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RESUMEN

Se estudié los diferentes origenes de las principales enfermedades que afectan a
los cultivos de camaron. El efecto que estas pueden causar sobre los cultivos y una de

las técnicas que hace posible un confiable diagndstico de estas patologias.

Las enfermedades bacterianas con especificidad en la contaminacion por bacterias
intracelulares y enfermedades virales son las que requieren mayor empleo de esta técnica
para su diagnostico. El estudio demostrd que es necesario el empleo de la PCR para la
deteccion de enfermedades virales tales como Mancha Blanca “WSSV”, Necrosis
Hipodérmica Y Hematopoyética Infecciosa “IHHNV”, Sindrome de Taura “TSV”,
Parvovirus Hepatopancreatico (HPV). Asi como las enfermedades de origen bacteriano

principalmente del género Vibrio.

Se pudo determinar que la técnica molecular PCR es de gran importancia para la
deteccion precisa de los patdgenos antes mencionados, demostré un 99,99% de certeza a
la hora de arrojar resultados en identificacion de virus y bacterias tales como WSSV y

Vibriosis.

Palabras clave: PCR — VIRUS — BACTERIAS — ENFERMEDADES —
LITOPENAEUS VANNAMEI



ABSTRACT

The study of different origins of the main diseases that affect shrimp farms. The
effect that these can cause on crops and one of the techniques that makes possible a

reliable diagnosis of these pathologies.

Bacterial diseases and viral diseases are the ones that require the greatest use of
this technique for their diagnosis. The study showed that the use of PCR is necessary for
the detection of viral diseases such as White Spot "WSSV", Infectious Hypodermal and
Hematopoietic Necrosis "IHHNV", Taura Syndrome "TSV", Hepatopancreatic
Parvovirus (HPV). As well as diseases of bacterial origin, mainly of the Vibrio genus.

It was possible to determine that the PCR molecular technique is of great
importance for the precise detection of the aforementioned pathogens, it demonstrated
99.99% certainty when it comes to yielding results in the identification of viruses and
bacteria such as WSSV and Vibriosis.

Keywords: PCR — VIRUS — BACTERIA — DISEASES - LITOPENAEUS VANNAMEI



1. INTRODUCCION 5
2. RESUMEN......iiiiit ettt ettt ettt e sae e e she e e ae e e sate e sbteesabeesaeeesaeeeaes 1
ABSTRACT ettt h e b e bt e bt e bt et e e bt et e s at e s ab e sabeshtesatesaeesbeenbe e beenee 1
3. DESARROLLO.....ee ettt sttt 6
3.1.  Actividad camaronera en el MUNAO .........cccoeoieiiriniiiinieeee e 6
3.2.  Enfermedades que afectan al camaron ............cccooeveireninineneneee e 6
3.3.  Principales patologias en el Camarin ............cccvevieevieecieecii e 7
B.3.1. VITUS ettt 7
3.3.1.1. Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV) ................. 7
3.3.1.1. 1. SINtOMALOIOGIA ....veveeeneeieeierieeeet e 7
3.3.1.2. Virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV).......ccccvevevninininenns 8
3.3.1.2.1.  SINtOMALOIOGIA ...vveieeiieiecieeeee e e 8
3.3.1.3. SINArome de taura (TSV) ..ottt 8
3.3.1.4. Parvovirus hepatopancredtico (HPV) ......cccocvvvreeienineeeeeeceeee 9
3.3.1.4.1.  SINtOMALOIOGIA ....veveeenieieeiirieieeee et 9
3.3.2.  BACTEIIAS ....eiuiiiiieicce e s 9
3.3.2.1. VIDFIOSIS SISTEMICA .....vivitiieiicieeieree e 10
3.3.2.2. Vibrio parahaemolytiCUS........cceevieeiiiecie e 10
3.3.2.3. Infeccion Por PSEUOMONAS........cccevruirierieieierierieee et 11
3.3.2.4. Hepatopancreatitis necrotizante (NHP) ......c.ccveveeeiecieeceee e, 11
3.3.2.4.1.  SINtOMALOIOGIA. ....veceeeieiecieeceeceec et 11
3.34. Patologias por hongos N CAMArON ...........ccceevvieiieiieee e 12
3.34.1. INfecCion POr FUSAFIUM ......cooiiiiiiiiieeee e 12
3.34.2. MICOSIS [AIVAL ......oviiiiiiic e 12
3.343. FUSBITOSIS ...ttt 12
34, TECNICA PCR ...ttt sttt 13
3.4.1. CQUE S TAPCR? ..ttt 13
3.42.  Técnica PCR de forma especifiCa .........cocovuerieiririnienieieereseecee e 13
3.4.3. Elementos empleados en 1a PCR .......ccooveciiiieece e 14
344, FOrmas de deteCCiON ........couciruiririeieiieierterteee ettt 14
345, (POrQUETAPCR? ..ottt ae 14
3.46.  ¢Enqué situaciones se prefiere usar la técnica PCR?.......cccocvevvevievecceieniens 15
347, USO €N ACUICUITUIE .....oviiiieiiiiiiiiicc ettt 15
3.4.8. WSSV Y IAPCR .ottt st st 16

