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1. Resumen

En los ultimos afios, se han identificado dos virus de ARN vinculados con mortalidades
masivas en América Latina: el Virus de la Mionecrosis Infecciosa y el Penaeus
vannamei Solinvivirus. En 2023, se observaron muertes inusuales en el noroeste
mexicano, posiblemente relacionadas con estos virus. Muestras de P. vannamei de
Sonora y Baja California Sur analizadas mediante PCR, RT-PCR, Secuenciacion
Sanger y Secuenciacion Masiva de Proxima Generacion revelaron la presencia de
Penaeus vannamei Solinvivirus, Virus de la Mionecrosis Infecciosa, Decapod
penstyldensovirus 1, y Vibrio parahaemolyticus, causante de AHPND. Mediante
analisis de RNAseq se secuencio el genoma completo de la variante mexicana del
PvSV nombrandolo PvSV Mex. El genoma de PvSV Mex es de 10,4 kb y codifica una
gran poliproteina de 3327 aa, con dominios conservados de helicasa, RARP, proteina
de cubierta de Calicivirus, parche-G, proteina de tegumento y sefal de localizacion
nuclear. La secuencia nucleotidica del PvSV Mex muestra un 99.88% de similitud con
PvSV. Las técnicas de secuenciacion son herramientas esenciales para identificar y
comprender estos procesos, contribuyendo al conocimiento del transcriptoma del

camaron.

Palabras clave: Camaroén blanco, Penaeus vannamei, Solinviviridae, Solinvivirus,
PvSV Mex.



2. Introduccién y antecedentes

La acuacultura es una préctica que consiste en el cultivo y reproduccion de diversas
especies de organismos acuaticos de manera controlada (SADER, 2019). La
produccion mundial de organismos acuaticos asciende a 214 millones de toneladas,
con un valor de 406 mil millones de ddlares (FAO, 2022). Dentro de este sector, la
produccién de crustaceos ha superado los 11.2 millones de toneladas, valoradas en
81.5 mil millones de ddlares (FAO, 2022).

El cultivo de camardn, particularmente del camardn blanco del Pacifico (Penaeus
vannamei), ha cobrado gran relevancia debido a sus destacados beneficios
nutricionales y su valor gastronémico (Bajafia & Bucaram, 2023; Pérez, 2018). Esta
especie predomina en la industria y su produccion ha alcanzado las 5.8 millones de
toneladas, con un valor estimado de 31.23 mil millones de délares (FAO, 2022). Los
principales paises productores de camaron blanco incluyen Ecuador, China, Vietnam,
India, Indonesia, México, Centroamérica, Estados Unidos y algunos paises de Europa
(Davis et al., 2022).

A pesar del crecimiento sostenido de la industria, en 2020 la produccion mundial de
camaron experimento una disminucion del 15% en comparacion con el afio anterior.
Esta caida se atribuye principalmente a enfermedades infecciosas que afectaron
gravemente a la region asiatica (FAO, 2020). En América Latina, la produccion de
camaron supero las 700 mil toneladas, con Ecuador, México, Brasil, Colombia y Peru
como principales productores (James et al., 2019). No obstante, la produccion
camaronicola mostré una tendencia positiva en afos recientes, registrando un
aumento del 22% en los volumenes productivos, impulsado por el incremento en la
produccién en Ecuador (FAO, 2021).

El cultivo de camardon enfrenta varios desafios, incluyendo la competencia
internacional, problemas sanitarios, el cambio climético y la sostenibilidad ambiental
(Alvarez & Franco, 2023). Sin embargo, existen soluciones para mejorar la calidad y
la productividad, garantizando el desarrollo sostenible de la industria (Valverde, 2022).



En México, la camaronicultura tuvo sus inicios en la década de 1980 y desde entonces
ha experimentado un crecimiento notable (Billie et al., 2002). Actualmente, México es
el séptimo productor mundial de camarén, con una produccion de 237,647 toneladas,
valorada en 15 mil millones de pesos mexicanos (COPESCA, 2018). De este
volumen, el 29% proviene de la captura en bahias y aguas profundas, mientras que
el 71% proviene de granjas acuicolas (CONAPESCA, 2018; CONAPESCA, 2020).

Sinaloa es el estado con mayor produccién, con mas de 96 mil toneladas, seguido por
Sonora con 75 mil toneladas y Nayarit con 17 mil toneladas (Garcia, 2020). Otros
estados con cultivos a menor escala incluyen Baja California, Baja California Sur,
Campeche, Chiapas, Colima, Guerrero, Jalisco, Oaxaca, Quintana Roo, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz y Yucatan (SADER, 2020). En 2020, el cultivo de camarén

represento el 61% de la produccién acuicola nacional total.

El cultivo de camaron tiene un potencial considerable para el desarrollo econémico y
social de México y América Latina, siempre y cuando se lleve a cabo de manera
responsable y sostenible (CONAPESCA, 2018). Su relevancia radica en su capacidad
para generar empleo, garantizar la seguridad alimentaria y contribuir al desarrollo
econdémico nacional (CONAPESCA, 2020).

2.1. Enfermedades del cultivo de camardn

La camaronicultura moderna enfrenta una gran problematica debido a la constante
apariciéon de agentes infecciosos que se han propagado entre regiones, paises y
continentes (Bondad-Reantaso et al.,, 2008). Este fendmeno, conocido como
transfronterizacion, implica el movimiento de especimenes entre paises y la

introduccion de su carga microbiolégica (Cruz-Flores et al., 2022).

En el ambito del cultivo de crustaceos, existen siete enfermedades virales
fundamentales identificadas por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE).
Estas son: Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV), Virus de la
Mionecrosis Infecciosa (IMNV), Virus del Sindrome de Taura (TSV), Virus del
Sindrome de Mancha Blanca (WSSV), Infeccion por Macrobrachium rosenbergii
nodavirus, Enfermedad de Cola Blanca (WTD) y Virus del Sindrome de la Cabeza
Amarilla (YHV), asi como la Infeccion por el Virus Decapodo Iridiscente 1 (DIV1)
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(Andrade et al., 2022; OIE, 2021). Ademéas de estas enfermedades virales, también
se han identificado dos enfermedades bacterianas y una fungica reportables segun la
OIE en 2021. Necrosis Hepatopancreatica Aguda (AHPND), Necrotizacion
Hepatopancreatitis (NHP) y la Plaga de Crayfish (Aphanomyces astaci) (Cruz-Flores
et al., 2022). El conocimiento y la gestiébn adecuada de estas enfermedades son
cruciales para garantizar la salud y la sostenibilidad de las poblaciones de crustaceos

en los sistemas de cultivo (Cruz-Flores et al., 2022; Lee et al., 2022).

Las enfermedades que afectan al camardn exhiben una distribucion cosmopolita
debido a los movimientos transfronterizos de camarones (Morales et al., 2014). Este
fendmeno conlleva la dispersion de patdgenos hacia nuevas areas donde
comunmente no estan presentes, impulsado por el comercio y la globalizacion (Varela
& Pefia, 2017). En muchos lugares, la disponibilidad de camardn es insuficiente o
inexistente, lo que provoca la importaciéon de camarones y, con ellos, sus patégenos
(Cruz-Flores et al., 2022). El cultivo de camarodn es el sector de la acuacultura de méas
rapido crecimiento en regiones de Asia y Latinoamérica, y es comun el comercio de
estadios inmaduros entre diferentes localidades, provocando un impacto significativo

en las industrias y especies acuaticas locales (Varela & Pefia, 2017).

