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RESUMEN

En la industria de cultivo de camardn el rapido desarrollo tecnoldgico a garantizado que se
incremente a nivel mundial la produccion en granjas acuicolas, es por eso que apoyandose de
areas de estudio como la Biologia Molecular, dentro del campo de diagndéstico han surgido
diferentes técnicas moleculares que se fundamentan en la deteccidn de acidos nucleicos como
ADN y ARN, permitiendo mayor acceso para realizar estas técnicas es por eso que en los
ultimos afos en nuestro pais es mas facil aplicarlas como un apoyo en los cultivos de camaron,
para determinar el tipo de diagndstico que se desea identificar, una de las técnicas mas
utilizadas en nuestro pais son las técnicas de amplificacion de genes, que ha representado
avances en la aplicacién siendo realizada hasta como un apoyo en la asesoria técnica por
diferentes empresas, permitiendo aplicar acciones inmediatas para combatir los
microorganismos patdgenos que afectan a nuestros cultivos. Es por eso que este trabajo se
enfoca en determinar cudles son las técnicas moleculares utilizadas en el campo de la biologia
molecular, establecer que agentes patdgenos como bacterias, hongos y virus afectan a los
cultivos, de igual manera establecer que técnica es mas utilizada en nuestro pais como la
técnica de PCR, como se realizan, sus fases y que aplicacién tienen en el campo acuicola
relacionandola con otras técnicas utilizadas para determinar la presencia de microorganismos
patdgenos que causan diversas enfermedades en los cultivos de Litopenaeus vannamei,

fundamentandose en la deteccion de sus acidos nucleicos.

Palabras clave: Biologia, Enfermedades, Diagnostico, Técnicas, PCR.



ABSTRACT

In the shrimp farming industry, rapid technological development has guaranteed a worldwide
increase in production in aquaculture farms, which is why, supported by areas of study such
as Molecular Biology, within the field of diagnosis, different molecular techniques have
emerged that they are based on the detection of nucleic acids such as DNA and RNA, allowing
greater access to carry out these techniques, which is why in recent years in our country it is
easier to apply them as a support in shrimp farming, to determine the type of diagnosis that is
to be identified, one of the most used techniques in our country are gene amplification
techniques, which have represented advances in the application, being carried out even as a
support in technical advice by different companies, allowing immediate actions to be applied
to combat the pathogenic microorganisms that affect our crops. That is why this work focuses
on determining which are the molecular techniques used in the field of molecular biology,
establishing which pathogens such as bacteria, fungi and viruses affect crops, in the same way
establishing which technique is most used in our country as the PCR technique, how it is
carried out, its phases and what application they have in the aquaculture field, relating it to
other techniques used to determine the presence of pathogenic microorganisms that cause

various diseases in Litopenaeus vannamei crops, based on the detection of their nucleic acids.

Key words: Biology, Diseases, Diagnosis, Techniques, PCR.
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1. INTRODUCCION

En nuestro pais la acuicultura y comercializacion de camardn es una industria
dindmica que cada dia aumenta favoreciendo a la economia del Ecuador, que segun el Banco
Central del Ecuador, nos revela un crecimiento a través de los afios, siendo una de las
industrias mas rentables a nivel nacional aportando $721,7 millones de ddlares en el afio 2019,
en las provincias de Guayas, Manabi, Esmeraldas y El Oro. En los datos més actuales tenemos
que entre enero y noviembre de 2020 el principal producto de exportacion no petrolero fue el
camarén, con 637 mil toneladas métricas, que representaron un ingreso de USD 3.580
millones. Es por eso que al ser una industria que dinamiza la economia nacional sus cultivos
e instalaciones deben funcionar de forma éptima garantizando la salud de los organismos
cultivados y la calidad de producto vendido a otros paises.

En la actualidad el crecimiento del cultivo de camaroén en el pais se ha incrementado
de forma que se ha constituido una aportacién importante para la economia del pais la cual
genera diversas fuentes de trabajo, aportando al crecimiento de las condiciones socio-
econdmicas de las provincias costeras. A través del tiempo los cultivos se han tecnificado
Ilegando a tener un incremento en sus densidades de siembra de organismos, por lo tanto a
esto se le suma factores quimicos, fisicos y biologicos del ambiente que estan en relacién con
los cultivos, la alteracion de los mismos y la introduccidén de microorganismos patogenos a
los cultivos, desencadenan las enfermedades dentro de los cultivos que afectan al crecimiento
de los camarones, estas enfermedades son un problema a corto o largo plazo, que al final

resultan en pérdidas econdmicas para los productores, para controlar esta problematica se han



desarrollado estudios para el control y prevencién de las enfermedades en los cultivos. Es por
eso que dentro de los cultivos debe existir un buen manejo por parte del personal al igual que
una capacitacion adecuada en el ambito de manejo de una instalacién acuicola, en relacion a
esto surge la necesidad de utilizar algunas herramientas moleculares para garantizar el éxito
en el cultivo.