3.4.9. Estudio realizado por PCR en deteccion de Vibrio.........cccoeevveieeceeciennnnn, 17



4.
5.

3.4.10. Estudio

realizado por PCR en deteccion de IHHNV.........cccoeevevveviieieenne,

CONCLUSIONES. ...ttt s

BIBLIOGRAFIA



1. INTRODUCCION

La acuicultura ha tenido un crecimiento amplio en territorio, produccion e
intensificacion, con ello, los problemas relacionados con la salud del animal se empiezan
a notar. Las patologias de origen viral, bacteriano, fangico y parasitario, son las que

afectan a los cultivos.

Es necesario evaluar y tomar acciones para que este tipo de problemas de salud
no terminen por perjudicar a los estanques. Para el diagnostico de estas enfermedades
tenemos varias técnicas de las que se puede hacer uso tales como la microscopia,

microbiologia, técnicas moleculares.

En mayor proporcion, la técnica PCR se emplea con mayor frecuencia en el
diagndstico de enfermedades de origen viral y bacteriano especifico en bacterias
intracelulares. Dentro del primer caso, existe sintomatologia diferenciada para cada una
de las enfermedades, aunque varias de ellas pueden presentar similar sintomatologia

haciendo dificil que se pueda diagnosticar sin la ayuda de esta herramienta.

Es de importancia también en la diferenciacion de enfermedades de uso
bacteriano, dado es el caso de las bacterias de género Vibrio que afectan a los cultivos de
agua dulce, asi como salada, mediante la siguiente revision bibliografica se pretende
identificar la importancia de la técnica PCR para el diagnostico de enfermedades del

camaron Litopenaeus vannamei.



2. DESARROLLO
El cultivo de crustdceos como el camaron, trae consigo un sin numero de
enfermedades que ocasionan impacto negativo en el sistema productivo. Existen
numerosas patologias producidas por bacterias, virus, hongos o parasitos. EI impacto méas
notorio dentro de la produccion es la pérdida de poblaciones en produccién y la afeccion

a la economia del sector (Montero, 2017).

2.1.  Actividad camaronera en el mundo

La industria de produccion camaronera nace en el Ecuador a finales de los afios
70s, en esos afios, el temporal de la época ayud6 a que pudieran formarse pozos en los
que entraron larvas silvestres donde pudieron criarse mas los habitantes de la zona
pudieron darse cuenta cuando dichos pozos llegaron a secarse dejando los organismos a
la vista (Saltos, 2020).

