-

P
brought to you by ., CORE

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Repositorio Academico Digital UANL

Minisatélites del virus del sindrome de la mancha
blanca (Whispovirus) en México
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ademanda de camaron ha crecido de
manera importante en el mercado
mexicano, ya es la tercera especie en
volumen, pero la primera en valor a
nivel nacional. En 2006 se reportd una produc-
cion de camaron cultivado y de captura de
158,453 Tm.! Sin embargo, pese a los avances en
cuanto a la biotecnologia del cultivo, han surgido
nuevas enfermedades por las altas densidades po-
blacionales que se manejan, porque a pesar de ello,
ocurren pérdidas devastadoras de hasta 100 % de
mortalidad acumulativa de 3 a10 dias, principal-
mente por el virus del sindrome de la mancha blan-
ca (WSSV: White spot sindrome virus).? El WSSV
se descubrio, en 1992, debido las epizootias seve-
ras ocurridas en China. Este es un miembro de la
familia Nimawviridae (género Whispovirus), con
envoltura, de un enorme tamafo (230450 x130-
183 nm), con DNA de doble cadena (dsDNA).
Los hospederos son una amplia variedad (~40)
de especies de crustaceos.’ En México causa serios
problemas desde 1999 hasta la actualidad,* pro-
voca pérdidas millonarias en cultivos de camarén
blanco (Litopenaeus vannamei) de Sonora y Sinaloa,
principalmente.
La secuenciacion del genoma de tres diferentes
aislados de WSSV (WSSV-TH, WSSV-CN y
WSSV-TW) de Tailandia, China y Taiwan, respec-
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tivamente, muestra que la longitud del dsDNA
varia de 293 a 307 Kb >*(GenBank accession no.
AF440570). El genoma codifica 184 marcos de
lectura abierta (ORF), de los cuales tinicamente a
6% tienen homologia con secuencias registradas
en las bases de datos, entre los principales desta-
can cinco proteinas estructurales mayores, y alre-
dedor de 40 proteinas menores,>"® segtin su talla.
Adicionalmente, tres ORF (ORF3, ORF89 yCN-
ORF366) se considera que acttian como genes de
latencia’, y el ORF170, se ha demostrado, codifi-
ca una proteina anti-apoptosis.™°

Las regiones minisatélites son secuencias de
DNA repetidas en tandem (7-100 pares de bases,
pb). El anilisis de estas secuencias en los microor-
ganismos es de gran ayuda, porque permite deter-
minar la variacion genotipica entre las distintas
cepas, se usan como marcadores moleculares para
la identificacion de cepas y determinan los facto-
res de virulencia asociados a su patogenicidad.

Estudios recientes con algunos genomas virales
indican la existencia de polimorfismo entre los
virus, y han probado su utilidad como marcado-
res en estudios epidemioldgicos y de virulencia. 2
Los reportes anteriores, basados en la homologia
de secuencias del DNA de diferentes aislados geo-
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graficos de WSSV, sugerian que un solo tipo de
virus causaba las mortalidades masivas en los cul-
tivos de camaron. Sin embargo, evidencias recien-
tes indican la presencia de diferentes aislados del
virus. De esta forma, el analisis de las regiones
repetidas (UR “s) en tandem en el genoma del vi-
rus WSSV ayudaria a caracterizar las cepas,
asociarlo a su virulencia, analizar la dispersion geo-
grafica de cada cepa en particular, e incluso para la
deteccion de crusticeos que acttian como porta-
dores silvestres y el establecimiento oportuno de
cercos sanitarios.

Las once regiones minisatelitales del genoma
de WSSV son codificantes, sin describirse a la ac-
tualidad una proteina similar en otros microorga-
nismos, de acuerdo a los analisis tipo BLAST rea-
lizados. En este estudio se analizé el ORF 94, cons-
tituido por UR s de 54 pb, con el objeto de co-
nocer la variabilidad de la(s) cepa(s) de WSSV y el
posible origen, ya que han causado epizootias en
la industria camaronicola de México, lo cual ayu-
dara a conocer su distribucion para usarla como
herramienta "epidemioldgica".