El movimiento de patégenos entre diferentes especies o regiones puede propiciar la
emergencia de nuevas variantes con fenotipos y genotipos adaptados a los requisitos
del ecosistema en el que se encuentran (Cruz-Flores et al., 2022; Smith-Tsurkan et
al., 2013). El término 'variante' se refiere a una mutacién o un conjunto de mutaciones
de una poblacién viral, ya sea por azar o por seleccion natural, permitiendo que el
virus enfrente nuevos desafios y presiones evolutivas (Cruz-Flores et al., 2022; Flegel,
2006). Se ha observado que los virus de ARN tienen altas tasas de mutacion, lo que
resulta en la generacion de nuevas variantes (Cruz-Flores et al., 2022; Duffy, 2018).
Las consecuencias de estas variantes pueden afectar a los andlisis clinicos, los
tratamientos, la produccion y el comercio de organismos acuaticos (Cruz-Flores et al.,
2022; Gutiérrez-Novillo, 2022).
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2.2. El Virus de la Mionecrosis Infecciosa (IMNV)

El virus de la Mionecrosis Infecciosa (IMNV) fue inicialmente identificado en 2002 en
el noreste de Brasil y posteriormente se propago a Indonesia en 2006 (Andrade et al.,
2022). Perteneciente a la familia Totiviridae, este virus presenta una estructura
icosaédrica con un diametro de 40 nm y carece de envoltura (Poulos et al., 2006). Su
genoma consta de doble cadena de ARN (dsRNA), clasificAndose en el Grupo Il
segun la Clasificacion de Baltimore (Tang et al., 2019). Con un tamafio gendmico de
aproximadamente 8,2 kbp, el IMNV posee dos marcos de lectura abiertos
superpuestos (ORF): el ORF1 codifica una proteina asociada con la unién al ARN y
una proteina de la capside (MCP), mientras que el ORF2 contiene la informacién
crucial para la replicacion y transcripcién de la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) (Andrade et al., 2022) (Figura 1). Los signos visibles caracteristicos de lesion
en los camarones incluyen la presencia de zonas necréticas blancas, focales a
extensas, en el musculo estriado, particularmente en los segmentos abdominales mas
distales cercanos a la aleta caudal (Poulos et al., 2006). En casos graves, se
presentan necrosis y enrojecimiento, ademas de eventos de mortalidad significativa
(Andrade et al., 2022).

La introduccion del virus IMNV en Asia se especula que ocurrié a través de la
importacion de camarones infectados desde América Latina (Andrade et al., 2022;
Prasad et al., 2017). Los analisis genéticos han revelado la existencia de dos linajes
principales del IMNV: el linaje americano y el linaje asiatico. El linaje americano se ha
identificado en paises como Brasil, Ecuador, Colombia, México y Madagascar,
mientras que el linaje asiatico se ha encontrado en Indonesia, Malasia, Vietnam,
China, India y Tailandia (Mai et al., 2019). Algunas cepas asiaticas de IMNV muestran
una mayor virulencia y capacidad de transmision en comparacion con las cepas
americanas, sugiriendo una adaptacion del IMNV en Asia a las condiciones locales y

a las especies de camarén presentes (Andrade et al., 2022).

Sin embargo, también se ha comprobado la presencia de camarones coinfectados
con IMNV y otros patogenos, como el Virus del Sindrome de Mancha Blanca (WSSV)
y la Enfermedad de Cola Blanca (WTD) (Feij6 et al., 2013; Senapin et al., 2007). Estas

coinfecciones complican aun mas el panorama sanitario de las poblaciones de
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camaron, afectando negativamente la produccién y la salud de los organismos
acuaticos en las instalaciones de cultivo (Vogt, 2012). La gestion de estas
enfermedades es crucial para la sostenibilidad de la camaronicultura, y el
conocimiento de la prevalencia de patdgenos en las poblaciones locales es esencial

para evaluar el impacto de estas enfermedades (Andrade et al., 2022).

En afos recientes, existe evidencia contundente del movimiento de reproductores
entre Brasil e Indonesia, lo que ha conducido a la transfronterizacion de otro agente
viral adicional al continente americano (Andrade et al., 2022). Este fendbmeno ha
agravado enfermedades conocidas, ejerciendo fuertes limitantes econdémicas y
complicando significativamente las practicas de produccion para los camaroneros
(Varela & Pefa, 2017).

5 UTR 3 UTR
ORF 1 ORF 2 i
136 2248 4253 5241 Ta51
DSREM
RdRp

1234 5678

Figura 1. Organizacién y regiones conservadas del genoma del IMNV. La proteina de la capside (MCP)
y la ARN-polimerasa dependiente de ARN (RdRp) se encuentran entre nucleétidos 2248-4953 y 5241-
7451 (Poulos et al., 2006).

2.3. Penaeus vannamei Solinvivirus (PvSV)

Desde 2016, la industria camaronera brasilefia ha enfrentado mortalidades
inexplicadas, asociadas con la presencia de una nueva cepa del virus de la
mionecrosis infecciosa (IMNV) (Andrade et al., 2022). Durante la evaluacion del
transcriptoma de camarones infectados con IMNV, se identificO una secuencia
divergente adicional correspondiente a un nuevo miembro de la familia Solinviviridae,
recientemente denominado Penaeus vannamei Solinvivirus (PvSV) (Andrade et al.,
2022; Cruz-Flores et al., 2022). La caracterizacion del PvSV en los ejemplares de P.

vannamei de Brasil genera interrogantes sobre la posible interaccion sinérgica entre
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ambos virus, ya que contribuye a una enfermedad de rapida progresion con alta tasa
de mortandad (Cruz-Flores et al., 2022).

El movimiento de camarones de Indonesia a Brasil ha sido identificado como la causa
de la introduccion del PvSV al continente americano. Hay evidencia de que este virus
se esta dispersando y esta presente en otros paises, lo que subraya la importancia

de este estudio.

El genoma del PvSV consiste en ARN lineal de sentido positivo no segmentado, con
una longitud de 10-11 kb, y las proteinas de su capside estan codificadas hacia el
extremo 3' del genoma, expresandose a partir de un ARN subgendmico (Valles et al.,
2016; Valles & Hashimoto, 2009). EI genoma completo del PvSV abarca 10,44 kb y
codifica una poliproteina de 3327 aminoé&cidos (Cruz-Flores et al., 2022). Se han
identificado cinco dominios conservados que codifican una helicasa, RdRp, proteina
de cubierta de calicivirus, parche Gy proteina de tegumento (Cruz-Flores et al., 2022).
Una caracteristica distintiva de este virus, en comparacion con otros miembros de la
familia Solinviviridae, es la presencia de sefiales de localizacion nuclear putativas
(Cruz-Flores et al., 2022). El tropismo tisular del PvSV es amplio, ya que infecta
células del hepatopancreas, tracto gastrointestinal, érganos linfoides y tejido muscular
(Cruz-Flores et al., 2022).

En 2015, en China, se detectd por primera vez un virus muy similar, que podria ser
considerado la version asiatica del PvSV, que fue nombrado Wenzhou shrimp virus 8
(WzSV8) (Li et al., 2015). Secuencias virales adicionales provenientes de Tailandia,
Indonesia y Australia presentaron una gran similitud de identidad con el Wenzhou
shrimp virus 8. En 2021, una de estas secuencias virales se deposité en el GenBank
bajo el nombre de Penaeus vannamei Picornavirus (PvPV) (Srisala et al., 2023).

Todos estos virus pueden considerar ese cepas o variantes del PvSV.

Este patdogeno no ha sido estudiado en México, y considerando que en México se
encuentran presentes todos los patégenos reportables por la WOAH debido al
movimiento de organismos, es muy probable que también esté presente aqui. Por lo

tanto, este estudio es crucial para la identificacion y manejo del PvSV en la region,
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ayudando a prevenir su dispersion y minimizar su impacto en la industria camaronera

local

ORF1
- ] L4
RNA Helicase P RNA-Dependent RNA Polymerase Coat protein

Figura 2. Organizacién del genoma de la Penaeus vannamei Solinvivirus. El genoma consta de un ORF
grande con cinco dominios conservados identificados, que incluyen una helicasa de ARN (verde), una
sefial de localizacién nuclear (naranja), una polimeras polimerasa de ARN dependiente de ARN (rosa),
una proteina del tegumento (naranja), una proteina de cubierta de Calicivirus (azul) y G-parche (verde
claro) (Cruz-Flores et al., 2022).