El crecimiento del cultivo de camardn comenzd a aumentar rapidamente, asi como
se incremento el crecimiento del cultivo de peces sin embargo, la acuicultura como tal
suministré tan solo el 7% del pescado que se va destinado al consumo humano Alvarado
(2017). La produccion acuicola en el Ecuador estd mayormente representada por el sector
camaronero, el mismo que ha crecido un 17% en el afio 2018, afio en el que el pais

comercializd 343 millones de libras superando en los afios anteriores (Saltos, 2020).

Dentro del sistema de negocio de la acuicultura, el aumento de mano de obra se
dio en 17% dentro del periodo de 1990 y 2014 (Alvarado, 2017).

2.2. Enfermedades que afectan al camaron

Las infecciones patologicas es uno de los factores que impacta de manera negativa
a la industria, asi, la intensificacion de los cultivos lleva a que los organismos se estresen
puesto que la calidad del agua se ve afectada haciendo que los animales sean susceptibles

a enfermedades, provocadas por bacterias, hongos, virus y parasitos (Alvarado, 2017).



2.3.  Principales patologias en el camaron

2.3.1. Virus

Estos agentes submicroscopicos distribuidos por toda la naturaleza infectando a
un sin ndmero de especies y causando muchas mas patologias siendo dificiles o

imposibles de tratar (Montero, 2017).

Estos organismos presentan diferentes formas y tamarios que van desde los 20 a
30 nm. Estructuralmente, estos organismos estan formados por DNA o RNA, rodeados

por una capside que a su vez esta compuesta por una proteina (Montero, 2017).

2.3.1.1.  Necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV)

El primer reporte de la presencia de la enfermedad fue registrada en Costa Rica

en el afio 2016 en una granja de produccion (Parajeles, 2019).

El IHNNV es el virus que produce la patologia de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa por sus siglas en inglés, a la fecha, es el virus de menor tamafio
conocido que afecta a los camarones peneidos. Dentro de su composicion posee viriones
de 22 nm de tamafio. Estudios varios demuestran que este virus forma parte de la familia
Parvoviridae (Castro, 2018).

Segin Moréan (2021 ) a la fecha se tiene reporte de 4 genotipos de IHHNV.
Mencionan también que, una teoria sugiere que una parte del genoma del virus hace parte
del genoma de L. vannamei lo que demuestra que existe una forma infecciosa y una forma
no infecciosa del virus, adicional mente que los méas altos niveles de los mas altos niveles
amplificacion es mediante el uso de la PCR, sobre todo para evaluar y reconocer

infecciones virulentas.

2.3.1.1.1. Sintomatologia

Esta enfermedad se ve manifestada por reducido crecimiento de entre el 10 al 50%
lo que lleva a menor peso de crecimiento y por ende menor peso de cosecha, ademas de
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deformaciones a nivel de cuticula dando paso al sindrome de rostro deforme (Sanchez,
2022).
2.3.1.2.  Virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV)

El virus de la mancha blanca anteriormente era conocido como parte de la familia
de los baculovirus més, el estudio de ADN, dio a conocer que el WSSV hace parte del
género de Whispovirus de la familia Nimaviridae. Es un virus con diversas formas y de
promedio tamafio a de 70 a 350 nm, ademas que es un virus de doble cadena (Taylor,
2018).

Taylor (2018) Rescata que WSSV es un patdgeno que puede presentar una de las
mas altas virulencias y de amplio espectro de transmision vertical principalmente, a la
fecha, se conoce que la enfermedad puede presentarse en todas las especies de camarones

marinos, cangrejos o langostas.

2.3.1.2.1. Sintomatologia

Tal como mencionan en su estudio Jurquiza et al., (2019) la enfermedad puede
presentarse desde huevos hasta la etapa de engorde de los animales. La forma mas sencilla
y comun de detectar la enfermedad es visualizar los signos clinicos visibles en el analisis
en fresco, se caracteriza por tener manchas circulares de color blanco en el exoesqueleto,
dichas manchas pueden tener tamafios que van entre los 2 mm de didmetro, pudiendo

causar hasta un 90% de mortalidad en los estanques infectados.

