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Reduccion de la prevalencia del Virus de la Necrosis hipodérmica hematopoyética Infecciosa (IHHNV) en los
reproductores de camarén blanco Penaeus vannamei de la linea Colombiana usando ARN de interferencia con
la finalidad de facilitar su exportacion

INTRODUCCION

Las enfermedades, especialmente aquellas ocasionadas por patdgenos infecciosos, son consideradas como uno de los
principales riesgos para el cultivo de camarones peneidos a nivel mundial. La aparicién constante de nuevos patégenos
y la relacion dinamica entre el patdgeno, el hospedero y el medio ambiente hacen necesaria una investigacion
permanente de sanidad en el cultivo del P. vannamei. Una de las estrategias para el control de patdgenos es la siembra
de animales libres de todas aquellas enfermedades que puedan desatar una epidemia durante el cultivo. Esta estrategia,
la siembra de animales SPF (libres de patdégenos especificos) se ha extendido en los Ultimos afios, y muchos paises
han adoptado la politica de importar tnicamente camarones SPFs independiente de las condiciones de cultivo o de la
prevalencia de patégenos en los estanques (Lightner 1996). Los animales del programa de mejoramiento genético de
CENIACUA son libres de todos los patégenos de notificacion obligatoria para la OIE, con la excepcién del Virus de la
Necrosis hipodérmica hematopoyética Infecciosa (IHHNV). En la actualidad la presencia de IHHNV, limita la posibilidad
de exportar la semilla Colombiana, a pesar de los numerosos estudios realizados por CENIACUA donde se comprueba
que no existe ningin impacto de la infeccién por IHHNV en las poblaciones del programa de mejoramiento genético
(Pulgarin et al., en preparacion). Inclusive hay dos estudios donde se demuestra que la presencia de IHNNV confiere
una proteccion frente a infecciones por virus letales como es el caso del virus de la Mancha Blanca (WSSV) (Tang et al
2003; Bonnichon et al 2006).

El virus IHHNV, uno de los primeros virus descritos en cultivos de camarones peneidos, se encuentra ampliamente
distribuido a nivel mundial tanto en las areas de cultivo como en el camardn silvestre (Nunan et al., 2000; Tang and
Lightner, 2002). IHHNV es un virus de DNA de cadena sencilla de aproximadamente 4.1kb. El virién no tiene envoltura y
tiene un tamafo de 20-22 nm. El genoma tiene 3 marcos de lectura abiertos: ORF1 codifica para las proteinas no
estructurales, ORF2 tiene una funcién desconocida y ORF3 codifica para las proteinas de la capside (Bonami et al.,
1990) EI IHHNV tiene una amplia distribucién tanto en las poblaciones silvestres como en los cultivos de camarones
peneidos en América, Asia y Oceania (Lightner 1996).

La prevalencia de IHHNV en los camarones del programa de mejoramiento genético (sin causar enfermedad alguna) ha
dificultado su comercializacién en los paises en los cuales solo se permite la importacion de camarones SPFs. En
paises como Guatemala, India y Arabia Saudita entre otros, que han mostrado gran interés por la semilla de camarén
colombiano por sus buenos crecimientos y su resistencia al TSV, no ha sido posible enviar el material genético
desarrollado debido a la presencia de IHHNV en las poblaciones de camarones. Esta desventaja competitiva ha sido
aprovechada por otros grupos de mejoramiento genético con menos trayectoria que la de CENIACUA que sin embargo
poseen camarones SPF lo cual les ha permitido ingresar facilmente a dichos mercados.

Recientemente investigadores a nivel mundial han encaminado sus esfuerzos a la prevencion de enfermedades virales
a través del uso de la biologia molecular. Recientemente ha aparecido una nueva técnica denominada ARN de
interferencia el cual es un mecanismo celular que existe en organismos eucariotas y que puede ser activado por una
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doble hebra de ARN (dsARN) especifica para la destruccion de patdégenos incluyendo virus (Fire 1999, Fire et al., 1998).
Inicialmente la ds ARN insertada es cortada por la enzima Dicer en varias cadenas cortas de alrededor de 20
nucledtidos denominadas siRNA (small-interfering RNA). Estas pequefias cadenas se desenhebran y una de ellas (la
hebra 'antisentido') se ensambla en un complejo proteico denominado RISC (RNA-induced silencing complex), que
utiliza la hebra de siRNA como guia para identificar el ARN mensajero complementario. EI complejo RISC cataliza
clivaje del ARNm complementario a través de la proteina argonauta, bloqueando asi la expresion del gen a nivel post-
transcripcional (Fire 1999). En camarones, esta metodologia se ha empezado a utilizar a nivel experimental para
eliminar algunos virus del camarén como el virus de la Mancha blanca (WSSV), Virus de la Cabeza Amarilla (YHV)
(Robalino et al., 2005) e IHHNV (Ho et al., 2011). Para eso se estdn empleando secuencias especificas del genoma
viral involucradas en la replicacion de tal manera que cuando se encuentran las cadenas de ARN complementarias a las
secuencias especificas del virus, el mecanismo de ARN de interferencia las destruira inhibiendo de esta manera su
replicacion. A nivel comercial se ha especulado que este mecanismo se podria usar, sin embargo no hay ningin estudio
al respecto. Este proyecto busca eliminar el virus IHHNV de los camarones del programa de mejoramiento genético a
usando ARN de interferencia para mejorar la competitividad y facilitar el acceso a mercados internacionales a los
cuales no se ha podido ingresar debido a la presencia de este patégeno en la poblacion.

OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Facilitar la exportacion de linea Colombiana de Penaeus vannamei al eliminar el Virus de la Necrosis hipodérmica
hematopoyética infecciosa (IHHNV) usando ARN de interferencia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL PROYECTO

1. Determinar la prevalencia de IHHNV en los reproductores del lote actual programa de mejoramiento genético

2. Seleccionar diferentes genes en el genoma de IHHNV y producir in vitro hebras dobles de ARN (dsARN) de
estos genes

3. Determinar la eficacia de la introduccion de los diferentes dsARN en la eliminacién del virus en camarones
portadores de IHHNV

METODOLOGIA

1. Determinar la prevalencia de IHHNV en los reproductores del lote actual programa de mejoramiento genético

Muestreo

El lote 29-30 del programa de mejoramiento genético constd de alrededor de 4000 reproductores de P. vannamei..
Con una jeringa de insulina se tomaron muestras no letales de alrededor de 100 pl de hemolinfa por camarén, e
inmediatamente se colocaron en micro tubos de 1.5 mL con etanol analitico al 95%, donde se mantuvieron refrigerados
hasta el anélisis de IHHNV por PCR (Figura 1).
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Figura 1. Toma de muestra de hemolinfa en los senos lagunares ventrales de reproductor macho.

Se tomaron muestras de todos los machos del programa de mejoramiento genético del lote 29 y 30, y de todas las
hembras que participaron en los cruces. Durante la transferencia de los tanques de cria a los tanques de maduracién se
colectaron las muestras de hemolinfa de todos los camarones como se describié anteriormente..

Figura 2. Material de muestreo en el laboratorio de
maduracién. Se observa los microtubos eppendorf llenos de
etanol al 95% previamente marcados.

Figura 3. Muestreo de camarones del programa de
mejoramiento genético del lote 29y lote 30

Con los reproductores del lote 29 y el lote 30, usando inseminacién artificial se produjeron las familias del lote 32.
Durante la fase de larvicultura se tomaron 10 postarvas (PLs) de cada familia (98 familias en esta etapa) y se realizé un
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pool por familia para analisis de IHHNV por PCR. A nivel de crecimiento a 1 g (70 familias), 10 pleépodos de
camarones juveniles fueron tomados y se realizo un pool por familia para anélisis de IHHNV por PCR.

Extraccion de ADN y Analisis de PCR

Para obtener ADN a partir de las muestras de hemolinfa preservadas en etanol al 95%, se utilizo el sistema de
columnas de silica SV Wizard de promega. Para amplificar el ADN especifico a través de la PCR se uso el sistema Go
Taq Hot start Green Master Mix (Promega). 9.5 ul de Master mix 2X, 0.8 ul de iniciadores (F y R), 7.2 pl agua
desionizada y 1.5 pl de ADN extraido.

El primer paso fue determinar la integridad del ADN extraido a partir de la hemolinfa usando un control interno. Para
esto se amplificaron todas las muestras con los iniciadores para el gen 18S ARN ribosomal de decapodos (Dec F:
5TGC CTT ATC AGC TNT CGA TTG TAG 3' y Dec R: 5TTC AGN TTT GCA ACC ATA CTT CCC3’) que generan un
fragmento de 840 pb. Un resultado positivo indica que el ADN es de buena calidad y que no hay inhibidores en la
muestra. Para la amplificacion del gen de decapodo se usaron los siguientes iniciadores: EL perfil de la PCR fue de
un ciclo de 95°C por 5 minutos seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 1
minuto y una extensién final de 72°C por 7 minutos y conservacién a 4°C. Solamente las muestras positivas en esta
PCR se usaron para determinar la presencia de IHHNV.

