patoégenos en la industria camaronicola, especialmente para la
demostracion de la presencia de agentes virales (Lightner and Redman, 1998).
Estas técnicas se han empleado desde hace aproximadamente 10 afios y
durante este tiempo se han publicado un gran nimero de posibles herramientas
para el uso diagnéstico. No obstante, ain no se ha dado el caso de un ejercicio

de estandarizacioén generalizado entre los laboratorios de diagnéstico, lo que ha
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hecho imposible la comparacion global de resultados en una escala mundial

(De la Rosa, comunicacién personal’).

YHV fue descrito 6riginalmente por Nadala ef al. (1997), como un posible
miembro de la familia Rhabdoviridae, el cual posee un genoma de RNA de
cadena sencilla, con polaridad negativa de aproximadamente 22 Kb. Sin
embargo, Tang y Lightner (1999) ponen en duda la pertenecia de este virus a -
esa familia, ya que mediante analisis de RT-PCR e hibridacion in situ,
determinan la polaridad positiva del virus. Actualmente, se ha propuesto que
este virus, asi como el virus asociado a branquias (GAV), conforman una nueva
familia para la que se propone el nombre de Pronidoviridae (Bonami,
comunicacién personal).? Los virus pertenecientes a esta .famili_a son virus con

“genoma RNA (+), de doble cadena y con morfologia bacilar.

En el caso particular de esta fesis, se enfocd el estudio al virus “cabeza
amarilla” debido a que en la Facultad de Ciencias Marinas se esta llevando a
cabo un proyecto internacional que tiene como objeto caracterizar el genoma de
dicho virus y generar herramientas moleculares tiles para la deteccion y el
diagnostico. Alrededor de esie proyecto, se han desarrollado meétodos

moleculares de diagnostico con base en informacion publicada sobre dicho

' J. De la Rosa. Facultad de Ciencias Marinas, UABC.

Z J.-R. Bonami, UMR 5089 CNRS-IFREMER-UM2.
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genoma. En este trabajo se pretende llegar a estandarizar técnicas de
deteccién molecular especificas y confiables para el diagnéstico sensible y

oportuno de la presencia de YHV en muestras de camarén.
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JUSTIFICACION.

Con base en la alerta generada al aparecer la Norma Oficial de
Emergencia en 1999, que alertaba a los camaronicultores acerca de la alta
factibilidad de brotes tanto de “mancha blanca” como de “cabeza amarilla” , se
consideré urgent;a el establecimiento de mecanismos de control sanitario para €l
monitoreo de los organismos introducidos en las granjas mexicanas (Alvarado,
19998). Como se establece en este trabajo, el desarrollo de métodos de
diagnéstico que involucren herramientas moleculares, pueden ser del mas alto

valor para apoyar dicho control sanitario.

En este trabajo se utilizaron las técnicas de la transcripcién reversa de la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y gota inmovilizada sobre
soporte solido (Dot-Blot), que son métodos moleculares para diagnosticar y
detectar patégenos (Lightner y Redman, 1998; de la Rosa-Vélez y Bonami,
2002). Este trabajo se realizo para establecer las bases de la utilizacion de
estas técnicas de diagnostico y poner a disposicion de los productores

herramientas eficaces para el monitoreo periddico de sus cultivos.
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HIPOTESIS.

Basados en los antecedentes de utilizacion de herramientas moleculares
(sondas y cebadores especificos) con buenos resultados para otro tipo de
agentes virales en tejidos de camardn, es factible suponer que siguiendo la
misma estrategia de disefio y aplicacion en el caso del YHV, sera posible
encontrar las condiciones ideales de aplicacion para detectar adecuadamente
su presencia en muestras infectadas. Con base en los reportes publicados que
indican la presencia de YHV en el hemisferio occidental a partir de 1996, es

posible suponer que estén presentes en granjas camaroneras mexicanas.
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MATERIAL Y METODOS.

Origen y naturaleza de _Ios controles.

Para estandarizar ios métodos de deteccidon es necesario contar con
controles eficaces para ese fin. Asimismo, en todo método de deteccion es
fundamental la seleccién de controles adecuados tanto de reaccién positiva
como negativa. La interpretacién correcta de los resultados depende
absolutamente de ello {(de la Rosa-Vélez y Bonami, 2002). En este trabajo, el
contro! positivo consistié en tejido de camarones P. vannamei que fueron
sometidos a una infeccion experimental con YHV en el laboratorio de Patologia
de la Universidad de Arizona, en Tucson, en marzo de 1996. Después del
periodo de infeccion, estos especimenes se mantuvieron congelados a -70° C
hasta el momento de su uso. El control negativo consistio en tejido de
camarones P. vannamei sanos, pertenecientes a un cullivo experimental

efectuado en el Instituto de Investigaciones Oceanologicas de la UABC.

Extraccion de RNA total.

Dado que el YHV es un virus con genoma de RNA, es necesario realizar
una extraccion del RNA total de ta muestra. Debidro a la facil degradacion del
RNA por parte de las RNAsas, para la realizacidn de esta técnica se tomaron

las siguientes precauciones: Todo el material y el agua empleada para la
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preparaciéon de los reactivos fueron fratados con DEPC (pirocarbonato de
dietilo), que es un reactivo que desnaturaliza ta RNAsa. Posteriormente, el
DEPC fue degradado mediante esterilizacién en autoclave (121° a 15 psi).
Ademas, toda manipulac;,ién fue efectuada con guantes y en un sitio aséptico

previamente limpiado con etanol y agua tratada con DEPC.
Para la extraccion de RNA total se probaron dos técnicas:

La primera fue la descrita por Chomczynski y Sacchi (1987). Esta
técnica consistid en homogeneizar aproximadamente 100 mg de tejido
(hemolinfa o pledpodos), en 2 ml de solucién desnaturalizante (tiocinato de
guanidina 4 M, citrato de sodio 25 mM, sarcosil al 0.5%, B-mercaptoetancl 100
mM y agua tratada con DEPC) con ayuda de un homogeneizador mecanico.
Posteriormente, se transfiridé el homogeneizado a un fubo de 1.5 ml y se le
afadi¢ secuencialmente 0.1 de su volumen de acetato de sodio 2 M a pH 4.1,
un volumen de fenol saturado y 0.2 volimenes de cloroformo:alcohol isoamilico
(49:1). Se mezclé bien, y se incubé en hielo de 5 a 10 minutos. Se centrifugd a

12000 x g durante 20 minutos a 4°C.