2.3.1.3.  Sindrome de Taura (TSV)

El agente viral del TSV posee estructura icosaédrica con aproximadamente 32 nm
y no posee una envoltura, caracterizado por su ARN monocatenario positivo teniendo
aproximadamente 10.21kb. Céapside de proteina que recubre al virus compuesta por 3

polipéptidos principales, 1 polipépptido menor.

Esta patologia fue reportada por vez primera en Ecuador en el afio de 1992,
principalmente en las granjas productoras ubicadas en la cercania del rio Taura, de ahi su

nombre. La enfermedad en su momento, ocasiond cuantiosas pérdidas dando como
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resultado, mortalidades cercanas al 90% sin tener en cuenta la talla de los animales (Rubio
et al., 2020).

Dentro de las especies mas afectadas tenemos a L. vannamei y L. stylirostris,

siendo estas dos especies las mayormente afectadas en etapas juveniles.

Esta enfermedad puede ser transmitida por dos vias, transmision vertical y
horizontal. El virus se presenta como asintomatico durante los primeros 5 dias, ya que es
el tiempo que necesita para incubarse y posterior a esto, las mortalidades pueden ser de
hasta el 90% durante los primeros 10 dias asi, el animal que sobrevive poco a poco mejora
su condicion y la necrosis presente en su cuerpo termina por desaparecer con la ecdisis
(Rubio et al., 2020).

2.3.1.4.  Parvovirus hepatopancreatico (HPV)

Virus perteneciente a la familia parvoviridae, es un virus de forma icosaédrica,
pequefias dimensiones (22-24nm). Virus causante de enfermedad del hepatopancreas en
camaron, los organismos infestados presentan atrofia en el dérgano mencionado.

Organismo afecta principalmente a animales juveniles (Varela, 2018).

2.3.1.4.1. Sintomatologia

El organismo contagiado presenta cuerpos basofilicos, cerca de los tubulos del

hepatopancreas, afectan a las células embrionarias (Varela, 2018).

2.3.2. Bacterias

Las bacterias desempefian un gran rol en el medio ambiente, las mismas en
grandes cantidades pueden favorecer o perjudicar a los organismos en cultivo (Reyes,
2021).

Tal como menciona Aspiazu et al. (2017), La exportacion de camarén se ha vuelto
un negocio rentable que cada vez va en crecimiento asi, los requisitos y las imposiciones

puestas por los paises de destino son cada vez mas estrictas con el fin de que los



organismos cuenten con la higiene adecuada y evitar contaminacion de las mas comunes

bacterias como: sallmonella spp, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus.

Aspiazu et al. (2017) mencionan que la técnica PCR, es de utilidad fundamental
en la deteccién de vibrios en la calidad del camardn producto de exportacién. Comenta
que, dentro de la técnica existen protocolos de probada eficiencia usados para extraer el

ADN de algunas bacterias que son objeto de estudio.

Asi también, dentro de su investigacion, sostiene que el protocolo basado en
CTAB abre las puertas a la obtencion de muestras y de ADN con eficiencia lo que permite
la identificacion y amplificacion de varios genes virulentos de V. cholerae. La técnica
permite la extraccion de ADN suficiente para determinar la presencia del patégeno
(Miranda et al., 2017).

2.3.2.1.  Vibriosis sistémica

Es considerada una de las primeras enfermedades en Latinoamérica reportadas en
el camardn, causando mortalidad del 90 % en los cultivos, se han reportado varias
especies del género Vibrio como el V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V.
penaeicida, V. nigripulchritudo, V. alginolyticus, V. owensii y V. campbellii. El virus
presenta signos clinicos como nado erréatico en superficie y a los bordes de la piscina, el
consumo de alimento es bajo y en algunos casos se tiene brote de bioluminiscencia; sin
embargo, esto va a depender de la cepa que lo causa (Varela & Martinez, 2020).