Dada la amenaza constante de la aparicion repentina y devastadora de algun agente
infeccioso de naturaleza viral, el crecimiento sostenido de esta industria mundial depende
fundamentalmente de poder establecer un control sanitario efectivo que evite la dispersion de
los virus, tanto entre las granjas como hacia el medio natural. Para contrarrestar la causa de
las potenciales pérdidas en la produccion de camarén por el efecto de las epizootias virales,
la Biologia Molecular ofrece una opcién que puede representar la solucion definitiva para
detener la diseminacién de los virus en y entre las granjas camaroneras. Se trata de las
herramientas moleculares diagndsticas, las cuales pueden desempefiar un papel preponderante
en la consecucion de esta meta.

En esta contribucidn, se revisaron las herramientas tradicionales empleadas para el
diagnostico de epizootias virales, se describe el disefio y la construccion de las herramientas
moleculares, se propone éstas como una alternativa mas especifica, sensible, oportunay eficaz
para la deteccion y diagnéstico de agentes virales y, finalmente, se sugiere una estrategia de
control sanitario para frenar la dispersiéon globalizada de los agentes virales alrededor del

mundo.



2. ANTECEDENTES DEL USO DE HERRAMIENTAS MOLECULARES
APLICADAS EN EL CULTIVO DE CAMARON EN ECUADOR.

En el amplio campo de estudio de la biologia molecular una de sus finalidades es
profundizar el conocimiento de los procesos que se llevan a cabo dentro de los seres vivos en
su composicion molecular, entender sobre su estructura y funcion de la moléculas
bioldgicamente importantes para los seres vivos, entendiendo esencialmente las interacciones
dentro de las células, como a su vez entender el comportamiento de células extrafias para los
organismos pero que habitan en el ambiente, las cuales invaden los organismos ocasionando
una enfermedad, es por eso que existen un sin nimero de areas especializadas para el estudio
del comportamiento de estas moléculas como de microorganismos patdgenos que tienen una
composicién molecular mas compleja que ocasionan problemas en la salud de los seres vivos,
dentro de estas ramas de estudio de la biologia molecular tenemos la epidemiologia molecular

y la patologia (Varela, 2020)

2.1 Antecedentes de la epidemiologia molecular

Es una rama de estudio de la biologia molecular, que se enfoca en el estudio de las
enfermedades empleando herramientas moleculares que facilitan la identificacion de agentes
patogenos, teniendo como fin descubrir sobre la distribucion de dicha enfermedad y sus factores
de riesgo con la finalidad de evitar el desarrollo natural de dichos microorganismos que
expresan una enfermedad, basandose en el estudio, deteccion, cuantificacion, caracterizacion
de microorganismos que afectan la salud de los seres vivos, analizando las relaciones existentes

entre genotipos y el factor de virulencia de dichos agentes patdgenos (Angarita, 2017)

2.2 Importancia de la epidemiologia molecular.

En cuanto a los diagnosticos de enfermedades, es importante tener en cuenta un diagnostico

molecular el cual tiene un impacto importante en las distintas areas de salud, llevando a cabo una



serie de herramientas importantes para la deteccion de agentes patégenos y el origen de las
enfermedades, dentro de los principios de la epidemiologia molecular es el estudio de las
enfermedades detectadas a través de la implementacion de herramientas moleculares que han
permitido conocer el genoma de bacterias, virus, viroides, hongos y paréasitos, que son los agentes

etioldgicos que ocasionan las enfermedades en los sistemas de produccion (Franco, 2013)

3. Aplicaciones de la epidemiologia molecular

Se emplea como una metodologia de diagndéstico para diversas patologias, entre las

cuales tenemos:

3.1 Métodos moleculares para tipificacion:

La tipificacion es la caracterizacion e identificacion de aquellos microorganismos
patdgenos, permitiendo saber que microorganismos causan la infeccidn, se puede determinar
su fuente, su diseminacién, estableciendo la prevalencia del agente infeccioso en una
poblacién. La técnica de tipificacion que se utilizara depende de qué sistema se analiza,
siempre y cuando se evalué que capacidad para dar informacién genere dicha técnica, se

debe tener en cuenta los siguientes criterios para realizarla (Angarita, 2017):