Se transfiri6 la fase acuosa a un tubo limpio, se le afiadid un volumen
iguai de isopropanol y se guardd a —80°C por 10 a 15 minutos. Se centrifugd a

12000 x g por 10 minutos a 4°C y se descarto el sobrenadante. Posteriormente,
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se disolvio el precipitado en 0.3 ml de soluciéon desnaturalizante. Se afiadieron
0.3 ml de isopropanot y se dejd precipitar durante 15 minutos a —80°C. Se
centrifugd a 12000 x g por 10 minutos a 4°C, y se descartd el sobrenadante. Se
resuspendio el precipitado en 1 mi de etanol al 75%, se mezclo bien y se dej6 a
temperatura ambiente por 15 minutos. Se sedimenté el RNA por centrifugado
durante 15 minutos, se descartd el etanol y se dejo secar el RNA hasta que se
evaporé todo el etanol. Por dltimo, se disolvié en agua tratada con DEPC y se

guarddé a —80°C.

lLa segunda técnica de extraccion de RNA se basdé en el juego de
reactivos comercial TRizol LS (Life Technologies, MD, USA), para cuyo objeto

se siguieron las instrucciones del fabricante.

La cantidad de RNA extraido se evalué mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1.2 % tefiida con bromuro de etidio.

Amplificacion del fragmento genémico de YHV mediante RT-PCR.

Tang y Lightner (1999) describieron un sistema de cebadores que
amplifican un fragmento del genoma de YHV mediante RT-PCR. Es decir,
disefiaron una pareja de cebadores que amplifican un fragmento de 1051 pares-

de bases {pb) y un segundo par de cebadores que amplifican 273 pb contenidas
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en el interior del primer fragmento amplificado. Las secuencias de dichos

cebadores son las siguientes:

YHV1051F .- 5-ACA TCT GTC CAG AAG GCG TC-3'
YHV1051R.- §'-GGG GGT GTA GAG GGA GAG AG-3
YHV273F .- 5'-CAA GAT CTC ACG GCA ACT CA-3’ )

YHV273R.- 5-CCG ACG AGA GTG TTA GGA GG-3

Los cebadores fueron sintetizados por la compariia Accesolab a un nivel

de 50 nmolas. Se prepararon soluciones de trabajo a 20 pM de cada cebador.

Ambos pares de cebadores se emplearon para la amplificacion del
genoma de YHV, en conjunto con el juego de reactivos comercial Titan'™ One
Tube RT-PCR System (Boehringer). Este producto permite realizar Ia
amplificacién de fragmentos de RNA en un solo tubo, aprovechando la reaccién
de sintesis de cDNA que cataliza la transcriptasa reversa en un primer paso, y
la amplificacion de esa cadena de cDNA con los cebadores especificos y la
accion de la Taq polimerasa, en un segundo paso, previa desnaturalizacion de
la transcriptasa reversa a temperatura elevada. Este juego de reactivos

recomienda la utilizacion de los siguientes volimenes:




Componentes Volumen de concentracion
final para RT-PCR
Master Mix 1
Aguas tratada con DEPC 16.5 pl
DNTP, 10 mM 1 pl
Cebador # 1, 20 pl 1l
Cebador # 11, 20 ui 1l
Muestra RNA, [500 ng] 0.5 ul
Solucién DTT, 100 mM 2.5 ul
Master Mix 2
Aguas tratada con DEPC 16.5 ul
Cebador RT-PCR 5X, con Mg~ 10 ul
Enzima Mix 1l

Al igual que un programa de RT-PCR con las siguientes caracteristicas:

21

Proceso Temperatura Tiempo # de Ciclos
Sintesis de cDNA 50°C 30 min. 1
Desnaturalizacién de 94°C 2 min. : 1
la transcriptasa
reversa
Desnaturalizacion del 94°C 30 seg.
cDNA ,
Uniodn 45°-65°C 30seg 10
Elongacion 68°C 45 seg. — 4 min.
Desnaturalizacién 94°C 30 seg.
Unidn 45°-65°C 30 seg.
Elongacién 68°C 45 seg. — 4 min 25
Elongaciénde 5 seg. por ciclo
Extension final 68°C > 7 min. 1
Preservacion 4°C Indefinido

Para efectuar la reaccién de polimerasa en cadena (PCR) se empled un

aparato termociclador marca Perkin—Elmer Modelo 480.
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El producto de fa RT-PCR se visualiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.2 %, tefiido con bromuro de etidio, empleando como referencia de

peso molecular una escalera molecutar de 250 pb.

Preparacién de la sonda molecular.

Una sonda molecular es un fragmento de DNA que representa la
- secuencia precisa de una porcion del genoma de la especie que deseamos
detectar o identificar, la cual ha sido marcada con alguna molécula reportera
qgue nos indica la presencia de la sonda posteriormente a una reaccion de

hibridacién molecular (de la Rosa-Vélez y Bonami, 2002).

En este trabajo, se prepardé una sonda molecular para la deteccion de
YHV, aprovechando el fragmento de 273 pb amplificado mediante RT-PCR a
partir de los controles positivos. Para purificar el cDNA amplificado se empleé el

juego de reactivos comercial Glass-Max (Gibco-BRL) (ver Anexo 2).

E! marcado de la sonda se realizé seglin el protocolo descrito en el

reactivo DIG High-Prime (Boheringer) (ver Anexo 2).
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Cuantificacion de la sonda.

Una vez marcada la sonda, es necesaric cuantificarla para conocer con
exactitud la cantidad que se agregara a la reaccion de hibridacién. Para la
cuantificacion se utilizé el juego de reactivos comercial DIG High-Prime

Quantification Kit (Boehringer Mannheim) (ver Anexo 2).

Dot-Blot (hibridacién RNA-DNA),

Se sigui6 el protocolo del laboratorio de Virologia Molecular de la UM2
(Bonami, comunicacién personal®).

A las extracciones de RNA de cada muestra y de los controles (+ y -), se
Ie;s diluyd con el amortiguador -de desnaturalizaciébn de RNA (500ul de
formamida, 162 pl de formaldehido12.5 M, 100ul de MOPS 1X) en las

proporciones 1:4, 1:16 y 1:64.

Las muestras, sus diluciones y los controles se calentaron a 65°C por 5
minutos en bafo maria y, posteriormente, los tubos se colocaron en hielo

rapidamente para evitar la renaturalizacion.

Se aplicé 1 pl de cada muestra (1:1), sus diluciones (1:4, 1:16 y 1:64) y

los controles a una membrana de nylon cargada positivamente (Boheringer),
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sobre la cual se dibujo una cuadricula para ubicar cada muestra, sus diluciones

y los controles, como se muestra a continuacion:

Muestra 2

Muestra 1 Muestra 3 | Muestra4 | Control + | Control -
1:1 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1
1:4 1:4 1:4 1:4 1:4 1:4
1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16
1:64 1:64 1:64 1:64 1.64 1:64

La membrana se dejé secar a temperatura ambiente y posteriormente se
fijo el RNA a la membrana en un cross-linker a 12,000 joules/ cm?, por 3

minutos.

A continuacién, se realizd una prehibridacién para acondicionar la
membrana a las condiciones de hibridacién. Con este objeto, la membrana se
sumergid en el amortiguador de hibridacidon (High SDS; 20 ml. para una
membrana de 100 cm?) (ver Anexo 1) por 3-4 horas a una temperatura de 42°C
en una charola con movimiento. La hibridacién propiamente dicha se inicié
colocando la membrana en el amortiguador de hibridacién con la sonda (5-25
ng de sonda). La sonda fue previamente desnaturalizada por calentamiento a
100°C por 10 min. Se agregaron 2.5 m! por cada 100 cm? de membrana. Por

ultimo, se incubd a 42°C por toda la noche en una charola con movimiento.