Se puede realizar un andlisis en fresco para el diagnéstico de esta enfermedad,
otras observaciones a tomar en cuenta son las de campo, asi como también las macros y

microscopicas del organismo en analisis (Varela et al., 2020).
2.3.2.2.  Vibrio parahaemolyticus
Es un organismo gram-negativo con su caracteristica forma de baston, es un

organismo que no presenta esporas, con un tamafo estimado de este 0.5 a 0.8 um de
diametro (Samuel, 2020).
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Este organismo presenta un antigeno O, se ha comprobado que el organismo en
cuestion, es el causante de una de las enfermedades principales gastroenteriticas que son

transmitidas por mariscos en general (Samuel, 2020).

2.3.2.3.  Infeccién por pseudomonas

Este género bacteriano posee forma de bastoncillo siendo visibles con el uso del
microscopio. Este género se puede identificarse en el suelo y agua mediante analisis
cientifico. En el caso del cultivo de camarodn, estas bacterias pueden estar presentes en
ambientes marinos como agua dulce, en el ultimo caso, presentan conducta oportunista
y, generalmente pueden afectar a los animales que presentan bajas defensas (Reyes,
2021).

Es importante tener en cuenta que estas bacterias son productoras de exotoxinas.
Estos microorganismos son la causa de la necrosis tisular y alteracion del epitelio de
varios organos tales como los tlbulos hepatopancreaticos, ademas de la mucosa del

epitelio del intestino (Reyes, 2021).

2.3.2.4. Hepatopancreatitis necrotizante (NHP)

Esta patologia es causada por bacterias intracelulares tipo Rickettsias, son
bacterias gram negativas con movilidad mediante flagelos.

2.3.2.4.1. Sintomatologia.

Este tipo de bacterias infectan y se multiplican Illegando a acumularse en el
citoplasma de las células del epitelio de los tibulos del HP. Esta patologia puede ser aguda
0 grave, presentdndose generalmente en estadios de juveniles y adultos (Varela, 2018).

Esta patologia no presenta un patron definido de sintomas en el animal infectado,

los tubulos del HP pueden verse aparentemente sanos, ademas que puede existir una
notable reduccion del tamafio del 6rgano (Varela, 2018)
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2.3.3. Patologias por hongos en camaron

2.3.3.1.  Infeccién por Fusarium

La infeccion por fusarium llamada fusariosis, es una enfermedad de origen fangico
que afecta a gran cantidad de especies dulceacuicolas y especies marinas. Estos agentes
patdgenos oportunistas llegan a causar alta mortalidad en todas las etapas del cultivo de
peneidos (Bernal et al., 2021).

2.3.3.2. Micosis larval

Esta enfermedad afecta a las etapas larvarias del camaron, siendo los géneros
Lagenidium y Sirolpidium los que causan la enfermedad principalmente, otros géneros
que se presentan ocasionalmente son Phytium spp., Leptolegnia marina y Haliphthoros
milfordensis. La micosis es cosmopolita; sin embargo, para los géneros Lagenidium spp
y, Sirolpidium spp la informacion no es precisa, todas las especies peneidos son

susceptibles a dicha enfermedad (Morales et al., 2008).

El género Lagenidium ocurre en los estadios de huevo, nauplio, protozoea y mysis
y para Sirolpidium spp. Ocurren con mas frecuencia en los estadios de mysis y postlarvas
tempranas, las infecciones que presentan estas dos especies es una respuesta inflamatoria
total o parcial, son letales y estan acompafiadas de vibriosis en los estadios terminales
(Morales et al., 2008).

2.3.3.3.  Fusariosis

Es una enfermedad de las branquias negras en japonicu, su agente causal es
Fusarium spp. Esta presente en etapas larvales, sus principales géneros son Lagenidium
callinectes, L. marina, Sirolpidium spp., Phythium spp., Leptolegnia marina,
Haliphthoros milfordensis, Fusarium solani, entre otros. En etapa larval y postlarval se
presentan altas mortalidades y los estadios sub-adulto y adulto son los més afectados con
mayor frecuencia, en las cuales se observan inflamaciones marcadas y melanizacion,

afectando a los apéndices, en periopodos, branquias y exoesqueleto (Bernal et al., 2021).
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2.4. Técnica PCR

24.1. (QueéeslaPCR?