- Deteccion, identificacion y tipificacion de la totalidad de los aislados analizados.
- Repetibilidad y reproducibilidad del método.
- Estabilidad genética del marcador, neutral por las fuerzas evolutivas.
- Exclusién de los diferentes grupos de individuos con probabilidades elevadas.
- Arroja resultados similares al de otras técnicas moleculares empleadas.
3.2 Métodos moleculares fenotipicos y genotipicos:

En cuanto a los métodos fenotipicos se encargan de la determinacion de diferentes



caracteristicas bioquimicas, se constituyen como una de las principales herramientas que
compara microorganismos en cuanto a la determinacion de la actividad enzimética, su
capacidad metabolica, por otro lado no se puede identificar genes, mutaciones o
polimorfismo. Los métodos genotipicos se encargan de estudiar el genoma del organismo
que ocasiona la enfermedad, este método analiza caracteristicas como polimorfismos d los
agentes etioldgicos, localizan el material genético del organismo que permite cambios en la
expresion genética, llevando a cabo alternativas que son mas reproducibles y con mayor

estabilidad (Angarita, 2017).

La diferentes técnicas genotipificacion son:
a. Lareaccion en cadena de polimerasa (RCP).
b. Secuenciacion del genoma.
a. Secuenciacion NGS.
b. Pirosecuencia.
c. Hibridacion con las sondas de ADN.
d. RAPD.
e. RFLP.
a. Reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP)

Las técnicas de tipificacion molecular basadas en RCP representan un avance en el
estudio de enfermedades infecciosas llevandose a cabo estudios epidemioldgicos
moleculares destinados a identificar las relaciones clénales que existen entre aislados de la
misma especie, se utiliza la 'tipificacion' que es la amplificacion de genes o polimorfismos

de secuencias de ADN. Los diferentes métodos genotipicos se encargan de amplificar



regiones especificas de ADN in vitro en los cuales se utilizan delimitadores de una region de
amplificacion; de una copia de la region amplificada se obtienen millones de copias para que
pueda ser detectada y reflejada en la presencia de la regién de ADN en la muestra a analizar;
Para esta modificacion, diversas proteinas actlan cooperativamente sintetizando hebras de

ADN a partir de otra hebra que funciona como molde (Campa, 2017).
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Figura 1. Esquema de una PCR baésica. Se mezclan todos los reactivos, se introduce el tubo

en el termociclador y se produce la PCR (desnaturalizacién, anillamiento y elongacién) en

varios ciclos.
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Figura 2. Reaccién en cadena de polimerasa. Fuente. genome.gov.
b. Secuenciacion del genoma
Determinar la secuencia completa de ADN en el genoma del organismo; incluye la
identificacion de las bases Adenina, Citosina, Guanina y Timina en un fragmento de ADN
en su respectivo orden. Se recopilan secuencias de hasta 500 bases, que se ensamblan en un
genoma de referencia para la secuenciacion completa del genoma. Este método cambi6 la
comprension de la genética basada en identificar las verdaderas causas de la herencia,
enfocandose en el estudio genético de individuos con fenotipos definidos y enfermedades

hereditarias mendelianas producidas por genes conocidos; Valoran el fenotipo y la secuencia



del gen al que afecta y son muy sensibles para detectar mutaciones (Bolivar, 2014)

- Secuencia paralela, masiva o de nueva generacion (NGS)

Las secuencias de &cidos nucleicos ayudan a establecer el orden de los nucleétidos
presentes en la molécula de ADN o ARN en estudio. Su uso se ha incrementado en los
ultimos afios en todo el mundo; Es asi como se realiza NGS gracias a la capacidad que ofrece
de reconocer una enorme y paralela secuencia de millones de fragmentos de ADN y/o ARN
presentes en una muestra, con el uso de tecnologia avanzada, a un costo muy bajo y muy
alto, teniendo un rendimiento muy bueno para que un genoma completo se pueda amplificar
en un dia. Tiene una fuerte aplicacion en la investigacion epidemioldgica debido a las
ventajas que ofrece este tipo de enfoque, como el uso de genomas completos para establecer
relaciones filogenéticas entre especies, identificacion de posibilidades recombinantes y
marcadores epidemiol6gicos que contribuyen a la identificacion de posibles mutaciones en
una poblacion Por lo tanto, se considera una tecnologia revolucionaria en la investigacion
epidemioldgica aplicada Aplicaciones para la ciencia bésica, investigacion traslacional,

diagnostico clinico, agronomia, ciencia forense y ciencia aplicada (Angarita, 2017).