3 Bonami, J.-R. UMR 5098 CNRS-IFREMER-UM2
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Concluido el tiempo de hibridacion, la membrana fue sometida a una
serie de lavados, todos estos en una charola con movimiento. Se lavo la
membrana dos veces con SSC 2X - SDS al 0.1 %, durante 15 minutos, a
temperatura ambiente; dos veces con SSC 0.5X - SDS al 0.1 %, durante 15
minutos, a 68°C; una vez en amortiguador de lavado por 15 minutos, a
temperatura ambiente; una vez con solucion de blogueo por 1 hora, a
temperatura ambiente (100 mi. para una membrana de 100 cm?). Después, se
incub6 por 1 hora en una solucién con Anti-DIG en solucién de bloqueo a una
proporcién de 1:5000 (20 ml. para una membrana de 100 cm?). A continuacion,
se lavo dos veces por 15 minutos en amortiguador de lavado, a temperatura
ambiente, y una vez por 5 minutos en el amortiguador de deteccidn, a
temperatura ambiente. Por dltimo, la membrana se coloco en una bolsa de
hibridacion previamente corfada a la medida, y se le agregé la solucién de
coloracion (10 ml para una membrana de 100 cm?). Se dejo reposar en la
obscuridad por 2 horas o hasta que los puntos azules aparecieron. (ver Anexo 1

para las férmulas de cada reactivo).

Southern Blotting.
Como prueba confirmativa de que las bandas presentes en la
electroforesis de los productos de RT-PCR eran realmente fragmentos del

genoma de YHV se efectué un Southern-blotting en un aparato de blotting al




26

vacio (Vacuum Blotter BIORAD, modelo 785), siguiendo los pasos que indica el

manual de dicho aparato.

Se realiz6é una eléctroforesis en gel de agarosa al 1.2%, de los productos
de RT-PCR. Realizada la electroforesis se depuré el gel en HCl 0.25 N. Se
prosiguié con el traspaso del cDNA a la membrana, siguiendo los pasos
indicados por el manual, verificando que todo el cDNA haya sido traspasado a

la membrana.

La membrana se lavd en SSC 2 X, por 5 minutos, y se dejé secar entre
dos papeles filtro. Finalmente, la membsana se secd junto con los papeles filtro

a 80°C, por 30 minutos.

Al términc de estos pasos la membrana se encontraba lista para la
hibridacién, por lo que se prosiguié con ésta siguiendo los pasos de hibridacién

descritos para el Dot-Blot.
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Estrategia metodoldgica para la detecciéon de YHV en las muestras de
camaron.

Con el fin de efectuar de una manera rapida y econémica la deteccion de
YHV en las muestras cdlectadas la aproximaciéon metodologica constdé de dos

fases:

1. Extraccion de RNA total de las muestras de hemolinfa y aplicaciéon de RT-
PCR para detectar la presencia del virus en la poblacion del estanque.
2. En cada muestra positiva, aplicacion de Dot-Blot de extractos directos y

Southern Blotting de productos de amplificacion.

Recoleccion de muestras.

Con base en las caracteristicas descritas, se decidid realizar una
recolecta aleatoria respecto a las granjas existentes en ila region de estudio.
Para ese objeto, se consulté el Directorio Nacional de Empresas Acuiculturales
(SEMARNAP, 1998), y en apego al presupuesto disponible, se seleccionaron al
azar 20 granjas con la siguiente distribucién: cinco en Sonora, 12 en Sinaloa y
tres en Nayarit. Una vez realizada la campafa de recolecta, se concreté la toma
de muestras en 14 de ellas, y un laboratorio productor de larvas, distribuidas
como se recaba en {a tabla 2: dos en Sonora, 10 en Sinaloa y tres en Nayarit.

La camparia se llevo a cabo entre el 22 de noviembre y el 1 de diciembre de
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1999. No se completé el plan inicial de recolecta en 20 granjas debido
principalmente a la negativa de ingreso por parte de los responsables en cinco

de ellas.

En las granjas visitadas se recolecté en uno o mas estanques (ver tabla
2), en funcion de la informacién ofrecida por los responsables. Donde hubo mas
de una muestra obedecio a la existencia de estanques que presentaban, al
tiempo de la recolecta, algin problema evidente de crecimiento, y en algunos
casos en los estanques que contaban con diferentes especies (Penaeus
vannamei o P. stylirostris) o que la procedencia de la larva fuera de diferente
laboratorio, ya sea nacional o del extranjero. El ndmero total de muestras fue de

22.

Se asigno una clave a cada muestra y cada granja con el fin de guardar
el anonimato, como un requisito solicitado por la mayoria de los responsables.

Asimismo, se agruparon en cinco regiones, como se detalla en la tabla Ii.
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Tabla |l. Descripcion del numero de granjas y muestras que se colectaron

segun la zona y claves que se les asigno.

Zona # de Granjas # de Muestras Clave por muestra

1 Nayarit 3 4 N1, N2, N3, N4
S81, S§852, 883,

2 Sur de Sinaloa 5 9 584, 885, 886,
SS7, SS8, SS9

3 Centro de 2 3 C81,CS2, C83

Sinaloa

4 Norte de Sinaloa 3 3 NS1, NS2, NS3
SON1, SONZ,

5 Sur de Sonora 2 3 SON3

Area de estudio.

El area de estudio se circunscribid a la zona costera del Pacifico

noroccidental mexicano debido a su gran importancia cualitativa y cuantitativa

en o que se refiere a la actividad camaronicola. De las 32,146 t producidas por

acuicultura en México en el afio 2000, los estados de Sonora, Sinaloa y Nayarit

produjeron el 93 % (Banco de Mexico-Fira, 2001). En la actualidad, alrededor

de 130 granjas funcionan en estos tres estados (Martinez-Cordoba, 1999),

destacando la alta produccion de las ca. 20 granjas del estado de Sonora

(15,469 t en el afio 2000) y el gran nimero de granjas existentes en el estado

de Sinaloa (ca. 100), con una produccion en el 2000 de 12,800 t; el estado de
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Nayarit ocupa el tercer lugar nacional de producciéon camaronicola, con 1,648 t

en el 2000 (Banco de México-Fira, 2001).

En la figura 1 se muestra la localizacion aproximada de los sitios de
recolecta.

Figura 1. Localizacion de las zonas de recolecta.

En cada granja se colectaron al menos 10 organismos por estanque
mediante una atarraya. Con ayuda de jeringas de insulina, se les extrajo
hemolinfa en cantidad variable, dependiendo del tamafio del organismo (figura
2). La hemolinfa obtenida se deposité en criotubos de 3.5 ml marcados que
contenian 100 pl de una solucion de citrato de sodio al 10%, como solucién

anticoagulante y se mantuvieron en frio (figura 3). Cada tubo comprendia la
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hemolinfa de los 10 especimenes muestreados. Las muestras de hemolinfa se
congelaron en nitrogeno liquido, haciendo uso de un contenedor para tal efecto
(figura 5). En estas condiciones, se fransportaron hasta el Laboratorio de
Genética y Biologia Moiecular de la Unidad Ensenada de la UABC para su

procesamiento.