La técnica PCR la realizd Kary Mullis basandose al replicar al ADN en
organismos eucariotas, a partir de la regioén doble cadena las enzimas efecttan la sintesis
de la cadena complementaria DNA en el sentido 5°-> 3" para ello se utiliz6 una cadena
sencilla. Usando cebadores se crea la region doble cadena, un par de oligonucledtidos son
sintetizaos para de esta manera sean complementarios a cada extremo 3" del fragmento
de DNA que se amplifique, esta técnica es sensible por lo cual se debe evitar contaminar
debido a que una pequefia parte de ADN no requerido se logre amplificar y el resultado

se sea real (Mas, et al, 2016).

La tecnica de la PCR cuyo significado es reaccion en cadena de la polimerasa,
responde a una reaccion de enzimas, ya que amplia la secuencia del ADN en varios ciclos
que se repiten donde la secuencia que funciona como blanco, se copia de manera

totalmente idéntica (Tamay et al., 2013).

Las técnicas moleculares para detectar patdgenos en crustaceos son utilizadas de
forma eficaz para las enfermades importantes como la Mancha Blanca y el sindrome del
Taura, donde la PCR y RT-PCR demostraron tener una buena especificidad y sensibilidad
para técnicas de diagndstico y segun la Organizacion Internacional de Epizootias (OIE)

son técnicas de gran referencia para las enfermedades del camaron (Garcia et al., 2009).

2.4.2. Técnica PCR de forma especifica

Su disefio y construccion estan basados en fragmentos de secuencias del mismo
genoma viral, puede reconocer presencia de virus en determinados tejidos del camaron,
esta afirmacion se basa debido a que es el genoma particular de cada virus donde se
encuentran instrucciones especificas para el funcionamiento bioquimico y fisioldgico; sin
embargo, se debe elegir de forma cuidadosa la regién del genoma debido a que va a servir

como molde para la construccion de la herramienta molecular y de esta manera no
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seleccionar regiones conservadas en el nivel de familia que den falsos positivos (De la
Rosa et al., 2007).

La técnica de PCR es eficaz puesto que la interpretacion de los resultados no tiene
ambiguedades y es sencilla si se logra tener los controles adecuados, por lo tanto, los
métodos no necesitan de observacion y reconocimiento de sintomas variables, ni de
extensa experiencia en identificacion de subestructura celular y tisular como las técnicas

histopatoldgicas (De la Rosa et al., 2007).

2.4.3. Elementos empleados en la PCR

Lo primordial en la técnica es el ADN. La molécula de ADN esta formada por 3
componentes, azacar “desoxirribosa”, un grupo fosfato y como parte final una base
nitrogenada que se compone de (adenina, timina, citosina y guanina) asi, la molécula de

ADN es una estructura de doble hélice (Tamay et al., 2013).

2.4.4. Formas de deteccion

Con el fin de reconocer los tipos de patdgenos causantes de enfermedades, el uso de la
microbiologia es esencial para dicho trabajo. Dentro de los tipos de técnicas, existen,
medios de cultivo compuestos por agar, ademas métodos moleculares cuyo resultado mas
especifico y preciso para la recepcidon de muestras y resultados, dentro de estos métodos

tenemos la PCR.

2.4.5. ¢Por qué la PCR?

El uso de las técnicas moleculares en el sector acuicola, se dio para el diagndstico
de enfermedades al igual que para obtener un tratamiento de las especies en cultivo, por
lo cual es de gran ayuda en la industria de la acuicultura debido a brotes de diversas
enfermedades provocando pérdidas econdmicas, una de las diferencias entre otras
técnicas es su sensibilidad y tiempo que tiene para poder proporcionar resultados, la PCR
garantiza una buena sensibilidad en deteccién de patégenos porque logra identificar

cantidades pequefias infecciosas en la unidad de analisis (Rodulfo et al., 2012).
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2.4.6. ¢En qué situaciones se prefiere usar la técnica PCR?