- Pirosecuencia
Se caracteriza por la cadena para sintetizar el ADN con deteccidn en tiempo real; Esta
técnica se utiliza para identificar instalaciones individuales o una secuencia de &cido nucleico
corta en ubicaciones predefinidas, utilizando fosfatos al combinar nucle6tidos en la cadena
de ADN, luego una serie. Reacciones enziméticas. Este es el inico método de secuencia que
se ha desarrollado como un reemplazo para secuencias de ADN normales; En comparacion
con otras técnicas moleculares, la piroseguridad es muy simple, poderosa, rapida, sensible,

muy cuantitativa y precisa, flexible, efectiva y la capacidad de automatizar muestras; Se ha



utilizado en estudios analiticos sobre variantes genéticas, investigacion agrondmica para
desarrollar cebadores y sondas especificas que proporcionan programas de certificacion de
calidad de los alimentos, cambiando los animales de la comunidad microbiol6gica de
diferentes entornos, resoluciones. Casos en ciencia legal, microbiologia, asi como en la

deteccion de mutacion en patologia de la atencion clinica (Angarita, 2017).

c. Hibridacion de sondas de ADN

Se conoce como analisis en sus muestras para la presencia de acidos nucleicos (ADN o
ARN), la combinacion antiparalela de estas con una molécula de doble cadena. Se utilizan
para descubrir la molécula diana de la sonda que la complementa. Muchas técnicas
moleculares se basan en la hibridacién, como la reaccion en cadena de la polimerasa; Se
utilizan para diagnosticar enfermedades, identificar microorganismos patogenos, estudiar
perfiles de expresion génica, localizar genes en cromosomas 0 ARNm en tejidos in situ y

comparar especies patogenas (Tellez, 2015).

d. (Polimorfismo amplificado aleatorio ADN)

También conocido como polimorfismo de producto de amplificacién aleatoria, esta es
una técnica que utiliza marcadores moleculares para amplificar la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de secuencias cortas de ADN polimdrfico utilizando una base de secuencia
corta (10 a 12 pares). Dado que se trata de una tecnologia basada en PCR, debe controlar
muchos factores que pueden afectar directamente el rendimiento de la tecnologia, como los
dNTP, la polimerasa TagDNA, la temperatura de hibridacion, el tiempo de expansion, el
cicloy laintegridad de las hebras del modelo. En investigacion, este tipo de tecnologia utiliza
analisis genéticos para poder establecer similitudes entre comunidades de una misma especie

(ej. bacterias y plantas), un ejemplo es el estudio de la relacion entre la resistencia al arsénico



en microorganismos de muestras de suelo, estudio realizado en India y publicado

en (Medallo, 2020)

e. (Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Restriccion)

Tambien se Ilaman fragmentos de restriccion de longitud polimorfica, lo que resulta en
los cambios de la secuencia de ADN se registran mediante enzimas limitadas utilizadas para
cortar cadenas de ADN en posiciones conocidas; Se utilizan principalmente como
marcadores en tarjetas genéticas. Es un método cominmente utilizado para su velocidad para
obtener resultados, bajo costo y especificidad; Algunas condiciones de su actividad, incluido
el uso de enzimas limitadas, optimizacion y andlisis y andlisis de productos amplificados
(piezas restringidas) se electroforizadas principalmente en geles aleatorios. Entre las
ventajas descritas, encontramos que se trata de su desempefio, necesita el instrumento
minimo en el laboratorio; Se ha aplicado en varios estudios que permiten establecer o

identificar animales humanos y bacterianos. (Cobo, 2018)

4. PRINCIPALES ENFERMEDADES EN EL DE CAMARON (LITOPENAEUS
VANNAMEI).

Tabla 1. Cronologia global de las principales enfermedades infecciosas o parasitarias en
camarones penaeidos.

Afo  Lugar Enfermedad Agente etioldgico Tipo de patdgeno
1971 Texas, EEUU Micosis larval Lagenidium sp.  Fungico
1974  Florida, EEUU Baculovirosis tetraédrica Baculovirus  Viral
penaei (BP)

1975 Georgia, Enfermedad del Camarén Microsporidios  Fangico

EEUU Algodonoso
1978  Florida, EEUU Infeccion  por  Bacterias Leucothrix mucor Bacteriano

Filamentosas

1980 Meéxico Baculovirosis esférica MBV Viral
1981  Hawaii, EEUU Necrosis Hipodérmica y IHHNV Viral

Hematopoyética Infecciosa



1981
1982
1982
1985
1988
1989
1990

1991
1992

1992

1993

1993

1996
1996

1996

2002
2002

2003

2004

2004

2008

2008
2009

Japon Necrosis Baculoviral de la BMN Viral
Glandula Digestiva

Tailandia Gregarinosis Nematopsis spp.  Protista

Tailandia Fusariosis Fusarium solani  Fungica

Malasia Parvovirosis HPV Viral
Hepatopancreatica

Cuba Haplosporidiosis HPH Protista
Hepatopancreatica

Ecuador Necrosis Septica del SHPN Bacteriano
Hepatopéancreas

Texas, EEUU Hepatopancreatitis Hepatobacter  Bacteriano
Necrotizante penaei (NHP)