2.4. Secuenciacion masiva de nueva generacion (NGS) de ARN (RNA-seq) y el
uso de herramientas informaticas

Las tecnologias de secuenciacién masiva de préxima generacion (NGS, por sus siglas
en inglés) han revolucionado la gendmica desde su introduccién a principios del siglo
XXI (Margulies et al., 2005). Los primeros métodos de secuenciacion, como la
secuenciacion de Sanger, dominaban el campo desde la década de 1970, permitiendo
secuenciar genomas pequefios y medianos de manera eficiente (Allende, 2018). Sin
embargo, la necesidad de secuenciar genomas mas grandes, como el humano, y de
hacerlo de manera mas rapida y a menor costo, llevé al desarrollo de tecnologias
NGS (Schadt et al., 2010). Estas tecnologias permiten la secuenciacion simultidnea
de millones de fragmentos de DNA, reduciendo drasticamente el tiempo y el costo de
secuenciar genomas completos (Orta, 2021). El primer estudio que utiliz6 NGS para
secuenciar un genoma completo fue publicado en 2005, utilizando la tecnologia 454
Life Sciences, marcando el inicio de una nueva era en la investigacion genética
(Margulies et al., 2005).

Los avances en las tecnologias de NGS han permitido una expansion significativa en
el alcance y la precision de los estudios genomicos. Desde la secuenciacion de
exomas completos hasta la metagenomica y la secuenciacion de transcriptomas,
NGS ha facilitado la exploracion de la biodiversidad microbiana, la identificacion de
variantes genéticas asociadas a enfermedades, y el andlisis de la expresién génica a
una escala sin precedentes (Gémez Cendrero, 2021). Ademas, la capacidad de

secuenciar RNA, conocida como RNA-Seq, ha proporcionado una herramienta
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poderosa para estudiar el transcriptoma, permitiendo a los investigadores observar la
dinamica de la expresion génica, el procesamiento de RNA y la identificacion de
nuevas formas de RNA no codificantes (Emrich et al., 2007). Con el tiempo, las
plataformas de NGS se han vuelto mas accesibles, y los costos han disminuido,
haciendo que estas tecnologias sean una herramienta estandar en laboratorios de
investigacion y clinicas (Bao et al., 2012).

En los dltimos afios, los avances en la secuenciacion de tercera generacion, como la
secuenciacion de molécula Unica y la secuenciacion en tiempo real, han comenzado
a complementar y, en algunos casos, superar a las tecnologias NGS tradicionales
(Korlach et al., 2010). Estas nuevas metodologias permiten la lectura de fragmentos
de DNA mas largos, lo que mejora la precision de la secuenciacion en regiones
gendmicas complejas y facilita el ensamblaje de genomas de novo (Herraiz-Garcia,
2015). Ademas, las mejoras en la precision y velocidad de las plataformas NGS han
abierto nuevas oportunidades en areas como la medicina personalizada, donde el
analisis del genoma individual puede guiar tratamientos especificos para
enfermedades como el cancer (Gongora, 2017). Asi, la secuenciacibn masiva
continda evolucionando, impulsando el progreso en la biologia molecular, la genética

y la biomedicina.

Las herramientas bioinformaticas han sido fundamentales para aprovechar al maximo
los datos generados por las tecnologias de secuenciacibn masiva de préxima
generacion (NGS). A medida que la capacidad de secuenciacion ha aumentado,
también lo ha hecho la cantidad de datos generados, requiriendo métodos avanzados
de andlisis y almacenamiento (Bao et al., 2012; Zapata & Pretell, 2015). Las
herramientas bioinforméticas permiten a los investigadores ensamblar, mapear y
anotar secuencias genomicas, asi como identificar variantes genéticas y analizar
patrones de expresion génica (Frias Lopez, 2019). Programas como BLAST, que
permite la comparacion de secuencias contra bases de datos genéticas, y software
de ensamblaje como SPAdes y Velvet, son esenciales para construir genomas
completos a partir de fragmentos de secuencias cortas (Ejigu & Jung, 2020). Ademas,
plataformas como Galaxy y pipelines automatizados han facilitado el acceso a la

bioinformatica para investigadores que no son especialistas en el area, permitiendo
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la integracion de diversas herramientas para andlisis complejos (Blankenberg et al.,
2010).

En los ultimos afios, el desarrollo de algoritmos mas eficientes y la implementacion
de inteligencia artificial han mejorado significativamente las capacidades de las
herramientas bioinformaticas (Canal-Alonso et al., 2022). Estos avances permiten no
solo un procesamiento mas rapido de los datos, sino también una mayor precision en
la identificacion de variantes genéticas y en la prediccion de funciones génicas.
Herramientas como GATK (Genome Analysis Toolkit) y SnpEff se utilizan
ampliamente en el andlisis de variantes, mientras que programas como HISAT2 y
STAR son cruciales para el alineamiento de secuencias de RNA (Canal-Alonso et al.,
2022; Cornish & Guda, 2015). Ademas, el uso de bases de datos como Ensembl y
NCBI, junto con herramientas de visualizacion de datos como IGV (Integrative
Genomics Viewer), ha facilitado la interpretaciéon de resultados, permitiendo una
comprensiéon mas profunda de los genomas estudiados (Blazquez Martin, 2022).
Estas herramientas continban evolucionando, adaptandose a los desafios que
presentan los datos gendmicos a gran escala, y desempefian un papel crucial en la

investigacion genética y biomédica moderna.

2.5. Las NGS y la caracterizacion de nuevos agentes infecciosos del camaroén

Las herramientas de secuenciacién masiva de préxima generacion han revolucionado
la deteccion y caracterizacion de agentes infecciosos en la industria del camarén
(Machado Tamayo, 2006). Estas tecnologias permiten la secuenciacion simultanea
de millones de fragmentos de ADN y ARN, proporcionando una vision exhaustiva de
los microorganismos presentes en muestras de camarédn y sus entornos (Liu & Cordes,
2004). A diferencia de los métodos tradicionales, que a menudo requieren el cultivo
de organismos 0 un conocimiento previo de los patdogenos a buscar, la NGS permite
la identificacion tanto de patdégenos conocidos como emergentes, sin estas
limitaciones, lo que ha mejorado significativamente la capacidad de diagnéstico en la

acuicultura (Aguilar, 2024).

Uno de los avances mas destacados gracias a la NGS es la capacidad de caracterizar
el metagenoma completo de las muestras de camaron, lo que incluye la identificaciéon

de bacterias, virus, hongos y otros microorganismos que forman parte de la microbiota
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del camardn (Reyes & Castillo, 2023). La secuenciacion metagendmica, combinada con
analisis bioinformaticos avanzados, no solo permite detectar los patégenos presentes,
sino también explorar la diversidad genética de estos organismos, identificando
nuevas variantes que podrian no ser detectadas por métodos convencionales
(Berberian et al., 2021). Este enfoque es crucial para la deteccion de patégenos
emergentes y la prevencion de brotes epidémicos en la industria.

En este trabajo, se utilizaran estas herramientas avanzadas de NGS y bioinforméatica
para caracterizar una nueva variante del Penaeus vannamei Solinvivirus (PvSV)
identificada en México. Dado que México ya alberga todos los patdgenos reportables
por la OIE debido al movimiento de organismos, es altamente probable que este
nuevo patdgeno también esté presente en las poblaciones locales de camarén. La
aplicacion de estas tecnologias permitira no solo la identificacion precisa y rapida de
este virus, sino también el desarrollo de herramientas de diagndéstico especificas que
contribuiran a la mejora de la bioseguridad y a la sostenibilidad de la industria

camaronera en México.