La técnica del PCR y RT-PCR se aplican para el diagndstico de agentes patdgenos
que causan enfermedades de la lista de la OIE tales como virus del sindrome de Taura
(VST), virus del sindrome de las manchas blancas (VSMB), virus de la enfermedad de la
cabeza amarilla (VECA/VAB), Baculovirus penaei (BP), el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa (VNHHI) y el virus de la mionecrosis
infecciosa (IMNV), los cuales son usados de manera sistematica en ciertos sectores
acuicolas (OIE, 2021).

La técnica descrita presenta ventajas y desventajas que son presentadas a continuacion.
El uso de PCR detecta patdgenos de crecimiento lento e incultivables en

determinadas especies acuicolas, a continuacion, se muestra las ventajas y desventajas de

PCR en la siguiente tabla.

Tabla 1
Ventajas y desventajas de usar la técnica PCR
VENTAJAS DESVENTAJAS
Simplicidad y rapidez Tiene altos costos
o Revela resultados falsos positivos por
Especificidad L
contaminacion del ADN
o Deteccion limitada para la identificacion
Sensibilidad

simultanea de multiples muestras

Amplifica secuencias de una

amplia variedad de muestras

Elaborado por: Autor

2.4.7. Uso en acuicultura

La técnica de PCR es de gran ayuda para casos con sensibilidad, como las infecciones
incipientes, en que unos PoOcos Virus se encuentran presentes en tejidos de camaron con

infecciones, para lo cual basta una sola molécula de ADN presente en la muestra para que
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pueda ser amplificada, a partir de ahi genera sefial visible como una banda en

electroforesis en gel (Figueredo, et al, 2020).
2.4.8. WSSVylaPCR

Como menciona Calle (2021) habiendo evaluado muestras de camarén en la
provincia del Guayas-Ecuador, tomaron muestras de camarén L vannamei para extraer

ADN de pledpodos y peridpodos.

Este estudio demostro que las poblaciones estudiadas presentaron infeccion viral
por WSSV, no obstante, el mismo estudio sostuvo que el 80 % de los organismos no

presento el virus dentro de si (Calle, 2021).

El estudio consistid en seleccion y desinfeccion de especimenes con una mezcla
de agua destilada juntos con metanol al 70%, luego se extrajo tejido de pledpodos y tejido
branquial. Las muestras extraidas fueron conservadas a -20 centigrados para acto seguido

realizar extraccion de ADN.

Fue preparado gel de agarosa al 1% con tincion de Sybr® Safe DNA; posterior a esto

se realizo la migracion por electroforesis a 55V por treinta minutos.

En la deteccion de WSSV se trabajé con muestras, las mismas que fueron 120
reacciones PCR punto final. Obteniendo positivo para mancha blanca (Calle, 2021).

300pb T Lo
.. :

MPMC- C- C+ M1 M1 M2 M2 M3 M3 M4 M4 M5 M5 M6 MPM

lustracion 1: ELECTROFORESIS EN AGAROSA 1.5 %; POSITIVO WSSV. (Calle, 2021)
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2.4.9. Estudio realizado por PCR en deteccion de Vibrio

Almada et al., (2017) realizaron un estudio para la deteccion de vibrio mediante
la amplificacion de genes de patogenicidad en camarén L. vannamei, para lo cual
utilizaron un estanque tipo invernadero de 50 x 8 x 1.2 m (largo, ancho, profundidad) y
densidad de siembra de 126 organismos juveniles/m?, el peso inicial fue de 13.64, en una
produccion intensiva del Vannamei localizada en Sonora, México con una duracién de 59

dias.