Figura 2. Extracciéon de hemolinfa del segundo segmento de camardn con una
jeringa de 1 ml.
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Figura 3. Tubos Nunc de 3.5 mi utilizados para almacenar las muestras de
hemolinfa.

Figura 4. Contenedor de nitrégeno liquido, utilizado para la preservacion de

hemolinfa.
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RESULTADOS.-

Extraccion de RNA.

Las extracciones de RNA mediante la técnica de Chomczynski y Sacchi
(1987), presentaron resultados muy pobres en cuanto a cantidad de RNA
obtenido. Ademas, se trata de un procedimiento largo y complejo que pone en
riesgo de degradacion por RNAsas al RNA que se pretende extraer. Por este

motivo se decidid probar con un método alternativo, mas eficiente.

El método alternativo fue el de TRIzol LS. Mediante este método se

lograron mejores resultados en cuanto a cantidad de producto obtenido (Fig. 5).

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % en TBE 0.5X, a 60 V, por 45
minutos, de extractos de RNA a partir de pledpodos (carriles 2 y 5) y branquias
(carriles 3 y 6) de los controles positivo y negativo, respectivamente. Los
carriles 1 y 7 contienen una escalera molecular de 500 pb.
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A partir de 100 pl de hemolinfa en 1 ml de TRIzol, se obtuvo RNA en
cantidad apreciable, a juzgar por la banda intensa y difusa, alrededor de las 250

pb.

RT-PCR

El termociclador se programé inicialmente siguiendo las especificaciones
del fabricante del juego de reactivos respecto al primer paso de sinfesis de
cDNA, y seglin las recomendaciones de Tang y Lightner (1999) para el segundo
paso de amplificacidon del cDNA.

La sintesis de cDNA (primer paso del protocolo) se efectto en primera
instancia a 50 °C. Posteriormente, se continué con el programa recomendado
por Tang y Lightner (1999): desnaturalizacion, 94°C por 45 segundos y union,
60°C por 45 segundos. Esta secuencia se repitid por 40 ciclos. Al concluir,
extension final a 60 °C por 7 minutos. Mediante este programa, no se obtuvo
ningtin producto de amplificacion, lo cual se corroboré al no presentarse banda

alguna al aplicar una electroforesis a 5 pl de la reaccién del RT-PCR.

En un segundo intento, se modifico la temperatura de sintesis del cDNA

a 55 °C, para evitar la formacion de estructuras secundarias. El resto del
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protocolo de amplificacién se mantuvo igual. No obstante, se obtuvo el mismo

resultado negativo que en la opcion anterior.

A continuacion, se modificé la segunda parte del protocolo, empleando

las sugerencias del juego de reactivos Titan. Las principales modificaciones

incluyen un tiempo de elongaciéon a 68 °C y amplificacion en dos etapas: la

primera con repeticion del programa por 10 ciclos, y la segunda, con un

incremento de 5 segundos en el tiempo de elongacion cada ciclo, por 25 ciclos.

Ademas, los tiempos de desnaturalizacion y union se redujeron a 30 segundos

y se dio un tiempo de extension final de 7 minutos a 68 °C. Realizada esta serie

de cambios, se llegd al siguiente programa:

Proceso Temperatura Tiempo # de Ciclos
Sintesis de cDNA 55°C 30 min
Desnaturalizacién de la 94°C 2 min.
transcriptasa reversa
Desnaturalizacidn del 94°C 30 seg.
cDNA
Unién 60°C 30 seg. 10 ciclos
Elongacién 68°C 1 min.
Desnaturalizaciéon 94°C 30 seg.
Unién 60°C 30 seg.
25 ciclos
Elongacion 68°C 1 min.

Elongacion de

5 seg. Por ciclo

Extension final

68°C

7 min.

Preservacion

4°C

Indefinido
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Al implementar estas condiciones, se obtuvo un buen producto de
amplificacién (figura 6). Un qltimo paso de estandarizacién, se refirié a la
posibilidad de reducir el volumen de reaccién a la mitad, con el fin de

economizar reactivos.

Utilizando estas condiciones se obtuvieron buenos resultados, por lo que
se consideré emplear rutinariamente la mitad del volumen de reaccion. La
mezcla de reaccion, entonces, consistié en agregar a un tubo de PCR de 0.5
ml, 0.5 ul de éNTP, 0.5 ul del cebador 1 [20 uM], 0.5 pl del cebador 2 [20 uM)],
0.5 pl de RNA [~250ng], 1.25 ul de solucion de DTT, 5.0 pl de amortiguador RT-

PCR 5X, 0.5 nl de mezcla ‘enzimatica y la cantidad suficiente de agua estéril
tratada con DEPC, para completar 25 pl. Con excepcion de la muestra de RNA
y los cebadores, los demas reactivos forman parte del juego de reactivos

empleado (ver Anexo 2).

En primera instancié se probaron los dos juegos de cebadores (YHV1051
FyR,y YHV273 F y R) con los controles positivo y negativo, obieniéndose
amplificaciones del conirol positivo con ambos sistemas, aunque Ia
amplificacion del fragmento 273 produjo una banda mas concentrada (figura 8),
por lo que este par de cebadores se eligid para el procesamiento de las

muestras.
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % en TBE 0.5X, a 60 V por 45
minutos, de los productos de amplificacion de los controles positivo y negativo
con los juegos de cebadores YHV1051 F y R. Y YHV273 F y R. Carriles 2-5:
amplificacion con los cebadores YHV273 F y R de extractos de pledpodos y
branquias de los controles positivo y negativo, respectivamente. Carriles 8-11:
amplificacién con los cebadores YHV1051 F y R, de las mismas muestras.
Carriles 6 y 12: Controles de reaccion. Carriles 1, 7 y 13: Escalera molecular de
250 pb.

El resultado de aplicar el RT-PCR al total de las muestras fue la
amplificacion de dos de ellas (N1 y N3) (figura 7), ambas extraidas de

organismos P. vannamei de dos estanques sin probiemas de salud aparentes.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % en TBE 0.5X, a 60 V por 45
minutos, de los productos de amplificacion de las dos muestras positivas a la
presencia de YHV. Carril 1: muestra N3; carril 2: muestra N1; carril 3: escalera
molecular de 250 pb; carril 4: control negativo; carril 5: control positivo.

Preparacion de la sonda molecular.
De la amplificacion del control positivo con los cebadores YHV273 F y R,

se obtuvo una cantidad elevada del fragmento 273 (Fig.8).

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % en TBE 0.5X, a 60 V por 45
minutos, del producto total de amplificacién del fragmento 273 del genoma de
YHV, a partir del control positivo.
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Marcado de la sonda.