3. Justificacion

La dispersidon global de agentes patdgenos en el camardon plantea una amenaza
significativa al desarrollo sostenible de la acuicultura. En los ultimos afios, se han
identificado dos virus de ARN vinculados con mortandades masivas en América
Latina: el Virus de la Mionecrosis Infecciosa y el Penaeus vannamei Solinvivirus.
Hasta el momento, ninguno de estos patdégenos ha sido reportado en México. No
obstante, es importante sefialar que, en el ciclo de cultivo del 2023 en las regiones de
Sonora, Sinaloa y Baja California Sur, se han experimentado muertes masivas
inusuales sin una causa patologica definitiva identificada. Existe la posibilidad de que
estos eventos estén relacionados con los mencionados virus debido a que generan
interrogantes sobre que la interaccion sinérgica entre ambos virus, ya que contribuye
a una enfermedad de rapida progresion con alta tasa de mortandad donde se
observan una afectacion del tejido muscular tanto en juveniles como en postlarvas de
P. vannamei. En consecuencia, es de vital importancia realizar una evaluacion
exhaustiva para determinar la presencia de estos patégenos en México y su posible
implicacion en las mortandades atipicas que se han observado a lo largo de 2023. En

este trabajo se plantea caracterizar a nivel de genoma completo a los posibles
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agentes infecciosos asociados con las mortalidades masivas de Sonora, Sinaloa y
Baja California Sur mediante la secuenciacion del transcriptoma.

4. Hipétesis
El Virus de la Mionecrosis Infecciosa (IMNV) y el Penaeus vannamei Solinvivirus
(PvSV) estan presentes en muestras de camarones cultivados en Sonora y Baja
California Sur que experimentaron eventos de mortalidad durante el ciclo de cultivo
del afio 2023.

5. Objetivos

5.1. Objetivo principal
Evaluar la presencia y realizar la caracterizacion genética del Virus de la Mionecrosis
Infecciosa (IMNV) y del Penaeus vannamei Solinvivirus (PvSV) en muestras de

camaron provenientes de Sonora y Sinaloa.

5.2. Objetivos especificos
e Detectar la presencia de PvSV, IMNV, IHHNV, WSSV, AHPND (Necrosis
Hepatopancreatica Aguda), EHP (Infeccion por Enterocytozoon hepatopenaei),
MBV (Monodon Baculovirus), NHP (Hepatopancreatitis Necrotizante) y SHIV
(Virus Iridiscente de Hemocitos de Camardn) mediante PCR convencional y

secuenciacion Sanger.

e Caracterizar genéticamente las variantes mexicanas de IMNV y PvSV que
afectan a Penaeus vannamei en cultivos del noroeste de México mediante

analisis transcriptémicos y bioinformaticos.

6. Disefio experimental y metodologia

6.1. Origen de las muestras

Las muestras de hepatopancreas y pledpodos de Penaeus vannamei fueron enviadas
en junio de 2023 por el personal de dos instalaciones comerciales de produccion
ubicadas en los estados de Sonora y Baja California Sur, en el noroeste de México.

La cantidad y las condiciones de las muestras dependieron de la disponibilidad
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proporcionada por los productores. Se examinaron un total de 24 muestras (X de una

granjay Y de la otra), de las cuales seis fueron conservadas en solucion de alcohol

etilico y 18 en solucién estabilizadora RNALater, en una proporcion de 1:10 (véase

Tabla 1). Los analisis se llevaron a cabo en el Laboratorio de Patologia de Organismos

Acuaticos del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de

Ensenada (CICESE).

Tabla 1. Numero y origen de cada muestra con el tipo de andlisis en el que se sometid: Extraccion de
RNA (A), Extraccion de ADN (B), RT-PCR (C), Pruebas de PCR para deteccién de enfermedades

especificas (D), Secuenciacion Sanger de los productos PCR (E), Secuenciacion de proxima

generacion para identificacién de virus (F), Analisis bioinformatico (G).

NUmero de muestra Origen Tipo de analisis
1 Sonora A, C,DEG
2 Sonora A, C,DEG
3 Sonora A C,D
4 Sonora A C,DEFG
5 Sonora A, C,DEG
6 Sonora A C D
7 Baja California Sur B,D,E,G
8 Baja California Sur B,D
9 Baja California Sur B,D,EG
10 Baja California Sur B,D,EG
11 Baja California Sur B,D,EG
12 Baja California Sur B,D,EG
13 Baja California Sur B,D,EFG
14 Baja California Sur B,D
15 Baja California Sur B,D
16 Baja California Sur B,D,EG
17 Baja California Sur B,D,E,FG
18 Baja California Sur B, D
19 Baja California Sur B, D
20 Baja California Sur B, D
21 Baja California Sur B, D
22 Baja California Sur B, D
23 Baja California Sur B, D
24 Baja California Sur B,D,E,G
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6.2. Extraccién de ARN y analisis de la concentracién
La extraccién de ARN de las muestras provenientes de ambas localidades se realizo

utilizando el kit de purificacion RNeasy® Mini Kit (50) de QIAGEN (Alemania),
siguiendo el protocolo del fabricante (véase Anexo 1). Posteriormente, la

concentracion de ARN se midi6 utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop 2000.

6.3. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se llevé a cabo utilizando el kit de purificacion FFPE DNA
Purification Kit de NORGEN BIOTEK CORP, siguiendo el protocolo especificado por
el fabricante (véase Anexo 2). Posteriormente, la concentracion de ADN se midié
utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 2000, asegurando la precision en la
cuantificacion del ADN extraido para su uso en analisis posteriores.

6.4. Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR)

El cDNA se generd utilizando el kit Tetro™ cDNA Synthesis Kit de Meridian
Bioscience, siguiendo las recomendaciones del fabricante (véase Anexo 3). Los
reactivos y las cantidades utilizadas para la sintesis de cDNA se detallan en el Anexo
4. La retrotranscripcion se llevd a cabo en un termociclador ACT 201 de Apollo
Instrumentation, garantizando la precision y la eficiencia en la conversiéon de ARN a

cDNA para su uso en andlisis posteriores.

6.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar PvSV y otros
agentes infecciosos

Las mezclas para las reacciones de PCR se prepararon utilizando los reactivos
MyTag™ DNA Polymerase de Meridian Bioscience, siguiendo las recomendaciones
del fabricante (véase Anexo 5). Los reactivos y las cantidades empleadas se detallan
en el Anexo 6. Para cada agente infeccioso se utilizé un par especifico de cebadores
(véase Tabla 2). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador ACT
201 de Apollo Instrumentation. Los productos de la PCR fueron evaluados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2%, con tincion de 40 pg/ml de solucién GelRed™,
durante 40 minutos a 120 voltios. Para todos los agentes infecciosos, se utilizaron

controles positivos plasmidicos correspondientes a la region especifica del patdgeno.

21



Tabla 2. Primers empleados en el estudio para determinar y amplificar los fragmentos de los agentes

infecciosos con el método de deteccién de PCR convencional.

Plantilla | Virus Secuencia 5'-3' Tamafio de Referencia
Sentido Antisentido amplificacion
(pb)
cDNA PvCV CCTCTGCCGGTTTCCTTTCT TTGAGAGGAGTGTCGCGTTC 220 (CFUZ-F|OI'ES,
2022)
cDNA IMNV | TGTAGCAGCAGAGAAGAG CACTAAGCCTATCTCCAG 644 -
ADN IHHNV | TCCAACACTTAGTCAAAACCAA TGTCTGCTACGATGATTATCCA 309 -
ADN EHP GCCTGAGAG ATGGCTCCCACGT GCGTACTATCCCCAGAGCCCGA 510 -
ADN AHPND | TCACGGCTTTGAACATATGC CATCTTCCGTACCTGTAGCA 149 -
ADN SHIV AGGAGAGGGAAATAACGGGAAAAC ~ CGTCAGCATTTGGTTCATCCATG 188 -
ADN MBV AATCCTAGGCGATCTTACCA CGTTCGTTGATGAACATCTC 261 -
ADN NHP CGTTGGAGGTTCGTCCTTCAGT GCCATGAGGACCTGACATCATC 379 -
ADN WSSV | TGGTCCCGTCCTCATCTCAG GCTGCCTTGCCGGAAATTA 70 -

6.6. Secuenciacion Sanger de los productos PCR.

Las muestras que generaron fragmentos del tamafio esperado fueron enviadas a la
empresa Eton Bioscience® en San Diego, California, para su purificacion y
secuenciacion utilizando la técnica de Sanger. Las secuencias obtenidas fueron
analizadas con el software Geneious Prime, version 2023.1, donde se realizo la
limpieza de las secuencias, se generd un alineamiento consenso y se compard su
similitud con la base de datos de GenBank utilizando la herramienta BLASTnN
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

6.7. Secuenciacion de préxima generacion

6.7.1 Envio de muestray RNAseq

Las muestras positivas a PvSV fueron enviadas a la empresa OmegaBioservices,
ubicada en Norcross, Georgia. Para la preparacion de la libreria, se utilizé el kit
comercial TruSeq Stranded Total RNA Library Prep (lllumina, San Diego, CA, USA).
La secuenciacion de la muestra se realizé en el sistema lllumina HiSeq 2500 (PE
2X150PE).