Utilizaron 64 aislados de tejidos de camar6n para el analisis de PCR, luego de
identificar las cepas del género Vibrio spp se realizd la amplificacion con los
oligonucleo6tidos iniciadores especificos para V. cholerae (V. chol), V. vulnificus (Vvh-
785), V. harveyi (LuxN), V. harveyi gen de hemolisina (v+hh) y V. harveyi (toxR) y se
utilizé el kit comercial GoTagq PCR Core Systems con una concentracion de 100 ng de
ADN en todas las muestras con volumen final de 25 pl.

Como resultado se obtuvieron los siguientes datos 12 pertenecieron a Vibrio spp.
(5 de branquias, 5 de hemolinfa y 2 de hepatopancreas). El fragmento amplificado de
ADN del gen 16s presentd 663 pb, correspondiente a Vibrio spp, luego de ello los 12
aislados de Vibrio spp fueron analizados por segunda vez por PCR donde emplearon
oligonucleo6tidos iniciadores especificos de genes de virulencia de hemolisina y toxR y
para otras especies de Vibrio y como resultado de los aislados, 4 presentaron los dos genes
de virulencia, 3 a hemolinfa ,1 a branquias, acto seguido se obtuvo la amplificacion de
fragmentos de ADN para el V. harveyi para 6 de los aislados del Vibrio spp, donde 5 de

hemolinfa y 1 de branquias.

2.4.10. Estudio realizado por PCR en deteccion de IHHNV

Este estudio fue realizado en las fincas ubicadas alrededor del Golfo de Nicoya de
Costa Rica, de la cual se eligieron 15 fincas y se tomaron 10 ml de agua, donde se recogid
100 postlarvas en acondicionamiento, luego de 7 semanas de siembra, visitaron la finca
para tomar 10 camarones de 3 diversos sitios para extraer el estbmago y hepatopancreas,
las muestras fueron almacenadas en alcohol a 95% y -80°C en congelacion hasta su

respectiva utilizacion.
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Se utiliz6 PCR para amplificar una secuencia parcial del gen B-actina y asi poder
descartar inhibiciones de la misma, para ello se hizo uso de iniciadores Actin-F y Actin-
R3, el fragmento amplificado fue de 339 pb y mediante la electroforesis en gel agarosa al
1% en amortiguador TBE 0.5x se visualiz6. Las muestras fueron sometidas al analisis
molecular de secuencias de la region codificante para una porcion de la proteina no
estructural (ORF1) de IHHNV, utilizando iniciadores de 389F y 389-R, dando un tamario

amplificado de 389 pb y se observé por electroforesis.

Los productos del 389 pb-PCR se los envio a Macrogen (Seoul, Korea), para su
purificacion y secuenciacion, donde las muestras que dieron positivas se les realizd
analisis molecular de secuencias de una region codificante mas pequefia de la proteina
no-estructural (ORF1) de IHHNV, a través de un PCR (309 pb-PCR), que detecta solo
los linajes patdgenos y de igual forma los segmentos de tamafio 309 pb los enviaron a

Macrogen para su purificacion y secuenciacion.

Dando como resultado que las dos pruebas moleculares ajustaron un total de 113
muestras (94,1 % de concordancia); sin embargo, el 389 pb-PCR fue el mas sensible,
porque precisé la amplificacion secuencial de IHHNV en siete muestras adicionales.
Trece fincas resultaron positivas a IHHNV con un porcentaje de (86,7 %), en dos fincas
no hubo presencia del virus tanto en las muestras de agua, como en postlarvas,
hepatopancreas y estdmagos de los camarones juveniles recolectados al inicio, mitad y
final del estanque (Mora et al., 2021).
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3. CONCLUSIONES
Se pudo estudiar las diferentes patologias que afectan al cultivo del camarén
Litopenaeus vannamei asi como la técnica molecular que es de vital importancia para el

diagnostico de estas patologias, principalmente virales y bacterianas.

Dentro del estudio se pudo determinar que la técnica PCR es muy importante para

el diagndstico de enfermedades puesto que el nivel de certeza es del 99.99%.
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