&l cDNA obtenido a partir de la escision del gel y su limpieza con Glass-
Max, se marcé con DIG High-Prime, para lo cual se probaron diversos
volimenes de muesfra péra el marcado. El protocolo descrito para el DIG High-
Prime indica que se deben de agregar 6 pi del DNA extraido del gel y aforar a
16 pl con agua fratada con DEPC. No obstante, las primeras pruebas realizadas
con esos volumenes resultaron en cantidades muy bajas de sonda marcada,
por lo que se probaron diferentes combinaciones de volumen, resultando la
combinacion de 15 ul de la muestra y 1 pl de a.gua tratada con DEPC, la que

mayor cantidad de sonda marcada produjo.

Cuantificacion de la sonda.
La concentracion de sonda marcada con digoxigenina, cuantificada con
el juego de reactivos DIG High-Prime Quantification Kit (Boehringer Mannheim),

fue de 194 ng en 48.5 i, es decir, 4 ng/ul.

Dot-Blot.
El primer Dot-Blot se realiz6 con homogenizados crudos de pledpodos,
empleando una cantidad final de sonda de 25 ng (limite superior recomendado

por el protocolo). Los resultados fueron negativos, incluyendo el control positivo,
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por lo que se realiz6 un segundo Dot-Blot incrementando a 30 ng la cantidad

de sonda. Los resultados también fueron negativos.

Dados los resultados anteriores, se decidié utilizar extractos de RNA total
para la prueba, manteniendo las demas condiciones. Los resuitados, una vez

mas fueron negativos.

Por dltimo, se realizo6 otro Dot-Blot con las amplificaciones de RT-PCR de
muestras y controles, el cual tifié para el control positivo y fas muestras N1 vy
N3, io que corroboré los resultados de la amplificacion especifica, como se

muestra en la figura 9.

Figura 9. Dot-Blot de los productos de amplificacion del RT-PCR de diluciones
1:1, 114, 1:16,1:64 de muesiras selectas y controles. Columna H: control
negativo, columna [: control positivo; cuadro 5B: muestra N1; cuadro 5D:
muestra N3,
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Southern Blotting.

Con el objeto de comprobar la validez de las muestras positivas, se
realizé una amplificacion de ellas con los cebédores YHV1051F y R. El
resultado de la amplificacion visualizado mediante electroforesis en gel de

agarosa, fue aparentemente negativo, como se observa en la figura 10.

Figura 10. Electroforesis en gel de agardsa al 1.2 % en TBE 0.5X, a 60 V por 45
minutos, del producto de la amplificacion con los cebadores YHV1051 F y R.
Carril 8: control positivo; carriles 1y 9: escalera molecular de 250 pb.

No cobstante, se aplicd un Southern-Blotting, el cual dio como resultado

hibridacion con el control positivo (evidente en la figura 10} y la muestra N3, que

habia presentado la mayor concentracion en el Dot-Blot (Fig.11).
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1234678 8

Figura 11. Membrana de nylon del Southern biotling de los producios de
amplificacion de RT-PCR de las muestras probadas por Dot-Blot. Carrif 4:
muestra N3; carril 8: control positivo.
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DISCUSION.-

El aspecto mas importante a cuidar cuando se extrae RNA de tejidos, es
mantener tanto el espacio de trabajo como los materiales y reactivos empleados
libres de RNAsas. Esfa enzima es ubicua y altamente resistente a la
degradacion. No se elimina por esterilizacién en autoclave, por lo que es
necesario tratar todos los materiales y los reactivos empleados con DEPC, el
cual es uno de los pocos compuestos que desnaturaliza la enzima. Sin
embargo, dado que el DEPC es una sustancia téxica, es necesario deshacerse

de ella por medio de esterilizacion a 121° C.

El método propuesto por Chomczynski y Sacchi (1987) es un méiodo
manual de rutina empleado en diversos laboratorios para la extraccion de RNA.
Sin embargo, es un método que implica muchos pasos en su protocolo, cada -
uno de ellos sujeto a la posibilidad de contaminacion por RNAsas, lo cual lo
hace complicado. En el caso de este trabajo, no se obtuvo RNA por este
método, hecho muy probablemente relacionado con la degradacion del RNA por

medio de RNAsas.

El Trizol LS es una mezcla de reactivos comercial que simplifica en
tiempo y nimero de pasos del protocolo la extraccion de RNA. La cantidad de
RNA obtenido aqui mediante el uso de este reactivo fue muy adecuada para los

fines que se perseguian. No obstante, se aprecia degradacion del RNA
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obtenido, a juzgar por la falta de bandas bien definidas en el gel de agarosa. Sin
embargo, dado que el genoma de YHV es una molécula de RNA de doble
hélice, no es degradada por la RNAsa comun (Gesteland et al., 1999). Por lo
fanto, aunque las diferéntes formas de RNA (mRNA, t{RNA y rRNA) de los
tejidos del camaron pudieran haber sufrido alguna degradacion, muy

probablemente el genoma del virus estaria intacto.

En la primera técnica empleada, aunque el RNA del genoma viral pudiera
no estar degradado, no fue aparente debido a que la concentracién de genoma
viral es muy baja comparada con la de las diferentes formas de RNA del

camaron.

Cowley et al (2000) indican que para la deteccién viral de RNA por la
técnica de RT-PCR se necesitan al menos 10 fg de RNA blanco (genoma del
virus). Si el genoma de YHV consta de 22,000 pb, el genoma de un solo virus

pesara 4.3 x 10 ™'

g, es decir, que se requiere la presencia de por lo menos 10°
virus en la muestra para poder ser detectado mediante esta técnica. Esa
cantidad de virus, es muy pequefia y en ello reside la alta sensibilidad de la

técnica para poder detectar infecciones incipientes.

Para realizar el RT-PCR con el fin de amplificar un fragmento de genoma

viral, se decidi6 seguir las recomendaciones del protocolo del juego de reactivos
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Titan para la primera parte, es decir, la sintesis del ¢cDNA y empiear las
sugerencias de Tang y Lightner (1999) para la amplificacion del fragmento, ya
que los cebadores utilizados fueron los disefiados por estos autores. Sin

embargo, no se obtuvieron resultados.

La ausencia de resultados en este primer ensayo pudieron deberse a la
temperatura de sintesis de cDNA empleada (50° C), la gue posiblemente no fue
suficiente para evitar estructuras secundarias del RNA molde. En el segundo
intento, al agregarse 5° C a la temperatura de sintesis, tampoco hubo
resultados. Por lo tanto, es factible que las condiciones del segundo paso del
protocolo {la amplificacion del cDNA;y, no fueran las 6ptimas. Cabe notar que el
protocolo de PCR recomendado por Tang y Lightner (1999), no incluye una fase
de extensién por ciclo, sino Gnicamente una extension final de 7 minutos. Fue
entonces que se decidid apegarse al protocolo completo del Titan, que emplea
10 ciclos con los pasos de desnaturalizacién, unién y extension, segundos de
25 ciclos con una elongacién progresiva de 5 segundos en la extension, cada
ciclo. Mediante esta estrategia, se permite que la Taq polimerasa realice su
trabajo conforme aumenta el nimero de copias del fragmento en la reaccién en

cadena.