22




6.7.2 Anélisis bioinformético

Las secuencias recibidas de OmegaBioservices fueron importadas al programa
Geneious Prime Version 2023.1. Se sometieron a un andlisis de calidad y la remocion
de los adaptadores utilizando el Plug-in BBDuk. Se generd un archivo resultante de
la eliminacion de adaptadores y con este mismo se realiz6 un mapa de referencia
seleccionando la secuencia NC_032852 para ensamblarlo en un genoma de
referencia de Wenzhou virus 8, previamente descargada del GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). Los parametros fueron predeterminados
con una similitud del 80% para el minimo de bases idénticas en la region
superposicion para el ensamblaje. Generando una secuencia final de nombre
Consensus. Se corrobor6 el porcentaje de identidad de la secuencia final con otros
virus en las herramientas de busqueda BLASTN y BLASTP
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Para la identificacibn de la gran poli proteina se
activaron los Finds ORFs y se seleccioné el primero, después se utilizé Extract y
Translate Estandar para la obtencion de la secuencia en aminoacidos. Se emplearon
los programas Motif Search Genome (https://www.genome.jp/tools/motif/) y GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) para la identificacion de los dominios

conservados en la secuencia viral.

7. Resultados

7.1. Analisis de los agentes infecciosos mediante el método de diagndstico de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

En el muestreo realizado en dos granjas del noroeste de México, se detectaron los
virus objetivos del estudio, PvSV e IMNV, en los camarones. Ademas, se identificaron
otros patégenos analizados, como IHHNV y AHPND (véase Tabla 3). Estos hallazgos
indican la presencia de los virus mencionados, lo que sugiere la necesidad de realizar
un muestreo mas amplio para determinar la prevalencia de estos virus en la region.
En la Figura 6 se muestran aquellas muestras que resultaron positivas para el
patdgeno objetivo del estudio, PvSV, con un tamafio de amplificacion de 220 pb,
confirmado mediante el marcador molecular (MM). En seguida se observan las
muestras que resultaron amplificadas en la electroforesis de AHPND e IHHNV (véase

Figura 5y Figura 6).
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Tabla 3. Analisis de las muestras de hepatopancreas y pledpodos de P. vannamei mediante la técnica

PCR para la deteccion de los agentes infecciosos, Presencia= positivo (+), Ausencia= negativo (-).

Agente infeccioso

Numero de PvSV | IMNV | IHHNV | EHP | AHPND | SHIV | MBV | NHP | WSSV
muestra
1 - - - + + - - - -
2 - + - + - - + - -
3 - - - - - - - - -
4 + - - - - - - - -
5 - - + - - + - - -
6 - - - - - - - - -
7 - + - + - - - - -
9 - - + - - - + - -
10 - - + - + - - + -
11 - - + - + - + + -
12 - - + + + + - + -
13 + - + - + - - + -
14 - - - + - - - - -
15 - - + - - - - - -
16 - - + - - - - - -
17 + - + - - + - - -
18 - - - - - - - - -
19 - - - - - - - - -
20 - - + - - - - - -
21 - - + - - - - - -
22 - - + - - - - - -
23 - - + - - - - - -
24 - + - - - - - - -

24



Figura 3. Deteccién de tres fragmentos de 220 pb de Penaeus vannamei Solinvivirus en gel de agarosa
del 2% en un transiluminador. Se observan el marcador molecular (MM), el control negativo (-) y la
amplificacién de las tres muestras.

Figura 4. Deteccion de cuatro fragmentos de 149 pb de AHPND en gel de agarosa del 2% en un
transiluminador. Se observan el marcador molecular (MM), el control positivo (+), el control negativo (-

) y la amplificacion de las cuatro muestras.

Figura 5. Deteccion de cuatro fragmentos de 309 pb de IHHNV en gel de agarosa del 2% en un
transiluminador. Se observan el marcador molecular (MM), el control positivo (+), el control negativo (-

) y la amplificacion de las cuatro muestras.

7.2. Confirmacion de la identidad de PvSV, AHPND, IHHNV mediante

secuenciacion Sanger.

La identidad de PvSV, AHPND e IHHNV se corrobor6 mediante secuenciacion
Sanger. El alineamiento de las secuencias Forward y Reverse de PvSV gener6 un
fragmento consenso de 176 pb (véase Figura 6). De manera similar, el alineamiento
de las secuencias de AHPND produjo un fragmento consenso de 151 pb (véase

Figura 7), y el alineamiento de las secuencias de IHHNV resulté en un fragmento
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consenso de 310 pb (véase Figura 8). En la Tabla 4 se presentan las tres primeras
secuencias de cada agente infeccioso, mostrando el porcentaje de identidad y

cobertura. La mayoria de las secuencias exhibieron una similitud del 95% al 100%.
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Figura 6. Alineamiento de las secuencias Forward y Reverse de PvSV. La parte superior se observa la
secuencia consenso (Consensus), la linea verde indica el porcentaje de identidad entre las secuencias
Forward y Reverse. La linea azul indica la cobertura. Las lineas violetas indican la clave de las
secuencias Forward (UA_001_1 PvSV-F_AO0l.abl) y Reverse (UA_002_1 PvSV-R_A03.abl).
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias Forward y Reverse de AHPND. La parte superior se observa
la secuencia consenso (Consensus), la linea verde indica el porcentaje de identidad entre las
secuencias Forward y Reverse. La linea azul indica la cobertura. Las lineas violetas indican la clave
de las secuencias Forward (UA_007_4_AHPND-F_DOl.abl) y Reverse (UA_008_4 AHPND-

R_D03.abl).
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias Forward y Reverse de IHHNV. La parte superior se observa
la secuencia consenso (Consensus), la linea verde indica el porcentaje de identidad entre las
secuencias Forward y Reverse. La linea azul indica la cobertura. Las lineas violetas indican la clave
de las secuencias Forward (UA_017_9 IHHNV-F_A02.abl) y Reverse (UA_018 9 IHHNV-

R_A04.ab1).
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Tabla 4. Resultados del andlisis BLASTn de las secuencias consenso de PvSV, AHPND e IHHNV,
indicando los porcentajes de identidad y cobertura en comparacién con otros agentes infecciosos, junto

con sus nameros de accesion.