Tailandia Virosis de la Cabeza Amarilla YHV Viral

Australia Virosis  Vacuolizante del LOVV Viral
Organo Linfoide

Ecuador Virosis del Sindrome de TSV Viral
Taura

Japon Enfermedad de las manchas WSSV Viral
blancas

Texas, EEUU  Gregarinosis larval Paraophioidina Protista

scolecoides

Australia Virosis de Mourilyan MoV Viral

Australia Virosis de la Mortalidad de SMV Viral
los Reproductores

Australia Virosis Asociada a las GAV Viral
Branquias

Brasil Mionecrosis Infecciosa IMNV Viral

China Nodavirosis de la Mortalidad CMNV Viral
Encubierta

Tailandia Microsporidiosis Enterocytozoon  Flngico
Hepatopancreatica hepatopenaei

(EHP)

Belice Nodavirosis de  Penaeus PVNV Viral
vannamei

Colombia Espiroplasmosis Spiroplasma Bacteriano

penaeli

Tailandia Enfermedad de la Desconocido Idiopatico
Deformidad del Segmento (ASDD)
Abdominal

Guatemala Estreptococosis Streptococcus sp. Bacteriano

China Enfermedad de Ia AHPND (EMS)  Bacteriano

Necrosis Aguda del



Hepatopéancreas

2014 China Iridovirosis de Hemocitos del SHIV Viral
Camaroén
2019 Norteamérica  Infeccion amebiana Paramoeba sp. Protista

Nota. En esta se percibe claramente la continuidad en la ocurrencia de brotes y aparicion de nuevas
enfermedades. Siempre ha habido una enfermedad emergente, un enemigo de moda al cual
combatir. A pesar de los esfuerzos crecientes y el mayor conocimiento sobre patobiologia del
camaron, no han dejado de aparecer nuevas enfermedades (Yoshinaga 2019).

5. ENFERMEDADES MAS COMUNES QUE AFECTAN EN LARVICULTURA DE
CAMARON LITOPENAEUS VANNAMEI

Son varias las enfermedades presentes en el cultivo larvario de camaron como la
enfermedad de las bacterias luminiscentes, ocasiona mortalidades elevadas en la produccién de
larvas, se observa en el estadio de mysis etapa en la cual se manifiesta esta enfermedad siendo
especies del genero Vibrio harveyi, V. Splendidus causantes de esta enfermedad, cuyos signos
clinicos son la presencia de anorexia, la textura del animal se torna textura blanda (aguados),
hepatopancreas palido y reflejandose en una parasitosis teniendo un intestino vacio (Valera,

Pefia, y Aranguren, 2017).

Dentro de estas patologias tenemos que tener en cuenta los factores ambientales que
afectan a el crecimiento de las larvas de camaron como es el cambio de clima aumenta la
salinidad, altera la temperatura y el pH causando que estas bacterias disminuyan el pH del agua
afectando el habitad del camardn en el estanque. del agua en el estanque, ocasionando que exista
un contagio de bacterias o virus, en nuestro pais existe con mayor frecuencia infecciones
causadas por microorganismos del genero Hepatobanter penaei y Vibrio, como medida de
prevencion mantener el agua del cultivo dentro de temperaturas mayores a 27 °C, en cierto

grado evita que estas enfermedades se propaguen es por eso que en el cultivo larvario las



enfermedades més comunes son por la presencia de bacterias luminiscentes, infecciones
causadas por sindrome de Zoea Il y cabe resaltar la introduccion a los cultivos de epibiontes

bacterianos (Valverde y Varela, 2018).