Debido al buen resultado de la amplificacion del fragmento de 273 pb,

fue que se decidid emplear éste como sonda para la hibridacion. Ademas, se
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recomienda el uso de sondas de menor tamaifio para lograr una mayor

penetracion en el material fijado a la membrana (Wilkinson, 1892).

El uso en este trébajo de digoxigenina como molecula reportera para el
marcaje de la sonda, representa una enorme ventaja sobre el uso de marcas
radiactivas, ya que no se requiere de instalaciones ni cuidados especiales que
hacian laborioso, peligroso y costoso el uso de radiactividad en la investigacion

con acidos nucléicos.

En este caso, para obtener el fragmento marcado, se escindid éste del
gel donde se separ¢ y se limpid con Glass-Max para eliminar las moléculas
contaminantes, subproductos de la reaccidon de PCR, lo que redujo la cantidad
de material para ser marcado. Fue por esta razén que se hizo necesario
agregar diferentes volimenes crecientes a la reaccion de marcado con DIG
High-Prime. Finalmente, {a proporcion 16:1 (producto limpio:agua tratada con

DEPC) rindi6é una buena cantidad de sonda marcada.

El ensayo de Dot-Blot se intenté realizar a partir de homogeneizados
crudos de tejido de camarén, debido a razones practicas. Para el uso de esta
técnica en la granja, seria mas sencillo poder efectuarla a partir de simples
homogeneizados de tejido, que tener que extraer el RNA. Sin embargo, no se

dieron los resultados esperados, ya que ni el control positivo se hizo evidente
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en un primer ensayo. Por lo tanto, se procedid a realizar una extracciéon de RNA
total de controles y muestras, con las cuales se realizé un segundo ensayo, el .
cual también fue negativo. La razon probable de este dltimo resultado es que la
concentracion de virus én los tejidos era demasiado baja, por debajo de las
decenas de nanogramos, que se considera el limite de deteccion de esta

técnica (Lakeside, 1998).

Dados los resultados anteriores, con el objeto de comprobar que los
fragmentos amplificados realmente correspondian a la porcion del genoma de
273 pb, se procedidé a aplicarle a los productos de amplificacion la técnica de
Dot-Blot, con los resultados positivos para las mismas muestras (N1 y N3), que
habian sido amplificadas mediante el RT-PCR. Por {o tanto, esta prueba
confirmd el hecho que los fragmentos amplificados pertenecen realmente al

genoma de YHV.

Lo anterior corrobora dos hechos: 1) Dado que se aplico una sonda
especifica, el resultado comprueba, sin lugar a dudas, que existe la presencia
de YHV; y 2) que esta infeccién se encuentra entre las decenas de fentogramos
y las decenas de nanogramos en una muestra de 1 mi de hemolinfa de un

conjunto de 10 organismos.
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La técnica de Southern blotting se empled como una dltima
comprobacion de que ia banda de amplificacion obtenida en la electroforesis
que siguié al RT-PCR, pertenecia efectivamente a un fragmento del genoma de
YHV. Para este efecto, sé emplearon los cebadores que amplifican las 1051 pb
que contienen al fragmento de 273 pb. El resultado de la electroforesis teiida

“con bromuro de etidio, de los productos de amplificacion, fue negativo, sin
embargo, una vez aplicada la hibridacién sobre la membrana de nylon a la que
se fransfirio el material mediante la técnica de Southern blotting, se detectaron

las bandas correspondientes al control positivo y la muestra N3.

El resultado obtenido indica que los cebadores disefiados para amplificar
el fragmento de 1051 pb no son tan efectivos como los que se emplearon para
amplificar el fragmento de 273 pb. Esto puede tener su explicacion en el hecho
gue no se conoce con exactitud la region gendmica a partir de la cual se
disefiaron los cebadores. En términos filogenéticos, existen en los genomas de
jos organismos regiones variables e invariables. Si las herramientas
molecuiares se disefian sobre regiones variables, es factible que su poder de
deteccidon y diagnodstico se vea afectado, produciendo falsos negativos. En el
caso contrario, si estas herramientas se disefian sobre regiones que se
encuentran conservadas filogenéticamente, es decir, sobre porciones
invariables a nivel del taxén en cuestion, se corre el riesgo de generar falsos

positives.
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Para el resultado aqui obtenido, es factible que se trate del primer caso,
en el gue los cebadores disefiados para amplificar el fragmento de 1051 pb, no
realicen éptimamente la unién con el fragmento blanco debido a disparidades

entre secuencias.

Con base en lo anterior, se puede asegurar que las muestras que
resultaron positivas presentan la infeccion, y las negativas, o no estan
infectadas o, si lo estan, su grado de infeccion o contacto con el virus esta por

debajo del limite mencionado.

En los estanques donde se tomaron las muestras N1 y N3 no se
presentaban problemas de salud, sin embargo, se evidencié la presencia del
virus. Este resultado se puede explicar en funcién de las bajas concentraciones
encontradas, lo que indicaria una infeccién incipiente, o bien, que la cepa del
virus presente tuviera menor virulencia que la que provocd en Asia alta
mortalidad en las poblaciones en cultivo de P. monodon, o, inclusive, que las
lineas de camaron P. vannamei en cullivo presentaran alguna resistencia
natural al virus o que las condiciones ambientales particulares de las granjas
mexicanas, no fuesen las adecuadas para el desarrollo de un brote epizoético.
No obstante, es necesario realizar investigacion para poder discernir entre estas
posibilidades o saber, en su caso, la importancia de cada una de ellas para

generar un resuitado como el aqui presentado.
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En resumen, las técnicas moleculares empleadas fueron Utiles para la
deteccion de YHV en dos de ias muestras analizadas (N1 y N3), pertenecientes
a la regién 1. Este es el primer reporte de la presencia del virus productor del

“sindrome cabeza amarilla” en México.

Mediante este trabajo se puedo constatar la sensibilidad de las
herramientas moleculares para evaluar fa presencia de virus en camarones y la
flexibilidad con que se puede trabajar con estas en conjunto para lograr una
deteccion a una etapa muy temprana de infecciéon. Como en el texto se explica
no sélo se puede utilizar una herramienta sino que se puede hacer una
conjugacion de éstas para que presenten mayor sensibilidad, como fue el caso
de realizar un RT-PCR a las extracciones de RNA para amplificar el fragmento
del virus y obtener una mayor concentracion de éste, y después realizar un
Dot-Blot 0 un Southern blotting para comprobar que el producto de amplificacion
pertenece realmente al virus que se desea detectar, mediante la sonda
especifica. Esto debido a que si desde un inicio se cuenta con una
concentracidon muy pequefia de virus y se realiza un RT-PCR posiblemente no
se lograria obtener una concentracién suficiente como para detectarlo en un gel
de agarosa, pero si en un Dot-Blot o un Southern blotting, lo que nos confiere

una alta confiabilidad.
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Por otro lado, el hecho de no ser necesario matar al organismo, ya que
basta con tener una muestra de hemolinfa, aunado al corto tiempo (24-48 h)
que implica llevar a cabo el ensayo total, comparado con las técnicas
tradicionales de histologié, hacen de esta opcion la mas oportuna en la labor de
diagnostico.

