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RESUMEN

El Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV) es
un virus cuya infeccién causa altas mortalidades en Litopenaeus stylirostris y
el sindrome de la deformidad del rostro (RDS) en Penaeus vannamei.

Causando pérdidas econdmicas significativas al sector acuicola.

El objetivo de este trabajo fue identificar una relacion directa entre la
prevalencia de IHHNV en reproductores hembras cultivados en Chongon y
su progenie a nivel de post - larvas 14. Las cuales fueron cultivadas en dos
sistemas de produccion ubicados en las costas de Mar Bravo y San Pablo,

Ecuador.

Se analizaron dos lotes con una diferencia de produccién de 60 dias en
promedio, totalizando: 72 reproductoras y 200 post - larvas. La prevalencia

de IHHNV fue evaluada, mediante el sistema simple de deteccion PCR.

Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) con un coeficiente de
correlacién r = 0.99592, entre la prevalencia de su progenitora con respecto
a su progenie, lo que sugeriria una probable transmision vertical. Sin
embargo, mas estudios se requieren para determinar cual es el aporte de sus

progenitores hacia su progenie.



VIII

INDICE GENERAL

RESUMEN. .. ..ottt e, VII
INDICE GENERAL.......coviiieeee e, W
ABREVIATURAS . ...t Xl
INDICE DE FIGURAS. .....ovuieiee e, Xl
INDICE DE GRAFICOS. ... oot e, i\
INDICE DE FOTOS. ... it XV
INDICE DE TABLAS . ... ..o XVII
INTRODUGCCION.......coitiiiiii e, 1
CAPITULO L..oiiiiie e 5
1. ANTECEDENTES. .....ootiiiiiiee e, 5

1.1 ESTADO ACTUAL DE LA CAMARICULTURA EN EL

ECUADOR. ... 5

1.2 PRINCIPALES PATOGENOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE

CAMARON EN EL ECUADOR.........coiiiieiiiieeeeeee e, 14

1.3 IHHNV (VIRUS DE LA NECROSIS HIPODERMICA Y

HEMATOPOYETICA INFECCIOSA)......cccvvvieiiiiieeeeieeee 16



1.3.1 EHiologia.....ocouiiiiii 16

1.3.2 Epidemiologia..........cooviuiuiiiiiiiii 17

1.3.3 Signos clinicos, tejidos y estadios afectados.............. 19

1.4 METODOS DE DIAGNOSTICO.......civeiiiieiiieieeeieeeeeee 21
CAPITULO 2. 23
2. MATERIALES Y METODOS.......iiiiiiieeeeee e 23
2.1 MATERIAL BIOLOGICO......ccuiiiiiiieeeeee e 23
2.1.1 Obtencion de reproductores. ..........ccvevevieieiiiinennnnnn. 23
2.1.1.1 Trazabilidad Lote B-21...........cccovvivininininnnnn. 23

2.1.1.2 Trazabilidad Lote LGP-6.............ccccooviiinennnn. 25

2.1.1.3 Pesca de hembras gravidas......................... 26

2.1.2 Obtencion de post-larvas.............cccooeiiiiiiiiiiiiinnn, 28

2.2 DETERMINACION DEL TAMANO DE LAS MUESTRAS........ 29
2.3 PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN.......cccevveviinenannn. 31
2.4 SISTEMA DE DETECCION POR REACCION EN CADENA DE
LA POLIMERASA (PCR)..cutiii i 32

2.4.1 INICIATOIES. ..o 33



2.4.2 Mezclade REACCION......couieiea i,

2.4.3 Programa del termociclador...............coviiiiiinennnee.

2.5 ELECTROFORESIS..... .o

CAPITULO 3..............

3. RESULTADOCS.......

3.1 PREVALENCIA EN PROGENITORAS. ..o,

3.1.1 BIOENSAYO T..eiiiiiiiei e

3.1.2 BIOBNSAYO 2....neieiiieiiie e

3.2 PREVALENCIA EN POST-LARVAS 14........cciiiiiiii,

3.2.1 BIioensayo 1.....coiiiiiiii

3.2.2 BIOBNSAYO 2... .o

3.3 ANALISIS ESTADISTICO.....ceiiiiiiiiieee e

CAPITULOA4..............

4. DISCUSION...........

CONCLUSIONES.......

RECOMENDACIONES

33

34

35

36

36

37

37

40

42

42

45

48

51

51

54

55



ANEXOS.........