El sindrome da Zoea Il o sindrome de las bolas blancas, es otra enfermedades presentes
en la produccién larvaria, denominada asi por el desprendimiento de las células del
hepatopancreas observandose como formaciones circulares en el tracto digestivo, la reaccion se
debe a que las toxinas de bacterias como Vibrio sp. De igual manera se asocia a bacterias del
genero V. alginolyticus y V. harveyi con el sindrome de Zoea Il, presentando mortalidades en
35 a 48 horas transcurrida la metamorfosis a Zoea I, los signos clinicos que se presentan son
anorexia, intestino vacio, letargia, nado erratico, de igual manera los organismos se fondean.
De igual manera existen enfermedades producidas por epibiontes que causan patologias en el
cultivo larvario de Litopenaeus vannamei, epibiontes como Acineta sp, Zoothamnium sp, y
Epistylis sp., también encontramos la bacteria Leucothrix mucor, que causa la patologia de las
branquias sucias en el camaron con un color amarillento verdoso hasta llegar a un color café,

causando la muerte por la asfixia (Paucar, 2018)

6. ENFERMEDADES MAS COMUNES QUE AFECTAN EL ENGORDE DE
CAMARON LITOPENAEUS VANNAMEI

En el proceso de engorde de camardn un de las enfermedades que puede causar un 90
por ciento de mortalidad en el cultivo, es el sindrome de la gaviota asociado su nombre asi por
la presencia de gaviotas sobrevolando en el estanque alimentandose de camaron, el mismo que

se encuentra nadando en la superficie o en las orillas del estanque, sus sintomas son similares a



los de la Vibriosis sistémica, siendo en su mayoria colonias de bacterias verdes aisladas en el
medio de cultivo agar TCBS. Dentro de los factores que propician esta enfermedad son los
cambios de salinidad en el agua, altas temperaturas, elevados niveles de nitrogeno (Alvarez,

2019).

Otra de las patologias presentes es el camaron lechoso o microsporidiosis del
hepatopancreas por Enterocytozoon hepatopenaei (EHP), causadas por especies como
Pleistophora, Agmasoma, Ameson, Vavraia, Enterospora y Perezia, estos microorganismos se
replican en el citoplasma de las células epiteliales de los organismos, en un estanque las
densidades de organismos afectados es elevada, por ende retarda el crecimiento en cuanto a la

talla de camarones, afectando dentro de los 60 a 80 dias de cultivo (Varela, 2020).

En nuestro pais tenemos el sindrome de Taura, es una infeccion causada por el virus que
tiene el mismo nombre que la enfermedad el cual es virus del sindrome de Taura (VST),
microorganismos patdgeno perteneciente a la familia de los Dicistroviridae del género
Aparavirus, su transmision es horizontal el virus invade y se multiplica en las células epiteliales
de la epidermis del exoesqueleto, epidermis cuticular en las branquias, intestino anterior y
posterior de los camarones, afectando 6rganos como el hepatopancreas, glandula antenal,

6rgano hematopoyético, epitelio del intestino (OIE, 2018).

Una de las enfermedades mas conocidas en nuestro pais debido a su incidencia en la
historia del cultivo de camardn nuestro pais es la Mancha Blanca (WSSV), en la familia
Nimavirus, esta enfermedad tiende a que los camarones infectados dentro de los cultivos
minoran el consumo de balanceado, los animales sufren de letargo, generando mortalidades de
100 % durante los primero tres dias hasta el décimo una vez la enfermedad se ha manifestado.

En la cuticula presenta manchas blancas de hasta 2 mm a 0,5 mm de diametro, visibles en el



caparazén, cromatdforos cuticulares extendidos, el camaron tiene una coloracion rojiza y café

ya cuando la infeccion ha invadido el organismo (Moreno, 2021).

La enfermedad del sindrome de mortalidad temprana o sindrome de la necrosis
hepatopancreatica aguda, es una enfermedad que se caracteriza por la alta mortalidad en sus
primeros 30 dias del cultivo, si no se controla puede llegar a infectar el 100 por ciento de
organismos en el cultivo. EI EMS/AHPNS es causado por la cepa del Vibrio parahaemolyticus
el cual coloniza el tracto digestivo ya que estos organismos liberan sus toxinas. La enfermedad
se manifiesta con nado errético, flacidez en los organismos, anorexia, el crecimiento se reduce,

intestino entre cortado y el hepatopancreas palido y sus tdbulos atrofiados (Varela, 2020).

7. HERRAMIENTAS MOLECULARES MAS UTILIZADAS COMO TECNICAS
DE DIAGNOSTICO DE LAS ENFERMEDADES EN EL CULTIVO DE
CAMARON EN ECUADOR.

En el sector camaronero sus protagonistas en este caso los productores han optado por
llevar a cabo acciones que se enfocan en optimizar los procesos de cultivo, el uso de nuevos
insumos en los cultivos, la aplicacion de tecnologia, mejorar la genética de la especie
obteniendo una mayor resistencia, aplicar estrategias de planificacién administrativa
encaminadas a un mejor control de las empresas, entre otras estrategias aplicadas en el cultivo
(Aldecoa, 2017). Efectuando estas mejoras, la resiliencia en el sector es la capacidad que tienen
productores, plantas procesadoras, laboratorios de cultivo de larvas, distribuidores de camaron
y empresas encargadas de la exportacion del producto para asi tomar medidas de prevencion y
correccion apara el mejoramiento de la calidad del producto y aumentar los volimenes de

produccién en el pasar de los afos.