Por tltimo, dado que el diagndstico se hace empleando ia informacién
genética (genoma) del virus en cuestion, lo hace sumamente preciso, con la
condicion de que las herramientas moleculares a emplear hayan sido disefiadas

propiamente.

En atencion a lo marcado en la Norma Oficial de Emergencia de 1999,
donde se obliga la cuarentena y andlisis diagndstico para evitar la introduccién y
dispersion de enfermedades de origen viral a granjas camaroneras en territorio
mexicano, se sugiere instaurar el diagnéstico mediante herramientas
moleculares como una practica rutinaria en el comercio y transito de larvas,
poslarvas, reproductores y camarones en general, en cualquiera de sus
presentaciones (fresco y congelado). Aunque esta practica se esta aplicando
con mayor intensidad y regularidad para la deteccion de WSSV y TSV, se
recomienda que, dado el hallazge de YHV en granjas mexicanas presentado en
este trabajo, se instaure, asimismo, el método molecular para la deteccién de

YHV.
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La instancia oficial responsable de evitar el ingreso y diseminacion de
agentes patégenos de origen viral en la granjas camaroneras, podria ser quien
coordinara un ejercicio de estandarizacion, como el que se presenta en este
trabajo, con el fin dé establecer métodos de deteccion y diagnodstico
moleculares generalizados y uniformes, que todo laboratorio involucrado
debiera aplicar para lograr una unificaciéon de criterios para e} control sanitario
del material bioldgico vivo (larvas, poslarvas y reproductores) o congelado que
ingresa ai pais o que se desplaza entre laboratorios, granjas y procesadoras, en

el territorio mexicano.
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CONCLUSIONES.-

1. Las técnicas de RT-PCR, Dot-Blot y Southern Blotting utilizadas para el
diagnostico del virus YHV presentan una sensibilidad y confiabilidad alta, al

igual que permiten una deteccidon oportuna a un grado de infeccion bajo.

2. En este trabajo se demuestra la flexibilidad con que se puede trabajar

implementando diferentes técnicas moleculares.

3. YHV esta presente en granjas camaroneras de la costa noroccidental del

Pacifico mexicano. {

4. Las muestras que resultaron positivas para la presencia del virus,

pertenecen a camarones P. vanname.

5. Se considera apropiado aplicar las herramientas moleculares para el control
sanitario rutinario respecto a la posible introduccion y dispersion de YHV,
dadas sus caracteristicas comprobadas de sensibilidad, oportunidad,

confiabilidad y precisién.
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ANEXO 1.-

Soluciones y Reactivos.

Geles de agarosa.-
Amortiguador TBE (Tris-Borato-EDTA) al 0.5%.
1.2% de agarosa (GIBCOBRL®).

5ul de EtBr (bromuro de etilio) por cada 100 ml.

Amortiguador [.- “ Amortiguador de acido maléico”.
Acido maléico 0.1 M.
NaCl 0.15 M (cloruro de sodio).
Ajustar a pH 7.5 (20°C).

Amortiguador il.- “Amortiguador de solucidén de bloqueo”.
Solucién biogueadora 1X (Boerhringer Mannheim GmbH) diluida 1:10 en
amortiguador |

Amortiguador ill.- “Amortiguador de deteccion”.
Tris-HCI 0.1 M (Trisma-acido clorhidrico)
NaCi 0.1 M (cloruro de sodio). ‘
MgCl; 50 mM (cloruro de magnesio).
Ajustar pH a 9.5 (20°C).

Amortiguador IV.- “Amortiguador de TE (Tris-EDTA)”
Tris-HCI 10 mM.
EDTA 1mM (Acido etildinitrilo tetracético)
Ajustar pH 8.0

Amortiguador de Hibridacion.- “High SDS (dodecil sulfato de sodio)”.
SDS al 7%.
SSC 5X (amortiguador de citrato de sodio salino).
NaH;PO, 50 mM, pH 7.0.
N-lauroylsarcosina 0.1% (p/v).
1/5 en volumen de solucidn de blogueo 10X.
50% volumen de formamida desionizada.

Amortiguador de lavado y biogueo DIG.
Amortiguador | 10X.
Solucién de blogueo10X.
Solucion de deteccion 10X.




62

Amortiguador de iavado.-
Amortiguador | + 0.3 % de Tween 20.

Solucién de coloracion.-
Preparar siempre fresco
200 pi de NBT/BCIP en 10 ml de amortiguador Il

Solucién anticuerpo.-
Diluir anti-DIG-AP 1:2000 en amortiguador |i.

Solucién de transferencia.-
NaCl 0.6 N.
NaOH 0.5 N (hidréxido de sodio).

Solucion de depuracién de gel.-
0.25 N HCI (acido clorhidrico).

Amortiguador MOPS 1X.-
MOPS 20 mM.
Acetato de sodio 5SmM.
EDTA 1TmM.

Ajustar-a pH 7.0.

Solucién de bloqueo.- .
1 % reactivo blogueador en amortiguador |.

NOTA.- El pH se puede ajustar con HCI si es basico y con NaOH si es acido.
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ANEXO 2.-

Protocolos.

e TRIZOL® LS Reagent, de Life Ttechnologies.

1.- Homogeneizar en un tubo eppendorff 100 mg 6 100 ul de muestra con 1 mi
de Trizol (=10% muestra-90% Trizol).

2.- Centrifugar la muestra a 12,000 x g, por 10 minutos a una temperatura de
2°-8°C. Descartar el boton y recuperar el sobrenadante en un tubo
nuevo.

3.- incubar la muestra por 5 minutos a 15°-30°C. Adicionar 0.2 ml de cloroformo
por cada mililitro de Trizol utiizado, agitar rigurosamente por 15
segundos e incubar de 2-3 minutos a 15°-30°C.

Centrifugar la muestra a 12,000 x g, por 15 minutos a una temperatura de
2°-8°C.

4.- Se obtienen dos capas. transferir la fase acuosa a un tubo nuevo (no tirar la
otra fase). ‘
Agregar 1 ml de etanol al 100% por cada mililitro de Trizol utilizado y
centrifugar a 12,000 x g, por 10 minutos a una temperatura de 2°-8°C.

5.- Eliminar el sobrenadante y lavar el RNA con 1 ml de alcohol al 756% por
cada mililitro de Trizol utilizado.
Mezclar con vortex y centrifugar a 7,500 x g, por 5 minutos a una
temperatura de 2°-8°C.

6.- Secar el botén (no totalmente), agregar agua destilada tratada con DEPC y

resuspender.
Incubar por 10 minutos a 55°-60°C y guardar a -70°.

s Titan One Tube RT-PCR System Roche.
1.- Mantener todos los componentes en hielo.
2 .- Agitar y centrifugar todos los reactivos antes de preparar las reacciones.