BIBLIOGRAFIA

XI



WSSV

IHHNV

RDS

PCR

CAN

TSV

AND

Kb

ABREVIATURAS

Sindrome Viral de la

Mancha Blanca

Virus de la Necrosis

Hipodérmica y
Hematopoyética
Infecciosa

Sindrome del

Enanismo y Rostrum

Deforme

Reaccion en Cadena

de la Polimerasa

Camara Nacional de

Acuacultura

Sindrome de Taura

Acido

Desoxirribonucleico

Kilo pares de bases

nm

CsCl

KD

MPM

C+

Pl

LGP6

B21

bp

Xl

Nandémetro

Cloruro de Cesio

Kilo Dalton

Marcador de Peso

Molecular

Control Positivo

Control Negativo

Post - larva

Linea Genetica

Peninsular 6

Biogemar 21

Pares de bases



X

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Viriones de IHHNV purificados a partir de tejidos de P. vannamei

(Bonami et al., 1.990 [L18])...cuuuiuieieiiieiie e 16

Figura 2. Branquia de juvenil P. vannamei mostrando inclusién intracelular
Cowdry type A. (H&E 1800X) Fuente: D. V. Lightner, 1996 (Handbook of

Shrimp Pathology).......couoii e 20



XV

INDICE DE GRAFICOS

Grafico 1. Exportaciones ecuatorianas de camarén en millones de délares,

Periodo 1.994 — 2.009..... .o 11

Grafico 2. Exportaciones ecuatorianas de camardn en millones de libras,

Periodo 1.994 — 2.009. ... 12
Grafico 3. Prevalencia de IHHNV en porcentaje por lote; Bioensayo 1. 48
Grafico 4. Prevalencia de IHHNV en porcentaje por lote; Bioensayo 2. 49
Grafico 5. Prueba T, Muestras Pareadas de Variables Dependientes... 50

Gréafico 6. Correlacion Prevalencia Progenitora vs. Prevalencia Progenie

pPara IHHNV ... 50



XV

INDICE DE FOTOS

Foto 1. Reproductor macho P. vannamei, que muestra deformidad en el

rostrum y resulta ser positivo para IHHNV al cabo del analisis............... 18

Foto 2. Reacciones de amplificacién de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccion de IHHNV Lote B-21, Reproductores B1............ 38

Foto 3. Reacciones de amplificacién de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccion de IHHNV Lote LGP-6, Reproductores B1.......... 39

Foto 4. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccién de IHHNV Lote B-21, Reproductores B2............. 40

Foto 5. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccién de IHHNV Lote LGP-6, Reproductores B2........... 41

Foto 6. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccion de IHHNV Lote B-21, Post - larva 14 B1............. 43

Foto 7. Reacciones de amplificaciéon de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccién de IHHNV Lote LGP-6, Post - larva 14 B1.......... 44

Foto 8. Reacciones de amplificaciéon de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccién de IHHNV Lote B-21, Post - larva 14, B2............ 46

Foto 9. Reacciones de amplificacién de PCR reveladas en geles de agarosa

1,2% para la deteccién de IHHNV lote LGP-6, Post - larva 14, B2........... 47



XVI

INDICE DE TABLAS

Tabla I. Impacto especifico de la Mancha Blanca en las Exportaciones de
Camaron del Ecuador, periodo 1.998 - 2.000 (en miles de libras)...... 8
Tabla Il. Impacto especifico de la Mancha Blanca en las Exportaciones de
Camaron del Ecuador, periodo 1.998 2.000 (en miles de délares)...... 8
Tabla lll. Distribuciébn de los laboratorios de larvas por provincias en el
T o] 1 = T [ 13

Tabla IV. Distribucién de los laboratorios de larvas operativos por provincias

L A= B (o U= To (o] (P 13
Tabla V. Trazabilidad 10t€ B-21.......ovvviimiieei 25
Tabla VI. Trazabilidad 10t€ LGP-6. ..o 26

Tabla VII. Bioensayo 1: tanque y dias de produccion, nimero de hembras y

namero de tanque de desove porlote..........cccoovviiiiiiiiiiiiiee, 27

Tabla VIII. Bioensayo 2: tanque y dias de produccién, numero de hembras y

namero de tanque de desove porlote..........cccoovviiiiiiiiiiiieiee, 28
Tabla IX. Bioensayo 1: Datos de desove y eclosién por lote............... 28
Tabla X. Bioensayo 2: Datos de desove y eclosion por lote............ 29
Tabla XI. Mezcla de ReacCiON............ouiuieiiiiiiii e 33

Tabla XIl. Programa Termociclador...............cccooiiiiiiiiiiciie, 34



INTRODUCCION

El cultivo de camaron blanco Penaeus vannamei tuvo sus inicios en la
década de los afios 1.970. Este sector productivo ha tenido que soportar la
aparicion de diversos agentes patdgenos y los virus han sido los causantes

de las mas devastadoras pandemias a nivel mundial [1].

El sector camaronero se inclind por programas de “mejoramiento
genético” debido a los bajos rendimientos en produccion que se dieron desde
la aparicion del Sindrome Viral de la Mancha Blanca, WSSV (por sus siglas
eninglés). La crisis que vivid el sector durante este periodo los obligo a
realizar cambios en los sistemas de produccién; menor recambio, bajas
densidades de siembra al momento de las transferencias y la domesticacion
de la especie para evitar el uso de larva silvestre y mejorar la especie

genéticamente [2]. Actualmente las maduraciones estan trabajando con



lineas de especies domesticadas llevando programas de seleccion masal de
animales de piscinas de engorde Fase A y transferidos a piscinas de
levantamiento de reproductores Fase B donde las densidades en las que se

los mantienen son menores.