Cobertura de | Porcentaje
Clave Agente infeccioso consulta (%) de No. accesién
identidad
(%)
Penaeus vannamei picornavirus 96% 98.22% OK662577.1
UA_001_1 PvSV- Penaeus vannamei solinvivirus 98% 97.13% 0OP265432.1
F_AO0l.abl
Wenzhou shrimp virus 8 98% 96.55% KX883984.1
UA 002 1 PvSV-
R_A03.abl
Penaeus vannamei picornavirus 94% 96.99% OK662577.1
UA_003_2 PvSV-
F _BOl.abl Penaeus vannamei solinvivirus 97% 95.91% 0OP265432.1
UA_004_2 PvSV- Wenzhou shrimp virus 8 97% 95.32% KX883984.1
R_B03.abl
Penaeus vannamei solinvivirus 98% 97.13% 0OP265432.1
UA_005_3_PvSV-
F _CO0l.abl Penaeus vannamei picornavirus 96% 97.04% OK662577.1
UA_006_3_ PvSV- Wenzhou shrimp virus 8 98% 95.40% KX883984.1
R_C03.abl
Vibrio parahaemolyticus 100% 100% MN480428.1
UA _007_4_ AHPND-
F_DO0l.abl Vibrio parahaemolyticus 100% 100% MK368635.1
UA 008 4 AHPND- Vibrio parahaemolyticus 100% 100% CP034308.1
R_D03.abl
Vibrio parahaemolyticus 100% 100% MN480428.1
UA 011 6_AHPND-
F_FOl.abl Vibrio parahaemolyticus 100% 100% MK368635.1
UA 012 6_AHPND- Vibrio parahaemolyticus 100% 100% CP034308.1
R_F03.ab1
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Decapod penstyldensovirus 1 99% 100% KU992382.1
UA 013 7 _IHHNV-

F_GOl.abl Decapod penstyldensovirus 1 99% 100% KU373072.1
UA 014 7 _IHHNV- Decapod penstyldensovirus 1 99% 100% KP733862.1
R_G03.abl
Decapod penstyldensovirus 1 99% 99.68% KU373072.1
UA 015 8 IHHNV-
F_HOl.abl Decapod penstyldensovirus 1 99% 99.68% KP733862.1
UA 016_8 IHHNV- Decapod penstyldensovirus 1 99% 99.68% KP733861.1
R_HO03.ab1
Decapod penstyldensovirus 1 99% 100% KU992382.1
UA_017_9 IHHNV-
F_AO2.abl Decapod penstyldensovirus 1 99% 100% KU373072.1
UA_018 9 IHHNV- Decapod penstyldensovirus 1 99% 100% KP733862.1
R_A04.abl

7.3. Andlisis de secuencia y organizacién del genoma de Penaeus vannamei

Solinvivirus

Se logré caracterizar el genoma completo de PvSV Mex, con una longitud de 10,4 kb
(excluyendo la cola poli-A) y una cobertura media de 9848. El genoma presenta un
Unico marco de lectura abierto (ORF) de gran tamafo, de 9981 nucleétidos, que
codifica una poliproteina de 3327 aminoécidos. Mediante el programa MOTIF Search,
se identificaron cinco dominios conservados que codifican una helicasa, una ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRP), una proteina de cubierta de calicivirus y un
parche G. Adicionalmente, utilizando GenBank, se identificaron otros dominios,
incluidos una sefal de localizacién nuclear (NLS) y una proteina del tegumento (véase
Figura 9). El andlisis de la secuencia del ORF 1 mostré una identidad del 99.88% con
el virus Penaeus vannamei Solinvivirus (OP265432.1) (véase Tabla 5). Ademas, el
analisis de la secuencia de aminoacidos de los dominios conservados de helicasa y
RdRp reveld una similitud del 100% con el virus del camaron Wenzhou
(YP_009336733.1) y con el Penaeus vannamei Solinvivirus (UWY63979.1).
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Figura 9. Organizacion gendmica del Penaeus vannamei Solinvivirus Mex. El genoma constituye de un
gran marco de lectura abierto (ORF). Se identificaron seis dominios, que incluyen de una helicasa de
ARN (rosa), una sefial de localizacion nuclear (aqua), una polimerasa de ARN dependiente de ARN
(morado), una proteina de tegumento (amarillo), una proteina de cubierta de Calicivirus (azul) y parche-
G (verde).

Tabla 5. Similitud en la secuencia de aminoacidos del genoma completo, helicasa y ARN polimerasa
dependiente de ARN de Penaeus vannamei Solinvivirus Mex mostrando los primeros tres resultados

con sus porcentajes (%) de identidad y cobertura, numero de accesion y E-Value.

Virus Accesién Cubierta de E-Value Porcentaje de
consulta (%) identidad (%)
Genoma completo
Penaeus vannamei Solinvivirus 0OP265432.1 96 0.0 99.88
Wenzhou shrimp virus 8 KX883984.1 96 0.0 93.35
Wenzhou shrimp virus 8 NC_032852.1 96 0.0 93.35
Helicasa
Hypothetical protein (Wenzhou YP_009336733.1 100 8 x 107111 100
shrimp virus 8)
Polyprotein (Penaeus vannamei UWY63979.1 100 1x 107110 100
Solinvivirus)
Hypothetical protein (Penaeus Ulu06302.1 100 3x 107110 99.40

vannamei Picornavirus)

ARN polimerasa dependiente de ARN

Polyprotein (Penaeus vannamei UWY63979.1 100 0.0 100
Solinvivirus)
Hypothetical protein (Wenzhou YP_009336733.1 100 0.0 99.45
shrimp virus 8)
Hypothetical protein (Penaeus ulu06302.1 100 0.0 99.18

vannamei picornavirus)

8. Discusion

Desde 2016, varios estados de Brasil han enfrentado una disminucién significativa en
la produccién camaronera debido a mortalidades asociadas con una cepa divergente
IMNV en confeccion con PvSV. Estudios recientes han confirmado la presencia de
este patdégeno en la region (Andrade et al.,, 2022; Cruz-Flores et al., 2022) y, por
primera vez, se ha realizado una investigacioén similar en México. En este contexto, el
analisis del transcriptoma de camarones moribundos ha revelado la presencia de una
nueva variante del Penaeus vannamei Solinvivirus (PvSV), tentativamente

denominada PvSV Mex. La evidencia de Brasil sugiere que las mortandades
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX883984.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NFK3DMNC016
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inusuales pueden ser el resultado de una coinfeccion sinérgica entre IMNV y PvSV,
lo que exacerba la gravedad de la enfermedad (Cruz-Flores et al., 2022).

El andlisis gendmico del PvSV Mex revel6 una alta similitud con el PvSV identificado
en Brasil, lo que sugiere una relacion estrecha entre estas dos variantes. Ambas
cepas comparten un mayor grado de similitud entre si que con las cepas asiaticas del
virus (Liu et al.,, 2021; Srisala et al., 2023), lo que podria indicar una ruta de
diseminacibn comun o un origen geografico compartido. Este hallazgo es
particularmente relevante, ya que resalta la posibilidad de que el PvSV haya seguido
un patron de transmision entre América Latina, en lugar de haber sido introducido
desde Asia. La similitud entre estas cepas también podria estar relacionada con la
adaptacion del virus a las condiciones ambientales/cultivo y a las poblaciones de

camaron en estas regiones especificas (Sanjuan et al., 2010).

A nivel de aminoacidos, las proteinas identificadas en el PvSV Mex mostraron ser
muy similares, e incluso en algunos casos idénticas, a todas las otras cepas del virus.
Esta alta similitud en las proteinas virales refuerza la idea de una relacion cercana
entre ambas cepas y sugiere que podrian compartir mecanismos de patogenicidad
similares (Cobo Paz, 2020; Zapata & Pretel, 2015). No obstante, es crucial realizar
analisis filogenéticos méas detallados para elucidar las relaciones evolutivas entre las
diferentes cepas de PvSV. Estos estudios ayudaran a comprender mejor la dispersion
geogréafica del virus, sus posibles origenes y la evolucion de su patogenicidad en

diferentes entornos y poblaciones de camarén (Aguilar, 2024).

En el caso de México, la interaccion del PvSV con otros patégenos presentes en las
granjas camaroneras, como el IHHNV (Virus de la Necrosis Hipodérmica e
Hematopoyética Infecciosa) y AHPND (Necrosis Hepatopancreética Aguda), podria
estar causando mortalidades mas agudas debido a posibles coinfecciones (Berberian
et al., 2021). La coinfeccion con IHHNV, conocido por su capacidad de debilitar la
integridad del tejido, y AHPND, responsable de la rapida destruccion del
hepatopancreas, podria potenciar la patogenicidad del PvSV, llevando a una mayor
incidencia de mortalidad en las poblaciones de camarén (Cuéllar-Anjel, 2013; Varela

Mejias et al., 2017). Este fendmeno subraya la importancia de entender como la
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coexistencia de multiples patégenos puede influir en la salud del camarén y en la
dinamica de la enfermedad en los sistemas de cultivo (Lee et al., 2022).