Para la amplificacién del IHHNV, se usaron los iniciadores descritos por la OIE (2012) que amplifican el ORF 1 (gen no
estructural) de 389 pb. 389F: 5-CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA-3". 389 R5-GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA-3.
EL perfil de la PCR fue de un ciclo de 95°C por 5 minutos seguido por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto y una extension final de 72°C por 7 minutos y conservacion a 4°C

Posteriormente estandarizamos una reaccién de multiplex usando los dos juegos de iniciadores (control interno e
IHHNV) en la misma reaccion de PCR. con una concentracién final de 0.2 pmoles para cada iniciador en la reaccién de
PCR.

2. Seleccionar diferentes genes en el genoma de IHHNV y producir in vitro hebras dobles de ARN (dsARN) de
estos genes

Se seleccionaron 2 regiones del genoma de IHHNV para producir las ds ARN. La primera region corresponde al ORF1
(Marco de lectura abierto, por sus siglas en ingles) del IHHNV que codifica a proteinas no estructurales y la segunda
region corresponde al ORF 3 que codifica para la capside del virus. Se disefiaron los iniciadores usando el software
snap Dragon (http://lwww.flyrnai.org/snapdragon) especializado para producir ARN de doble cadena. Una vez se
disefiaron los iniciadores, se les agrego al extremo 5 de cada iniciador (Forward y Reverse) la secuencia T7 del
promotor de la ARN polimerasa. EI ADN de animales que dieron positivo para IHHNV fueron amplificados con estos
iniciadores en una reaccion de PCR usando el mismo perfil de amplificaciéon descrito anteriormente. El producto
amplificado resultante se limpio con el kit de Qiagen PCR clean. Este kit remueve los oligonucleétidos libres. El producto
amplificado y limpio se transcribié usando dos sistemas: el sistema de Life Technologies MEGAscript T7 kit y el sistema
de Ribomax (Promega) para generar dsRNA. Las muestras transcritas fueron limpiadas y cuantificadas en
espectrofotometria. Igualmente 1 pl del producto transcrito de ARN fue evaluado en gel de electroforesis para
determinar su integridad.

3. Determinar la eficacia de la introduccion de los diferentes dsARN en la eliminacion del virus en camarones
portadores de IHHNV.

Los reproductores analizados del programa de mejoramiento genético se marcaron individualmente con cddigos
oculares. Luego se analizaron para IHHNV por PCR y se seleccionaron aquellos que dieron resultados positivos en esta
reaccion para ser inyectados con los diferentes transcriptos de las dos regiones del IHHNV (ORF 1y ORF 3). En la
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figura de abajo se presenta el modulo experimental usado para este bioensayo. Para el ensayo inicial se dispusieron 4
tanques. En cada uno se realizo un tratamiento especifico

Figura 4. Muestreo al inicio del ensayo. toma de hemolinfa para confirmar la presencia de IHHNV en los reproductores

usados para esta prueba

Figura 6. Tanques llenos de agua de mar con
reproductores de Penaeus vannamei
- e 3\

Figura 7. Pesca de reproductores para inyeccion de ds Figura 8. Mantenimiento de reproductores antes de la
ARN inyeccién
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Figura 9. Inyeccion intramuscular de 100 pl de solucion Figura 10. Posicion de la inyeccion intramuscular de ds
con 3 ug de dsARN de los genes del ORF 1y ORF 3de ds ARN en el segundo segmento abdominal
ARN

La distribucion de los animales en los 4 tanques la siguiente:

Tratamiento Tamarno del ds ARN Gen Dosis
ORF 3 (RNA i) 400 pb Cépside 3 Mg/ camarén de 35 g
ORF 1 (NS) 471 bp Gen no estructural. 3 pg/ camarén de 35 g
Control positivo. ARN 500 pb Factor 1 alpha de 3 Mg/ camarén de 35 g
inespecifico elongacién de Xenopus
Control negativo Agua usp 100 ul de agua

Los camarones fueron observados y alimentados dos veces por dia (AM y PM). semanalmente y durante un mes se
tomaron muestras no letales de hemolinfa y se analizaron para IHHNV siguiendo la metodologia descrita anteriormente.
Se evalu6 la mortalidad en cada uno de los casos.