De tal manera la incidencia de enfermedades infecciosas en los cultivos de camaron



blanco, es una de las principales amenazas para los cultivos de esta especie en el mundo y en
nuestro pais, ya que estos organismos son atacados por agentes infecciosos como virus,
bacterias, hongos y parésitos. Este incremento en la incidencia de enfermedades tiene su
impacto en la produccion de estos organismos da lugar al desarrollo de un sin numero de
técnicas que garanticen el diagnostico de estas enfermedades para saber qué tipo de

microorganismo infeccioso ataca a los organismos presentes en los cultivos (Saavedra. 2018).

Es importante resaltar que a través de procedimientos basicos en el del tiempo se ha
desarrollado diagndsticos mas rigurosos y especificos, facilitando que se aborden efectivamente
los eventos infecciosos reflejando asi la importancia de la combinacion de técnicas. Teniendo
dentro de estas técnicas y procedimientos realizados para el andlisis clinico de enfermedades,
diversas pruebas microbioldgicas, histopatoldgicas, de bioensayo, uso de anticuerpos,

hibridacién in situ, inmunohistoquimica y las técnicas moleculares (OIE, 2018).

Dentro del diagndstico molecular, la importancia es que se tiene un resultado positivo
el cual indica que el patdgeno esta presente en los organismos y nuestros cultivos; ya que a
través de estas técnicas se detecta la presencia de &cidos nucleicos del agente infeccioso que se
tiene interés en tratar, a su vez es esencial saber que no es necesariamente que exista evidencia
clinica de la enfermedad presente en el organismo, permitiendo tener acciones inmediatas
encaminadas a que estos de signos clinicos no se expresen, evitando que el agente infeccioso
estimule la respuesta del sistema inmune del organismo infectado desencadenando los procesos

patoldgicos.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Entre las técnicas mas utilizadas en el pais tenemos que esta técnica consiste en que se

amplifica una regién de ADN especifica en este proceso se utiliza primers o cebadores estos



son secuencias de ADN que se delimitan en la zona de amplificacion, tienen una longitud de
15-30 nucledtidos, estos son complementarios en las regiones de ADN en la cual se quiere
realizar la amplificacion, distintas enzimas reaccionan, como ejemplo tenemos la ADN
polimerasa la cual incorpora nucledtidos para la sintesis de nuevas cadenas de ADN (Bonett,
2017). Para realizar este proceso una muestra de ADN se coloca en un tubo eppendorf que
contiene consigo desoxinucleotidos (dGTP, dCTP, dATP y dTTP), primers, ADN polimerasa
termoestable, y por ultimo un cofactor de la enzima que puede ser el magnesio. Luego de que
los reactivos necesarios se introducen, se realiza una serie de ciclos de 25 a 40 ciclos, teniendo
cambios de temperatura en el proceso ya que estos permiten que se realice la amplificacion de
la region concreta de ADN de la muestra que se quiere estudiar (Medallo, 2020). El proceso de

la PCR conlleva consigo varias fases como:

Fase de desnaturalizacion: en esta fase se da lugar a que los puentes de hidrogeno que
estan unidos como hebras de ADN se rompan, después de esto se obtiene dos cadenas de ADN
que estaran separadas, dichas hebras serviran de molde ya que los primers se unen y se sintetizan
en una nueva cadena de ADN complementario, este proceso conlleva una temperatura de 94 a

96 °C (Medallo, 2020).

l Desnaturalizacion (94-96°C)

Figura 3. Desnaturalizacion: separacion de hebras de ADN. (Medallo, 2020)



Fase de annealing (apareamiento): se unen los primers a la secuencia en esta fase ya
que ha quedado separada en la anterior fase, la temperatura baja a 45-55 °C, ya que depende de

los primers que se utiliza (Medallo, 2020).

l Apareamiento o annealing (45-55°C)

|
|

Figura 4. Fase de annealing. Adaptada (Medallo, 2020).