Materiales y métodos
Origen de las muestras

Las muestras de camardén blanco (Litopenaeus
vannamei) se colectaron de las granjas de Culia-
can, Sinaloa (Patague y Cruz Blanca), de epizootias
que causaron mortalidades de 90 a 100% en 2000.
En Sonora se seleccionaron tres sitios de mues-
treo, donde se presentaron mortalidades masivas
y de amplia distribucion en el ciclo 2005:
Acuaproductiva, Gez Acuicola, San Ignacio Rio
Muerto y Remanentes. Los tejidos infectados de
camarones se transportaron en CO, solido, y se
conservaron a-70 °C en el Laboratorio de Patolo-
gia Molecular y Experimental. Para este estudio
solo se analizaron muestras positivas.
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Extraccién de acidos nucleicos

Piezas de 50 mg fueron homogenizados en buffer
de lisis (50 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA, 5%
SDS, pH 8.5), y después tratados con proteinasa
K (20 mg/ml) y sarkosyl (1%) a 60°C por 2a 4 h
con periodos de agitacion (vortex Genie 2). La
extraccion de acidos nucleicos se realizéd con fenol
equilibrado y cloroformo: isoamilico (1:24), pre-
cipitdindolos con etanol. La pastilla se resuspendio
en 20 iL de agua y se almacend a 4°C.7

Amplificacion de minisatélites del ORF 94

En cada reaccion se agregaron 10 ng de DNA tem-
plado, y 30 pmol de cada uno de los iniciadores a
50 mL de mezcla de reaccion, que contenia: Tris-
HCI 10 mM, pH 8.3, KCI 50mM, I\/IgCl2 1.5 mM,
dNTP s 200mM y 2.5 U de Tag DNA polimera-
sa (Bioline London, UK). La mezcla se incubé en
un termociclador (M]. Research) con un progra-
ma de 35 ciclos de 94°C/1min, 52°C/1 min,
72°C /1 min, y un paso final de elongacion a
72°C por 10 min. Los iniciadores fueron disefia-
dos a partir de la secuencia reportada’ (GenBank
accession no. AF440570): ORF94-F 5“TCT ACT
CGA GGA GGT GAC GAC-3’ y ORF94-R 5-
AGC ANN TGT GTA CAC ATT TCA TG-3’.B
Los productos de PCR se analizaron por electro-
foresis en geles de agarosa 1% (Invitrogen,
Carlsbad, CA.) a 5V/cm en una cdmara de elec-
troforesis (Horizon 58 Gibco BRL). Los carriles
se cargaron con 0 iL de producto de PCR y 1 iL
de buffer de carga (Bioline). El marcador fue DNA
Ladder 100 (Invitrogen). Las fotografias de las elec-
troforesis se tomaron con una camara Gelcam
Polaroid."

Resultados
En los camarones infectados por WSSV en
Sinaloa, de la granja Patague, se presentaron pro-

ductos de 830 pb (figura 1, carril 3), correspon-
dientes a 12 UR “s. En granjas de Cruz Blanca se
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identificaron cuatro diferentes cepas del virus, con
UR’s de 4, 8, 9y 12, con amplicones de 398,
614, 668 y 830, respectivamente, y predomino la
cepa de 4 UR s (figura 1). Muestras con dos am-
plicones, indican como causa dos cepas del vi-
rus, se han reportado en Tailandia,” aunque po-
drian ser productos amplificados no especificos.
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Fig. 1. Amplicones del ORF 94 del genoma viral de WSSV. M:
Marcador de pares de bases. Carril 1: muestra del estanque 1
de la granja Remanentes, a 668 pb (9 UR); carril 2: estanque
2 de la Granja Acuaproductiva, a 398 pb (4 UR); carril 3: ORF
94 del genoma de WSSV en L. vannamei de Patague, Culia-
can, Sinaloa. Amplicones a 830 pb (12 URs). Carril 4: vacio.
Carril 5: muestra de Cruz Blanca, Culiacan, Sinaloa. El aisla-
do mds sobresaliente es el de 398 pb, con amplicones mas
tenues de 614, 668 y 830 pb (8, 9 y 12 UR); Carril 6: muestra
de Gez Acuicola con amplicones de 668 pb (uno tenue de 722
pb parece ser un producto inespecifico).