Posteriormente se realizo otra prueba similar a la anterior, aqui la diferencia radica en la concentracién de ds ARN que
se utilizo para inyectar a los camarones. En la tabla de abajo se presenta el disefio experimental de la segunda prueba

Tratamiento Tamafno del ds ARN Gen Dosis
ORF 3 (RNA i) 400 pb Capside 135 pg/ camaron de 45 g
ORF 1 (NS) 471 bp Gen no estructural. 135 pg/ camarén de 45 g
Control positivo. ARN 1890 pb Factor 1 alpha de 135 pg/ camaron de 45 g
inespecifico elongacién de Xenopus
Control negativo Agua usp 100 ul de agua

4. Amplificacién del genoma de IHHNV

Para confirmar que fragmento(s) del genoma del IHHNV se encontraba en las muestras o si por el contrario se podria
tratar de una insercion, se disefiaron iniciadores dirigidos a las diferentes regiones del genoma del IHHNV. La
secuencia genomica incluye los tres marcos abiertos de lectura (Open Reading Frame, ORF) los cuales han sido
reportados con un bajo nivel de variacién (Tang & Lightner 2002). A partir de la secuencia reportada en el Centro
Nacional para Informacion Biotecnoldgica (NCBI) se seleccionaron todos los fragmentos con el fin de disefiar iniciadores
que amplificaran todo el genoma del virus de IHHNV (GenBank AF218266).
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Secuencia de iniciadores Tm(°C)
5’-GCG AAG CGC GAG TAT CCA TC-3’ 62.5
694-R 5’-TGA TTC TGG TCC GCC TGA C-3’ 60.5
679-F 5’-GGG CGA ACC AGA ATC ACT TA-3’ 54.8
1070-R 5’-ATC CGG AGG AAT CTG ATG TG-3’ 54.1
1006-F 5’-TGA CAG GGG TAA AAA GAG ACA GAG-3’ 56.2
1299-R 5’-AGT CGC CTT CCG TCC ATT TC-3° 57.5
1523-F 5’-GAA GCT GAA GCG ACT ACG GT-3’ 60.5
2177-R 5’-GGC CAG TGT TCA GTT TTC CG-3’ 60.5
2144-F 5’-ATC GGT GCA CTA CTC GGA-3’ 55.6
2499-R 5’-TCG TAC TGG CTG TTC ATC-3’ 51.7
2419-F 5’-AGC TCT ACA AAC AAG AAC AAA AACC-3 54.3
3298-R 5’-CAT TTT GGG ATG AAG GTG GGT C-3’ 56.2
3195-F 5’-CAA ATG CGA ACC GGT GAC AG-3’ 57

3546-R 5’-GTC CAG TAC ATG GTG CGT GA-3° 57.2
3510-F 5’-GGG ATG TTA CAA TAT CTT CAC GCA-3’ 55.1
3909-R 5’-CTT CGC AGA AAC CGT TAA CTT AATA-3’ 53.5

Se utilizaron muestras de ADN que tenian resultados positivos por PCR para IHHNV con los iniciadores descritos por la
OIE (2012) que amplifican el ORF 1 (gen no estructural). Las secuencias de los iniciadores utilizadas fueron 389F: 5'-
CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA-3'. 389 R5-GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA-3'. La extraccion de ADN y la PCR
se realizo siguiendo los mismos procedimientos descritos anteriormente.

Con el fin de determinar la temperatura ideal para la amplificacion, se realizé un gradiente de temperatura entre 50-
60°C con el siguiente programa de amplificacién utilizando el termociclador digital Axygen Maxygen (Gradient termal
cycler).

Programa:
TERMOCICLADOR TEMPERATURA
Ciclo inicial de Denaturacion 95°C por 5 minutos
35 ciclos de: Denaturacién 95°C por 30 segundos
Anillaje 50-60°C por 30 segundos
Extension 72°C por 1minutos
Extension final 72°C por 7 minutos
Conservacion 4°C

5. Hibridacion In situ para IHHNV
Para determinar la presencia de IHHNV en los tejidos de camardn, a partir de secciones longitudinales de camaron en
laminas de histologia cargadas positivamente, se realizaron pruebas de hibridacion in situ. Para esto se uso una sonda
marcada con digoxigenina usando el kit Roche (Diagnostic Corporation). El protocolo se llevo a cabo siguiendo la
metodologia de Mari et al., (1993).
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RESULTADOS

1. Determinar la prevalencia de IHHNV en los reproductores del lote actual programa de mejoramiento genético
Para la determinacién de la prevalencia, solo se tuvieron en cuenta los animales en los cuales el control interno
amplifico demostrandose asi la integridad del ADN de 500 individuos . En la figura de abajo se observan 20 muestras a
las cuales se les corri6 el control interno y el IHHNV.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 18 19 20 ntc +C

Figura 11. Ejemplo de uno de los geles que se corrieron para determinar la presencia de IHHNV. En el gel superior se
observan los resultados del control interno (fragmento de 840 pb), mientras que en la parte inferior se observan las
muestras amplificadas con los iniciadores especificos para IHHNV (fragmento de 389 pb).