La probabilidad de que PvSV Mex sea un patdégeno débil o no predominante de
entrada sugiere que podria aumentar la proliferacion de otras identidades, lo que a su
vez su virulencia (Martin Rios et al., 2022). La competencia entre virus por los
recursos de la célula huésped y la interaccion entre ellos influyen en su capacidad de
replicacion y propagacion (Melena, 2005). Esto sugiere que la coinfeccion puede ser

un factor importante en la patogénesis de enfermedades en camarones.

En este estudio, el uso de andlisis transcriptomicos permitié la caracterizacién del
PvSV a nivel de genoma completo de manera relativamente eficiente. Esta
metodologia no solo facilitd la identificacion de secuencias virales especificas, sino
gue también permitio la deteccion de variantes genéticas dentro del genoma del PvSV
(Godoy, 2009; Muhire et al., 2014). La capacidad de secuenciar y ensamblar el
genoma completo del PvSV ofrece una valiosa perspectiva sobre la estructura
genética del virus y sus posibles mecanismos de patogenicidad, lo que es esencial
para el desarrollo de estrategias de control y prevencion (Aguilar, 2024).

La caracterizacion del genoma completo del virus PvSV Mex es un logro significativo
en la comprension de la biologia y la patogénesis de este virus en los camarones. El
analisis de la secuencia del genoma revelé una longitud de 10,4 kilobases y una
cobertura media de 9848, lo que indica una alta calidad en la secuenciacion. Los
resultados sugieren una alta similitud con otros virus de la familia Solinviviridae y una
estrecha relacién con otros virus de camarones. La mayoria de las secuencias
exhibieron una similitud del 95% al 100%, lo que sugiere una alta homologia entre las
secuencias de cada agente infeccioso. Esto es importante para entender la relacion

entre los diferentes aislamientos de cada agente infeccioso (Zapata & Pretell, 2015).

La deteccion del PvSV en México es una consecuencia de las lecciones no
aprendidas sobre el movimiento indiscriminado de organismos sin la aplicacion de
medidas sanitarias adecuadas. Este fendmeno subraya la necesidad urgente de
implementar y reforzar medidas de bioseguridad que prevengan la dispersion de
agentes infecciosos (Figueredo et al., 2020). Una vez que estos patdgenos se
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introducen en una nueva region, su erradicacion se vuelve practicamente imposible,
comprometiendo la salud de los cultivos y la estabilidad de la industria camaronera
(Smith-Tsurkan et al., 2013).

La presencia de PvSV Mex es un hallazgo significativo que requiere una investigacion
mas profunda para determinar su infectividad y patogénesis. El postulado de Rivers
es un marco tedrico que puede ser utilizado para evaluar su capacidad de
desencadenar una enfermedad en el camaron (Cruz-Flores et al., 2022). Junto con
pruebas histolégicas para evaluar la respuesta del camarédn a la infeccién de PvSV
Mex (Cruz-Flores et al., 2022). Estas pruebas permitiran identificar los cambios
patolégicos en los tejidos del camardn y determinar la gravedad de la enfermedad
(Damora et al., 2022). Incluso desarrollar herramientas de diagndsticos mas sensibles
y especificas para detectar la presencia de multiples patégenos en camarén. Con el
objetivo de aportar a futuras lineas de investigaciéon que estudian la efectividad de
diferentes estrategias de control y prevencién de enfermedades de camardn en

presencia de una coinfeccion (Aguilar, 2024).

Finalmente, es importante destacar que este estudio representa el primer reporte del
PvSV en México, lo cual es un hallazgo significativo para la industria camaronera
nacional. La informacién generada en este trabajo es crucial para el establecimiento
de medidas de bioseguridad y el control del virus, contribuyendo a la proteccion de la
salud de los cultivos de camardn y a la sostenibilidad a largo plazo de esta industria.
La deteccion y caracterizacion temprana del PvSV permitira a los productores y
autoridades implementar acciones preventivas y correctivas que mitiguen el impacto

de este patégeno emergente.

9. Conclusiones
Se confirmd la presencia del Penaeus vannamei Solinvivirus Mex (PvSV Mex) en
México mediante técnicas de secuenciacion y analisis bioinformaticos, lo que

constituye el primer registro y caracterizacion genética de este patdogeno en el pais.

Se detectaron los agentes infecciosos IMNV, IHHNV, AHPND, EHP, MBV y NHP en

las muestras analizadas mediante técnicas moleculares y analisis bioinformaticos. Es
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importante destacar que el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) fue el

Gnico patdégeno que no se detectd en ninguna de las muestras.

El PvSV Mex se encontré en interaccion con los patogenos IHHNV y AHPND, lo que
sugiere la posibilidad de coinfecciones que podrian exacerbar la patogenicidad y
aumentar la mortalidad en los cultivos de camardn. Sin embargo, a diferencia de lo

observado en Brasil, no se detectd coinfeccion con IMNV en las muestras analizadas.

La alta similitud gendmica y proteica entre PvSV Mex y las cepas brasilefias de PvSV
sugiere una relacion estrecha entre estas variantes, lo que indica un posible origen
comun o una ruta de transmision geografica especifica dentro de América Latina. Esta
similitud refuerza la necesidad de realizar analisis filogenéticos detallados para

comprender mejor las relaciones evolutivas y la dispersion del virus.

La deteccion de PvSV Mex en México subraya la importancia de implementar medidas
de bioseguridad estrictas y controles sanitarios en el movimiento de organismos, para

prevenir la introduccion y dispersion de patdgenos en nuevas regiones.

Se demandan mas estudios para determinar la infectividad de PvSV Mex mediante el
postulado de Rivers y pruebas histolédgicas, con el fin de evaluar la patogénesis de la
enfermedad y brindar a la comunidad cientifica una presentacion clinica acertada y

un tratamiento efectivo para contrarrestar la enfermedad.
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11. Anexos

Anexo 1. Extraccion de ARN con el RNeasy® Mini Kit (50) de QIAGEN (Germany)

(No. catalogo/ID: 74104).

Si es tejido no usar mas de 20 mg. Rompa el tejido y homogenice el lisado en el
volumen adecuado de Buffer RLT (consulte la Tabla 1). Centrifugar el lisado durante
3 min a velocidad maxima. Retire con cuidado el sobrenadante pipeteando y utilicelo
en el paso 2.

Agregue 1 volumen de etanol al 70% al lisado y mezcle bien pipeteando. No
centrifugar. Continte inmediatamente con el paso 3.

Transfiera 700 ul de la muestra, incluido cualquier precipitado, a una columna de
centrifugacion RNeasy Mini colocada en un tubo de recoleccion de 2 ml. Cierre la tapa
y centrifugue durante 15 segundos a 28000 x g. Desechar el liquido sobrante.

Agregue 700 pl de Buffer RW1 a la columna de centrifugacion RNeasy. Cierre la tapa
y centrifugue durante 15 segundos a 28000 x g. Desechar el liquido sobrante.

Agregue 500 ul de Buffer RPE a la columna de centrifugacion RNeasy. Cierre la tapa
y centrifugue durante 15 segundos a 28000 x g. Desechar el liquido sobrante.

Agregue 500 pl de Buffer RPE a la columna de centrifugacion RNeasy. Cierre la tapa
y centrifugue durante 2 minutos a 28000 x g.

Coloque la columna de centrifugacion RNeasy en un nuevo tubo de recoleccion de
1.5 ml. Agregue 30-50 ul de RNase-free water directamente a la membrana de la
columna de centrifugacion. Cierre la tapa y centrifugue durante 1 minuto a 28000 x g
ara eluir el ARN.

Si el rendimiento de ARN esperado es >30 ng, repita el paso 7 utilizando otros 30-50

ul de RNase-free water o utilice el eluido del paso 7 (si se requiere una alta
concentracion de ARN). Reutilice el tubo de recoleccion del paso 7.

Tabla 1. Volumenes de Buffer RLT para la ruptura y homogenizacién de la muestra.