Fase de elongacion: una vez que el primer se une a la cadena complementaria de ADN,
ya que la ADN polimerasa realiza su funcion en la que se afiade nuevos nucledtidos a la hebra
molde de este proceso resulta una molécula que tiene doble cadena de ADN. La temperatura se
mantiene en 72 °C, donde actla la Taq polimerasa, el tiempo que dura este proceso depende de
la longitud de la fraccion que deseamos amplificar, se genera en un ciclo cada copia que se
genera la cual sirve de molde para los ciclos posteriores esta amplificacion es exponencial

resultando en millones de copias obtenidas de un fragmento en especifico (Medallo, 2020).



|
|

| Elongacién (72°C)

Figura 5. Fase de elongacion. (Medallo, 2020)
PCR en tiempo real o gPCR

En esta variante de la PCR se afiaden distintos marcadores fluorescentes a las muestras
que tienen el objetivo de saber cual es la cantidad de ADN inicial a su vez detecta la presencia
de distintas variaciones genéticas en la muestra, en cuanto a la emision de fluorescencia
dependera al nimero de moléculas producidas por lo tanto esta técnica es cuantitativa. En esta
técnica ademas de los reactivos que se utilizan en la PCR convencional como sondas que son
marcadas con enzimas, sustratos antigénicos, radioisotopos, quimioluminiscencia, que tengan
capacidad de union en la cadena que se quiere amplificar. Esta técnica se puede utilizar para

identificar virus, bacterias y hongos patégenos en los cultivos de camarén (Medallo, 2020).

Tabla 1.

Comparacién PCR convencional y PCR en tiempo real.

PCR convencional PCR en tiempo real
Detecta un Gnico segmento del ADN Detecta y cuantifica el ADN

Amplificacion y cuantificacion del producto Amplificacion y cuantificacién en un solo



en dos fases paso

Menor sensibilidad Mayor sensibilidad
Menor especificidad Mayor especificidad
Equipos menos costosos Equipos y reactivos mas costosos (sondas

fluorescentes mas caras)

Fuente: (Medallo, 2020)

En biologia molecular existen otras técnicas de diagnostico que complementan a la PCR,
tal como el uso de enzimas de restriccion, uso de fragmentos polimdrficos de ADN aleatorios
que son Utiles para el diagnostico seguro de patdgenos y a su vez en el desarrollo de méas
cebadores o primers. Otras técnicas como LAMP la cual amplifica los acidos nucleicos a través
de un método isotérmico en esta técnica no se utiliza el termociclador de PCR, (Varela-Mejias
et al., 2017), otras técnicas en el mercado son la hibridacién in situ la cual detecta fragmentos
de ADN y ARN de los patdgenos que se desea identificar llevando a cabo una hibridacion del
acido nucleico diana aplicando sondas fluorescentes en los tejidos (Vivanco, 2017); Las sondas
de candado molecular formada por dos cadenas de oligonucleétidos que se fijan a la secuencia
diana, llevado este proceso y una vez unidas estas se cierran en forma de circulo y se da el
reconocimiento de fragmentos especificos, estos pueden contener polimorfismos de un solo
nucleotido o fragmentos de ADN de los patogenos aplicando pruebas multiplex. Por ultimo una
técnica muy Util en el mercado es el uso de microarrays, esta técnica se enfoca en la deteccion
de varios patdgenos siendo mas eficiente que la PCR multiplex, llevando a cabo un proceso de
marcacion de sondas con fluorescencia, resaltando una ventaja adicional de esta técnica es el
uso de secuencias de acidos nucleicos dando como resultado obtener muestras de ADN

degradado. (Chakraborty et al. 2019).



8. CONCLUSIONES

En la industria camaronera existen diversas técnicas para determinar la afectacion de
patogenos en los cultivos de camardn blanco, es de mucha importancia que esta industria
se apoye de los avances tecnoldgicos ya que garantiza que el producto final sea de calidad

y sus productores no tengan pérdidas econdmicas considerables.

La técnica molecular mas utilizada para determinar la incidencia de microorganismos
patdgenos en los cultivos de camardn blanco en Ecuador, utilizada por los diferentes
establecimientos como empresas de distribucién de insumos y balanceado, laboratorio de
produccion de larvas, granjas de engorde de camardn, empacadoras, etc., es la técnica de
la reaccién en cadena de polimerasa, ya que en cuestion de costos, efectividad en sus

resultados es la mas recomendable y accesible dentro de la industria.

En relacion a la técnica molecular de PCR, con otras técnicas como secuenciacion,
hibridacion in situ, la diferencia esta en el costo y accesibilidad al realizar este tipo de
técnicas ya que algunas de estas técnicas se realizan fuera del pais, son de mayor costo y

demanda una cantidad mayor de reactivos.

El uso de técnicas moleculares en nuestro pais es esencial ya que al pasar de los afios hemos
tenido resultados satisfactorios como mayor resistencia de las larvas a microorganismos,
una mejor genética que garantiza al productor una mejor rentabilidad economica, de igual
manera una identificacion de microorganismos patdgenos exacta para combatir y aplicar

herramientas de prevencion en los cultivos.
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