En el ejemplo anterior se observa que la mayoria de las muestras se les logro amplificar el gen 18S ARN ribosomal de
decapodo, indicando que la integridad del ADN era aceptable para detectar IHHNV. Las muestras 7 y 12 no amplifico su
control interno, sin embargo en la muestra 12 aunque no amplifico el control interno presento una banda débil de IHHNV.
La muestras 10 y 16 presentaron un resultado positivo (+++) para IHHNV, mientras que en las muestras 3, 4, 8, 12, 13,
14, 15, 18 y 20 presentaron un resultado positivo débil (+). Todas las muestras para este proyecto fueron analizadas de
igual forma.

La prevalencia de IHHNV de los reproductores machos del programa de mejoramiento genético del lote 29 y 30 se
presenta en la siguiente tabla.

Lote % Lote 30 % Total %
29
24 22% 25 10.8% 49 14.4%
85 78% 206 892% 291  85.6%
109  100% 231 100% 340  100%
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La prevalencia de IHHNV de los reproductores hembras del programa de mejoramiento genético del lote 29 y 30 se
presenta en la tabla 2.

Lote % Lote 30 % Total %
29
1 33% 38 24.5% 39 24.6%
2 67% 117 754% 119 75.4%
3 100% 155 100% 158 100%

En total se analizaron 498 camarones que fueron aquellos que presentaron control interno positivo. De este numero 340
fueron machos y 158 hembras. La prevalencia general de los reproductores del lote 29-30 fue del 17.6%. La prevalencia
de IHHNV fue mas baja en los machos que en las hembras (P<0.0001) Al comparar el lote 29 con el lote 30, la
prevalencia de IHHNV fue mas alta en los machos del lote 29 que en el lote 30 (P<0.05). No se pudo hacer esa
comparacién con las hembras debido a que el nimero de representantes del lote 29 fue muy bajo.

Al mirar la relacion de camarones positivos para IHHNV y la familia a la que corresponde, se encontr6 que de las 55
familias de las cuales se conto con representantes para hacer analisis de IHHNV, se presento IHHNV en el 59% de
estas.

frecuencia de IHHNV

Frecuencia (%)
w
o
o

BPB PBF BFB BPN LVV NAN PVF RNF RNA BFF FRV RBV FFV NFB RVP VPR RBF BPR FVR PRV PFB LRB NRB RNB FFF RNV
Familias

figura 12. Frecuencia de IHHNV en las 55 familias de los lotes 29 y 30 analizados. Solamente se tuvieron en cuenta 26
familias con N>4

Estos resultados podrian indican que en algunas familias en las que se tomaron muestras representativas, la
prevalencia de IHHNV fue 0%. Esto podria sugerir que hay un componente genético de resistencia en algunas familias.
Asi mismo estos resultados pueden indicar que el fragmento de ADN que corresponde al IHHNV no esta presente en
dichas familias.

Para la generacion del siguiente lote (lote 32), solamente se usaron reproductores que presentaron resultados
negativos para IHHNV. Se consideraron negativas aquellas muestras que después de la amplificacion de PCR no
presentaron en el gel ninguna banda, o en donde se presentd una banda débil. Todos los reproductores machos y
hembras en donde se presento una banda fuerte en el gel PCR, fueron descartados.

Las larvas producidas por las diferentes familias fueron analizadas por PCR en estadio de lote PL 10. En la tabla de
abajo se presentan los resultados de PCR para IHHNV del lote 32 en estadio de PL 10.
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Lote %  Lote 30 % Total %

29

3 176% 14 172% 17 17.3
14 824% 67 82.7% 81 82.7%
17 100% 81 100% 98 100%

La prevalencia de IHHNV en la larvicultura del lote 32 fue de 17%. Estas familias fueron llevadas a tanques individuales
donde estas alcanzaron un gramo. En esta fase se tomaron nuevamente muestras de las 70 familias que llegaron hasta
esta fase. Los resultados de PCR para IHHNV se presentan en la siguiente tabla

Lote % Lote 30 % Total %
29
0 0 0 0%
13 57 70 100%

13 57 0 100%

La prevalencia de IHHNV en crecimiento a 1 g fue de 0%. Algunas muestras presentaron algunas bandas débiles que
se consideraron negativas.

Con la finalidad de optimizar los reactivos se decidié estandarizar una PCR duplex con el fin de detectar tanto el gen del
control interno como el virus del IHHNV en una sola prueba. Los resultados se presentan a continuacion:

Control interno

848 bp

IHHNV

389 bp

Contro interno & IHHNV

Figura 13. PCR duplex para [HHNV
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En la Figura 13 se observd que todas las muestras presentaron el control interno indicando la integridad del acido
nucleico. En la siguiente gel se observa los resultados de IHHNV de las mismas muestras de arriba. En la gel de abajo
se observan dos bandas en algunas muestras. La banda superior corresponde a la amplificacion del control interno y la
banda de abajo corresponde a la de IHHNV. Estos resultados indican que se pueden hacer las dos PCR en una sola
reaccion.