Muestra Cantidad Plato Buffer RLT Ruptura y homogenizacion
Células de <5 x 10¢ <6 cm 350 ul Agregue Buffer RLT, agite en
animales vortex (1 x 10° celulas); o use
<1 x 107 6—-10cm

600 ul

QlAshredder,

agujay jeringa

TissueRuptor®,

(o]
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Tejido de <20 mg - 350 pl* TissueLyser  LT;  TissueLyser

animales Il;TissueRuptor, o use el mortero y

<30 mg -
600 pl macere seguido de QlAshredder o

aguja y jeringa.

*Utilice 600 ul de Buffer RLT para tejidos estabilizados en RNAlater. o para tejidos dificiles de lisar.

Anexo 2. Extraccion de ADN con el FFPE DNA Purification Kit de NORGEN BIOTEK

CORP

(No. catélogo/ID: 47400).

1. Desparafinizacion.

a)

b)

Corte secciones de hasta 20 um de espesor desde el interior de un bloque de tejido
FFPE utilizando un micrétomo. Recorta el exceso de parafina.

Transfiera las secciones o el bloque de tierra a un tubo de microcentrifuga sin
nucleasa. Agregue 1 ml de xileno a la muestra. Mezclar mediante vortex.

Incubar a 50 °C durante 5 minutos.

Centrifugar la muestra a 14.000 x g (~ 14.000 RPM) durante 2 minutos.

Retire con cuidado el xileno sin desalojar el pellet.

Agregue 1 ml de etanol al 96 - 100 %. Mezclar mediante vortex.

Centrifugar la muestra a 14.000 x g (~ 14.000 RPM) durante 2 minutos.

Retire con cuidado el etanol sin desalojar el sedimento.

Repita del Paso 1g al Paso 1i por segunda vez.

Seque el pellet al aire durante unos 10 minutos a temperatura ambiente.

2. Preparacion del lisado

a)
b)

c)
d)

Afiadir 300 uL de Digestion Buffer A y 10 uL de Proteinasa K reconstituida y 1 pL
ARNasa a la muestra. Mezclar mediante vortex

Incubar a 55 °C durante 1 hora, seguido de 90 °C durante 1 hora. Vortex para mezclar
de vez en cuando.

Agregar 300 pL de Buffer RL. Vortex para mezclar.

Agregar 250 pL de etanol 96 — 100 %. Voértex para mezclar.

3. Unién de ADN a la columna

a)
b)

c)
d)

Ensamble una micro columna de purificacion de ADNg con uno de los tubos de
recoleccién proporcionados.

Aplique 600 pL del lisado clarificado con el etanol (del Paso 2) en la columna.
Centrifugar durante 1 minuto.

Deseche el flujo. Vuelva a montar la columna de centrifugado con su tubo colector.
Repita los pasos 3b y 3c hasta que todo el lisado haya pasado por la columna.
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4. Lavado de columna

a)
b)
c)

d)

e)

f)
)

Aplicar 400 uL Wash Solution A a la columna y centrifugar durante 1 minuto.
Deseche el flujo y vuelva a montar la columna de centrifugado con su tubo de recogida.
Aplicar 400 uL Wash Solution A a la columna y centrifugar durante 1 minuto.
Deseche el flujo y vuelva a ensamblar la columna de centrifugado con su tubo de
recoleccion.

Lave la columna por tercera vez agregando otros 400 uL Wash Solution A y centrifugar
durante 1 minuto.

Deseche el flujo y vuelva a montar la columna de centrifugado con su tubo de recogida.
Haga girar la columna durante 2 minutos para secar completamente la resina. Descarte
el tubo colector.

5. Elucion del ADN

a)
b)

c)

Coloque la columna en un tubo de elucién nuevo de 1,7 ml.

Agregue 20 - 50 uL de Elution Buffer B ala columna. Incubar el conjunto a temperatura
ambiente durante 1 minuto.

Centrifugar durante 1 minuto a 14.000 x g (~14.000 RPM).

6. Almacenamiento de ADN
El ADN purificado puede almacenarse a —20°C durante unos dias. Se recomienda que las
muestras sean colocadas a —70°C para almacenamiento a largo plazo.

Anexo 3. RT-PCR con el Tetro™ cDNA Synthesis Kit de Meridian Bioscience

(No. catalogo/ID: BIO-65042).

1. Antes de usar agite las soluciones en un vortex y centrifugue brevemente.

2. Prepare la mezcla maestra de cebado en hielo en un tubo de reaccion de RNase-free.

ARN total (hasta 5 ug) o ARNm (hasta 0,5 ug) nul

Primer. Oligo (dT;g) o Random Hexamer (o GSP) 1L

10 mM dNTP mix 1 uL

5x RT Buffer 4 uL

RiboSafe RNase Inhibitor 1 uL

Tetro Reverse Transcriptase (200 u/pL) 1L
DEPC-treated water Hasta 20 uL

3. Mezcle suavemente con una pipeta.
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4. Incubar las muestras a 45 °C durante 30 minutos. Si se utilizan hexameros aleatorios,
incubar durante 10 minutos a 25 °C y luego a 45 °C durante 30 minutos.

5. Terminar la reaccion incubando a 85 °C durante 5 minutos y enfriar en hielo.

6. Guarde la reaccion a -20 °C para almacenamiento a largo plazo o proceda a la PCR

inmediatamente.

Anexo 4. Técnica RT-PCR

Componentes para preparar 10 yL por muestra

Solucion Cantidad
Primer. Random Hexamer 0.5l
10mM dNTP mix 0.5l
5x RT Buffer 2 ul
RiboSafe RNase Inhibitor 0.5 ul
Tetro Reverse Transcriptase 0.5l
DEPC-treated water (H20) 3l
ARN purificado 3l
Total 10 yl

Tabla 1. Perfil de las condiciones para reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa

inversa en el termociclador (ACT 201 de Apollo Instrumentation).

Paso Ciclos Temperatura (C°) Tiempo
Desnaturalizacién inicial 1 10 min
Alineamiento 1 30 min
Elongacién 1 5 min
Extension final 1 5 min
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Anexo 5. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con el MyTaq™

DNA Polymerase de Meridian Bioscience.

(No. catalogo/ID: BIO-21105).

1. Antes de usar agite las soluciones en un vértex brevemente.

2. Preparar la mezcla de la reaccion PCR en hielo.

El siguiente protocolo es para una reaccion estandar de 50 L y es posible ajustarlo

de acuerdo a la optimizacion de la reaccion.

5x MyTaq Reaction Buffer 10 pL
Template As required

Primers 20uM each 1l

MyTaq DNA Polymerase 1ul
Water (ddH20) up to 50 uL

3. Mezcle suavemente con una pipeta.

4. Someter las muestras a un ciclado térmico. Sugerimos estas condiciones en primera

instancia:
Step Temperature Time Cyles
Initial denaturation 95 °C 1 min 1
Denaturation 95 °C 15s
Annealing* User determined 15s 25-35
Extension* 72 °C 10s

Es posible que estos parametros requieran optimizacion; consulte la secciéon Important
Considerations and PCR Optimization si es necesario.

Guarde el producto final a -20 °C para almacenamiento a largo plazo o proceda con

la electroforesis.
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Anexo 6. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa PCR

Componentes para preparar 25 uL por muestra

Solucién Cantidad
Buffer reaction 5x MyTaq 5l
MyTaqg DNA Polimerasa 0.3 pl
Cebadores Fy R 1ul
Water (H20) 16.7 pl
Plantilla (cDNA o ADN) 2 ul
Total 25 ul

Tabla 1. Perfil de las condiciones para reaccion en cadena de la polimerasa en el

termociclador (ACT 201 de Apollo Instrumentation).

Paso Ciclos Temperatura (C°) Tiempo
Desnaturalizacién inicial 1 95 2 min
Desnaturalizacién 95 10 seg
Alineamiento 40 55 10 seg
Elongacién 72 10 seg
Extension 1 72 2 min
Extension final 1 4 0
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