3.- Preparar los Master Mix 1y 2, en tubos separados.
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Componentes Volumen de concentracion
final para RT-PCR

Master Mix 1

Aguas tratada con DEPC 16.5 ul

dNTP, 10 mM 1l

Cebador#1, 20 ul 1l

Cebador # 11, 20 pl 1ul

Muestra RNA, [500 ng] 0.5 ul

Solucion DTT, 100 mM 2.5 ul

Master Mix 2

Aguas tratada con DEPC 16.5 i

Cebador RT-PCR 5X, con Mg”* [10 pl

Enzima Mix 1w

4 .- Colocar los Master Mix en un tubo de 0.2 ml de PCR, colocados previamente

en hielo, y centrifugar para colectar en el fondo. Agregar 30 pl de aceite
mineral. ‘

5.- Colocar las muestras en un termociclador equilibrado a 50°C e incubar por
30 minutos. Se pueden utilizar temperaturas mayores a los 60°C para la
transcripcion reversa, para eliminar cualquier estructura secundaria.

6.- Ir directamente al termociclador.

Proceso Temperatura Tiempo # de Ciclos

Sintesis de cDNA 50°C 30 min. 1

Desnaturalizacion de | 94°C 2 min. 1

la transcriptasa

reversa

Desnaturalizacion del | 94°C 30 seg.

cDNA

Unidn 45°-65°C 30seg 10

Elongacion 68°C 45 seg. —4 min.

Desnaturalizacién 94°C 30 seg.

Unién 45°-65°C 30 seg.

Elongacién 68°C 45 seg.—4 min | 25
elongacion de 5 seg. por ciclo

Extension final 68°C > 7 min. 1

Preservacion 4°C indefinido
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7.- Por uitimo se corren las muestras en un gel de agarosa de 1-2% para
detectar las amplificaciones.

s Vacuum Blotter, modelo 785, de BIORAD.

Después de haber corrido las muestras que se desean transferir a la membrana
en un gel de agarosa.

1.- Cortar membrana y papel filtro (# 3), 0.5 cm mas iargo gue la ventana de
plastico por cada lado.

2.- Tapar los orificios del gel de agarosa con gel a la misma concentracion.

3.- Depurar el gel con HCI 0.25 N por 15 minutos en un traste con movimiento
lento.

4.- Colocar el papel filtro bajo la membrana y después colocar la ventana de
plastico sobre estos. El papel filtro y la membrana deben de encontrarse
previamente humedecidos con la solucion de transferencia.

5.- Limpiar el gel con agua destilada para eliminar el HCI y colocar el gel sobre
la ventana de plastico. Después se coloca la caja selladora.

6.- Ya acomodado todo, se prende la bomba de vacié para verificar que no se
escapa aire. Se coloca la solucién de transferencia (1-1.5 litros), se
prende nuevamente la bomba y se deja por 90 minutos a una presion de
5 mm Hg.

7.- Cumplidos los 90 minutos se apaga la bomba, se retira el gel (este debe de
estar a 1/2 de su area original) y se verifica si quedd DNA en el gel.

8.- Mojar la membrana por 5 minutos en SSC 2X y dejar secar entre dos
papeles filtro. Después meter la membrana junto con dos papeles filtrc a
secar a 80°C por 30 minutos.

Realizar la hibridacion
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GLASSMAX DNA Isolation Spin Cartridge System, de GIBCOBRL.

1.- Incubar =100 pl de amortiguador TE 6 agua destilada, por muestra a 65°C,

2.-

3.-

4.-

9.-

1.-

2.-

3.-
4.-

5.-

para paso 6.

Adicionar Nal (yoduro de sodio 6 binding solution) a la muestra de DNA
4.5:1.

a) Si la muestra de DNA es acuosa, adicionar 4.5 de Nal por cada 1
de DNA (viv).
b) Si la muestra se encuentra en gel de agarosa, entonces se extrae la
banda con el DNA y se pesa. En este caso se adiciona 4.5 de Nal por
cada 1 de gel con DNA (v/p). Si el DNA fue sometido a electroforesis
en amortiguador TBE, se adicionan 20ul de TBE por cada 0.1gr.
Calentar la banda del gel en Nal a 50°C hasta que el gel se encuentre
totaimente disuelto.

Adicionar 600ul de DNA/Nal al cartucho de la centrifuga de Glass Max y
centrifugar a 13,000 g X 20 segundos, vaciar el tubo. Guardar la solucién
hasta que sea confirmada la recuperacién del DNA.

Volimenes > a los 600 pl. requieren de mas de un ciclo.

g

Adicionar 0.4 ml. de amortiguador de lavado frio (4°C) al cartucho de
centrifuga. Centrifugar a 13,000 g X 20 segundos y eliminar el
amortiguador de lavado. Repetir dos veces este paso.

Después de remover el amortiguador de lavado del cartucho, centrifugar a
13,000 g X 1 minutos.’

DIG-High Prime, de Boerhringer Mannheim.

Agregar 1 ul de ADN y aforar a 16 pl con agua destilada y estéril.

Desnaturalizar el ADN hirviéndolo en bafio Maria durante 10 minutos. Enfriar
rapidamente en hielo.

Agregar 4 ul de DIG-High Prime, mezclar y centrifugar brevemente.
Incubar por 20 horas a 37°C.

Detener la reaccion a 60°C durante 10 minutos.
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* Dig High Prime Labeling and Detection Starter Kit, de Boehringer
Mannheim.

Colocar 1 pl de sonda en 39 pul de amortiguador de dilucién de DNA, este
sera nuestro tubo # 1.

Diluciones.- _
Tubo A.- 10 pl del tubo 1 en 23 pl amortiguador de diluciéon de DNA.
Tubo B.- 5 ul del tubo 1 en 45 pl amortiguador de dilucion de DNA.
Tubo C.- 5 ul del tubo A en 45 pl amortiguador de diluciéon de DNA.
Tubo D.- 5 ul del tubo B en 45 pl amortiguador de dilucién de DNA.
Tubo E.- 5 ul del tubo C en 45 pl amortiguador de dilucién de DNA.
Preparacion del método de deteccion.-
Tubo 1.- 2 ml de amortiguador I
Tubo 2.- 2 ml de solucién de anticuerpos.
Tubo 3- 2 ml de amortiguador | |
Tubo 4.- 2 ml de amortiguador I
Tubo 5.- 2 mi de solucién de color de substrato.

Después de haber preparado los tubos para la deteccion, colocar 1 ul de cada
dilucion en cada en los cuadros marcados (una dilucién por cuadro) del Dig
quantification test-trip y dejar secar por 2 minutos. Tomar un palillo de control
(provisto por el juego de reactivos) y proseguir con el método, introduciendo
estos palillos en los tubos de deteccion.

Método de detecciédn.-
2 min. en tubo 1
3 min. en tubo 2
1 min. en tubo 1
1 min. en tubo 3
1 min. en tubo 4
5-30 min. en tubo 5

Calcular la concentracién por medio de las relaciones dadas en el
manual de Dig High Prime Labeling and Detection Starter Kiti { de Boehringer
Mannheim).