2. Seleccionar diferentes genes en el genoma de IHHNV y producir in vitro hebras dobles de ARN (dsARN) de
estos genes

Con base en el genoma del IHHNV se usaron 2 marcos de lectura abierto (ORF) para seleccionar 2 genes que
pudiesen ser suprimidos total o parcialmente (knockout o knockdown) con lo cual el virus no pudiese replicar. A
continuacion se presenta la descripcion del mapa del genoma del IHHNV

Genoma del IHHNV

1000 2000 3000 3909
57 | [ l | 5
392 389*  77012/77353

TagMan “E. Africa”

ORF 2: non-structural ORF 3: capsid
ORF 1: non-structural
| — | E—
NS1 RNA i

Figura 14. Descripcién de los marcos de lectura abierto del IHHNV

Se seleccionaron dos regiones del IHHNV que corresponden a 2 ORF: el ORF 1y el ORF 3, los cuales codifican para la
polimerasa y para la capside. En la figura 14 se observa en coloro rojo las dos regiones seleccionadas para producir el
ds ARN. Estos dos genes son importantes en la replicacion viral. EI ORF 1 que codifica para la polimerasa, es critica
para la replicacién. EI ORF 3 es indispensable en la adhesion a las células receptoras del hospedero y permite su
infeccién. Se desarrollaron iniciadores para cada uno de estos dos genes. En el extremo 5°de cada iniciador se adicion6
el promotor especifico T7 el cual es necesario para la transcripcion de ADN a ARN. Las letras subrayadas corresponden
a la secuencia T7 adicionada a los iniciadores.

ORF 1: NS1F: 5 GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGGA GA GTG TCAACACTG TCATCC CG
NS1R: 5 GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGGA GA TCATCT GAT CCG GAG GAAT
Estos iniciadores amplifican un fragmento de 471 bp desde la posicién 607 a 1077.

ORF 3 RNAi IHHNV F 5° GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGGA GA GAG CAA GCC CAAGG AAAA 3
RNAi IHHNVR: 5" GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GGGA GA GTC TCA AAT GAT GTG CCT CCT 3*

Estos iniciadores amplifican un fragmento de 400 bp desde la posicién 2611 a 3010.
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Después de un proceso de estandarizacion usando gradiente de PCR se logré amplificar muestras control de IHHNV
que han presentado amplificacién usando los iniciadores de rutina (iniciadores 389). El perfil de la PCR fue de un ciclo
de 94°C por 2 minutos seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 30 sec y una
extension final de 72°C por 4 minutos y conservacion a 4°C

En la figura 15 se observa los resultados de la PCR en dos muestras (14-39 y 14-40) amplificadas con los dos juegos
de iniciadores.

ORF 3 (RNA i) ORF 1 (NS1)

100kb 14-39  14-40 14-39  14-40 100 kb

Figura 15. Electroforesis de las muestras amplificadas con los iniciadores ORF 1y ORF 3.

Se observo amplificacién con ambos sets de iniciadores, siendo una banda mas intensa la observada con el amplicén
del ORF 1. No se observo amplificacion con la muestra 14-40.

Posteriormente se limpio el amplicon con el kit de Qiagen y se transcribi6 para producir doble cadena de ARN de estas
dos regiones. Para esto se uso el sistema de transcripcion de Ambion T7®. Luego las muestras fueron leidas y
cuantificadas por espectrofotometria

Tabla2. Resultados de la cuantificacion de ARN por espectrofotometria en muestras transcritas con Ambion T7 ®

ORF A260 A280 ng/ul  A260/A280
PGREITY  0.1139 0.0605 911.2 1.88
PNGREIN  0.1633 0.0834 1306.4 1.96
Control  0.1141 0.0634 912.8 1.80

Se corrieron geles con 1 ul del transcripto obtenido y se obtuvieron las siguientes bandas

ORF 1 ORF 3 RNA inespecifico PM

500 pb 500pb

Figura 16. Electroforesis del transcrito
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Este proceso se realizo multiples ocasiones con la finalidad de obtener los volumenes necesarios para la produccion de
ds ARN suficiente para inyectar a los camarones reproductores.

3. Determinar la eficacia de la introduccion de los diferentes dsARN en la eliminacion del virus en camarones
portadores de IHHNV.

El primewr paso fue limpiar el producto transcrito de la secuencia de ds ARN para eliminar los nucleotidos que sobraron
de la transcripcion y algunas impurezas. Para esto se uso el kit de extraccio de ARN de Qiagen ® que adicionalmente al
proceso de extraccion se puede usar para limpiar el transcrito. Para esto se siguieron los protocolos del kit de Qiagen.
El transcrito se congelo a -80°C y el proceso de produccion de transcrito se repitio en multiples ocasiones con la
finalidad de alcanzar las concentraciones y los volumenes requeridos.