En Sonora, durante el ciclo de cultivo 2005,
se identificd una cepa de WSSV con 668 pb en
Remanentes, diferente a la de 398 pb (4 UR "s)
que causo mortalidades masivas en Acuaproductiva
(figuras 1y 2). Las mortalidades causadas en los
estanques de la granja San Ignacio Rio Muerto
fueron causadas por una cepa de WSSV de 11
UR s con 776 pb (figura 2). Por otra parte, en
Gez Acuicola (figuras 1y 2), se distinguieron dos
diferentes tipos de virus, uno de 9 UR"s (668
pb) y otro de 8 UR "s (614 pb).

En las mortalidades masivas de camaron culti-
vado en el ciclo de 2000, de Sinaloa, se presenta-
ron infecciones, principalmente, por dos cepas de
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Fig. 2. Amplicones del ORF 94 del genoma viral de WSSV. M:
marcador de pares de bases. carriles 1, 2 y 3: muestras de la
granja Acuaproductiva con 398 pb (4 UR); carriles 4, 5y 6:

muestras de la granja San Ignacio Rio Muerto con 776 pb (11
UR).

virus, de 12 UR s y 4 UR s, aunque en menor
concentracion se amplificaron por PCR, cepas de
4,8 y 9 UR’s. En comparacion, las cepas que
presentan 8 y 9 UR “s en el ORF 94 son las que
predominaron en Tailandia, en las mortalidades
masivas ocurridas entre 2000 y 2002, mientras
que el de 12 UR s no fue predominante, y se
reportaron cuatro casos de 55 analizados.”

Los amplicones de 4 UR “s no han sido descri-
tos en la bibliografia, lo cual muestra la capacidad
evolutiva y adaptativa del virus, por lo cual se
podria pensar que se originé en nuestro pais. Re-
cientes andlisis genotipicos en Vietnam indican
también la presencia de 6-20 UR’s."* Estudios
detallados sobre la variacion geografica, evolutiva
y adaptativa del virus WSSV, basados en analisis
gendmicos del ORF 94, ORF 23/24 y ORF 125,
demuestran el uso potencial de marcadores
genéticos para estudiar la "epidemiologia" del vi-
rus WSSV, y para aplicarla como herramienta de
control y prevencion de epizootias,* por ejemplo,
el origen y dispersion del virus. Seria aplicable para
examinar reproductores portadores del virus y de-
terminar la prevalencia de los tipos diferentes de
WSSV que hospeda, y compararla con los tipos
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de WSSV encontrados en las mortalidades masi-
vas de las granjas. Incluso seria aplicable para rea-
lizar tamizajes en lotes de poslarvas, y conocer el
laboratorio donde se originé la infeccion asocia-
da a epizootias. La amplia variabilidad de las UR s
del ORF 94 conduce a preguntarnos si éste pro-
duce una proteina funcional®, y si ésta se encuen-
tra asociada a la virulencia de las cepas, pues en
estudios anteriores'™>!* sobre este tema, asi como
el presente, se realizaron en camarones provenien-
tes de epizootias, lo cual podria analizarse en fu-
turos trabajos.

Resumen

El virus del sindrome de la mancha blanca causa
serios problemas en cultivos de camarén en Méxi-
co. El objetivo de este estudio fue analizar los
minisatelitales del genoma viral, ubicadas en el
OREF 94, para su aplicaciéon como marcadores
moleculares. En muestras de 2000 se identifica-
ron cuatro diferentes cepas de virus, caracteriza-
das por 4, 8,9y 12 UR"s. En 2005, se identifica-
ron cepas de 4, 8 y 9 UR s. Estas son similares a
las cepas de Tailandia, a excepcién de la cepa de 4
UR s, que al parecer tuvo su evolucion en nues-
tro pais. La asociacion de éstas con el grado de
virulencia esta por definirse.

Palabras clave: Aislados de WSSV, ORF 94,

Litopenaeus, México.
Abstract

White spot syndrome virus causes the most seri-
ous losses to shrimp farmers in Mexico. The ob-
jective of this study was to analyze minisatellites
located at ORF 94 of the viral genome to apply
our results as molecular markers. Four different
virus strains, characterized by repeat units (RU “s)
of 4, 8,9, and 12 were identified from outbreaks
occurred in 2000. Virus strains with 4, 8, and 9
UR "s were identified from outbreaks from 2005.
Mexican WSSV strains are similar to those iden-
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tified in Thailand, with exception of the strain
with 4 UR “s, which perhaps evolved particularly
in our country.

Keywords: WSSV isolates, ORF 94, Litopenaeus,

México.
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