En la primera prueba se uso 3 ug de ds ARN por camaron. Los resultados de la infeccion experimental se muestran a
continuacion.

Tanque N total test IHHNV DIA 7 DIA 14 DIA 21 DIA 28
statusinicial IHHNV (+)  IHHNV (+) IHHNV (+)  IHHNV (+)
4 RNA | (ORF 3) 100% 75% 100% 50% 50%
4 NS (ORF 1) 100% 50% 100% 100% 100%
4 RNA 100% 75% 75% 100% 100%
inespecifico
4 Agua 100% 100% 100% 100% 100%

Los camarones inyectados en el dia 0 fueron analizados los dias 7, 14, 21, y 28 a traves de un muestreo no letal de
hemolinfa para analisis de PCR. Al final del estudio en el dia 28 se logro determinar que no se logré eliminar el IHHNV
de los camarones inyectados con el RNA i especificos para IHHNV en la dosis de 3 pg/camaron. Sin embargo se
observo una leve reduccion en el tanque tratado con ds RNA especifico para la capside (ORF 3). Tampoco se observé
reduccion de la prevalencia de IHHNV en los animales tratados con ds ARN para el gen no estructural (ORF 1).

Enel siguiente experimento, se deidio incrementar la dosis del DS ARN. En esta ocasidn se utilizo la dosis de 135 ug de
ds ARN por camaron en un volumen de 100 pl. (3 ug/g de camaron)

Tanque N total test Status inicial DIA 2 DIA 10 DIA 20 DIA 30
IHHNV (+) IHHNV (+) IHHNV (+) IHHNV (+) IHHNV (+)
4 RNA | (ORF 3) 100% 100% 50% 25% 50%
4 NS (ORF 1) 100% 100% 50% 100% 50%
4 Agua 100% 100% 100% 100% 100%

Los resultados de la prueba de la inyeccion experimental con la ds ARN muestran que aunque hay una reduccion de
IHHNV, esta reduccion no es completa y animales desafiados experimentalmente con ds de ARN continuaban siendo
positivos para este virus.

4. Amplificacion del genoma de IHHNV
Con base en estos resultados anteriores la siguiente pregunta era establecer si el genoma del IHHNV se encontraba

presente en la muestra o solamente se presentaba una insercion de algun fragmento del virus IHHNV. Estas
inserciones ya han sido reportadas en algunas poblaciones de camarones Penaeus monodon y Penaeus vannamei.
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El primer paso fue estandarizar la PCR para cada uno de los iniciadores y lograr amplificar las regiones especificas.
Los resultados de las pruebas con diferentes temperaturas de anillaje se presentan a continuacion:

Temperatura de alineacion °C

55 57 60
7-F-694-R
679-F-1070-R
1006-F-1299-R
1523-F-2177-R
2144-F-2499-R
2419-F-3298-R
3195-F-3546-R
3510-F-3909-R

P. Positivo, D positivo débil, N no detectable
Como se observa en la tabla anterior la temperatura dptima para la alineacion de los iniciadores fue de 55°C a
excepcion de los iniciadores dirigidos a la regién 1006 1299 con temperatura optima de alineacién optima de 57°C

o WY oYY U R W
Sl T TSl ~ sl o
O z z U U O Z2 Z

En la figura 17 se presentan las muestras amplificadas con estos iniciadores

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, de productos amplificados de dos muestras en diferentes
regiones del genoma de IHHNV

Longitud del fragmento pb ~ Linea en el gel
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En el gel de la figura 17 se puede observar los resultados de la amplificacion de gran parte del genoma del IHHNV lo
que sugiere que es posible que la totalidad del genoma este presente en las muestras.

El paso siguiente fue determinar si el hecho de que el genoma de IHHNV estaba presente en las muestras, este se
podria confirmar en tejidos de camarones positivos. Los analisis histoldgicos que se realizaron a todos los camarones
del lote 29, 30 y a los reproductores usados para las pruebas de RNA i, no mostraron los tipicos cuerpos de inclusion
intranuclear tipo Cowdry tipo A, lo cual sugeria que el virus no estaba causando ningun efecto citopatico en los tejidos
del camaron. Para confirmar si el virus podria encontrarse en algunos tejidos sin producir lesiones, se decidio realizar
pruebas de hibridacion in situ con sondas especificas para IHHNV.

5. Hibridacion In situ para IHHNV
A partir de cortes histologicos de camarones que presentaron resultados de PCR positivos parea IHHNV, se hicieron
pruebas de hibridacion in situ (ISH) para IHHNV usando los protocolos descritos en la metodologia.

En las figuras 18-20 se observan las laminas de animales positivos para IHHNV por PCR a las cuales se les corrio la
ISH

~

Figura 18 A. Corte longitudinal de camaron control (+) Figura 18 B. Seccion de organo linfoide de camaron
despues del proceso de hibridacion In situ para IHHNV (40  control (+) despues del proceso de hibridacion In situ para
X) IHHNV (400 X)

En la figuras 18 A y B se observa la coloracion azul oscura en el organo linfoide. Esta coloracion indica que la sonda
complementaria de IHHNV se anillé al IHHNV presente en el organo linfoide. La reaccién colorimétrica la da la accién
de la fosfatasa alcalina sobre el sustrato BNP.



cuc

FORMATO >
AUNAP PRESENTACION DE ‘f/

DE ACUICULTURA Y PESCA PROYECTOS DE UNIVERSIDAD
|F§32PTE5'36'§ () INVESTIGACION DE LA COSTA
-
. S SN B
ﬁ*t,“h: ;

R X

Figura 19 A. Seccion de branquias de camaron control  Figura 19 B. Seccion de branquias de camaron control (+)
(+) despues del proceso de hibridacion In situ para despues del proceso de hibridacion In situ para IHHNV (400
IHHNV (40 X) X)

En secciones de branquias del camaron que se uso como control positivo, se observa igualmente una reaccion positiva
azul, que indica que el ADN del IHHNV estaba presente en los tejidos. En la figura 19 B se observa un cuerpo de
inclusion intranuclear tipo Cowdry A en branquia.

Figura 20 A. Seccion de organo linfoide de camaron Figura 20 B. Seccion de organo linfoide de camaron PCR (+)
PCR (+) para IHHNV despues del proceso de para IHHNV despues del proceso de hibridacion In situ para
hibridacion In situ para [HHNV (40 X) [HHNV (400 X)
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Figura 21 A. Seccion de branquias de camaron PCR (+) Figura 21 B. Seccion de branquias de camaron PCR (+) para
para IHHNV despues del proceso de hibridacion in situ IHHNV despues del proceso de hibridacion in situ para
para I[HHNV (40 X) IHHNV (400 X)

Las figuras 20 y 21 corresponden a camarones que presentaron resultados positivos de IHHNV por PCR a los cuales se
les realizo la ISH. En ninguna de las muestras analizadas se presento una reaccion positiva que pudiese indicar la
presencia del IHHNV en los tejidos. En todos los casos, los resultados fueron negativos indicando que el IHHNV no
estaba presente en los tejidos de camaron.
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CONCLUSIONES

Con base en los indicadores propuestos en esta investigacion, se pudieron concluir exitosamente los objetivos
planteados. A continuacion se presentan los objetivos y los indicadores propuestos para este estudio y la conclusion
para cada uno de estos

1. Determinar la prevalencia de IHHNV en los reproductores del lote actual programa de mejoramiento genético
(500 camarones analizados)
* Se logro determinar la prevalencia del IHHNV en las poblaciones de camarones mejorados
geneticamente de CENIACUA la cual es del 17%.
* En total de analizaron muestras de 498 reproductores, 98 familias en larvicultura y 70 familias de
crecimiento 1g

2. Seleccionar diferentes genes en el genoma de IHHNV y producir in vitro hebras dobles de ARN (dsARN) de
estos genes ( 10 fragmentos dos genes)
* Se estandarizo la tecnica de produccion de ds ARN especifica para IHHNV. Iguamente se produjo ds
ARN especifico a partir de dos genes del IHHNV.

3. Determinar la eficacia de la introduccion de los diferentes dsARN en la eliminacién del virus en camarones
portadores de IHHNV (100 camarones sometidos a ds ARN y disminucion del IHHNV en 1 log
* La prevalencia del IHHNV bajo del 17 % en los reproductores del lote 29-30, al 0% a nivel de
marcacion a 1 g en el lote 32 gracias a la eliminacion de camarones positivos para IHHNV. Esto
mostraria que no todas las familias tendrian integrado el genoma del IHHNV
* La ds ARN especifica para IHHNV no pudo negativizar los camarones IHHNV (+) debido a que es
altamente posible que el IHHNV presente en las muestras no es infeccioso. Esto se concluye basado
en
o El genoma total del IHHNV esta presente en las muestras de camaron sin embargo no hay
presencia de lesiones histologicas causadas por este virus
o No se observo ADN del IHHNV en muestras sometidas a ISH

RECOMENDACIONES

La principal recomendacion es confirmar la integracion del IHHNV al genoma del camaron. Esto se puede hacer usando
el procedimiento de “Genome Walker Universal kit" from BD Biosciences Clontech”.
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