Con una seleccion masal y entremezclando diferentes familias, se logra
obtener progenies con mayor rendimiento en crecimiento y cierta resistencia
a enfermedades [3]. Existe la posibilidad cuando se utilizan sistemas de
seleccion masal (utilizando animales de mayor crecimiento en piscinas
comerciales) en P. vannamei es la perdida de informacion genética. Este
hecho se encuentra relacionado con el probable cruce que podria existir
entre individuos emparentados, denominado como consanguinidad o
endogamia. Esto podria producir que aparezcan caracteres letales los cuales

se veran reflejados en niveles bajos de produccion [4 y 5].

Sin embargo, la utilizacibn de seleccion masal, como protocolo de
produccion de reproductores no debe prolongarse por mucho tiempo ya que
la presion del sistema se vuelve insostenible y podriamos encontrar los

problemas anteriormente expuestos [4].

Una vez superados los problemas ocasionados por las pandemias virales
los esfuerzos de la industria camaronera para evitar otro embate viral estan
encaminados en la generacion de lineas o familias de cierto valor agregado

sanitario. Esta probleméatica los ha llevado a la generacion de lineas libres de



patdgenos potencialmente peligrosos, para evitar que pongan en riesgo sus
producciones. De esta manera, podemos indicar que las piscinas dedicadas
a la cria y engorde de este crustdceo han presentando problemas en lo
referente a crecimiento y rendimiento, los mismos que han sido relacionados
con el Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa,

IHHNV (por sus siglas en inglés).

Las infecciones por IHHNV son mas graves en Litopenaeus stylirostris
donde el virus puede ocasionar mortalidades superiores al 90% [6]. En el
cultivo de P. vannamei, la infeccion se encuentra marcada por animales que
presentan el Sindrome del Enanismo y Rostrum Deforme, RDS (por sus

siglas en inglés); cuyas caracteristicas son:

1. Deformidades cuticulares (principalmente antenas rugosas 0 rotas,

rostrum, y segmentos abdominales).

2. Bajo crecimiento, incrementando la tasa de conversion alimenticia,
generando dispariedad de tallas al momento de la cosecha; y
finalmente esto se vera reflejado en una reduccion de los margenes

de utilidad esperados por piscina [7].

El presente estudio tiene por objetivo determinar el efecto de la
prevalencia del virus IHHNV de las progenitoras sobre la prevalencia en su
progenie (post - larva 14) bajo dos sistemas de produccion comercial. Para

este efecto se utilizo como técnica de diagndstico; el sistema simple de



deteccion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR (por sus siglas en

ingles).



CAPITULO 1.

1.ANTECEDENTES

1.1 ESTADO ACTUAL DE LA CAMARIOCULTURA EN EL ECUADOR

El cultivo de camaron en el Ecuador se inici06 hace
aproximadamente 4 décadas con el cultivo en estanque de la especie
Penaeus vannamei, la que es tolerante a los cambios de salinidad. En
el Ecuador los estanques ocupan alrededor de 180.000Ha. distribuidos
en los estuarios del Archipiélago de Jambeli, rio Guayas, Estero

Salado, Bahia de Caraquez, Cojimies, Muisne y San Lorenzo.



En poco menos de 20 afios de actividad el sector generé divisas
por $874.4 y $853.8 millones en los afios 1.997 y 1.998
respectivamente, pero debido a la presencia del Sindrome Viral de la
Mancha Blanca (WSSV), estas disminuyeron drasticamente. No
obstante, a esta crisis sobrevivié el sector empresarial que aplicaba
tecnologia de punta. A la industria acuicola lo apoyan 189 distribuidos
en maduraciones y laboratorios de larvas y por lo menos 78 plantas de

procesamiento [8].

Ante la demanda sostenida en el ambito mundial, la camaricultura
se ha convertido en la respuesta al mercado creciente y globalizado.
De esta manera, en el 2.003 el sector contribuyé con el 30% de la
produccion mundial de camaron evaluada en 5.2 millones de

toneladas [9].

En 1.998, la provincia del Guayas contaba con el 49% del total del
area destinada al cultivo del camaron, repartida en 976 granjas

camaroneras [10].

Sin embargo, durante los ultimos afios, la produccion de camarén
ha afrontado diversos problemas, lo que ha provocado fluctuaciones
del crecimiento de la produccion con consecuencias negativas en lo

econdmico y social. Los principales problemas han sido:



Disminucion de la productividad, especialmente durante la dltima
década, por actividades antropogénicas, tales como: contaminacion

por efluentes industriales/urbanos y agricultura [11].

Cambios climéticos de variabilidad interanual, especialmente
relacionado al evento EI Nifio Oscilacién del Sur (ENOS), cuyos
efectos sobre la actividad camaronera no han sido lo suficientemente

estudiados ni documentados.

Epidemioldgicos, provocados fundamentalmente por la aparicion
de enfermedades virales y cuyos aspectos seran tratados en el

siguiente sub capitulo con mas detalle.

Las enfermedades se han convertido en uno de los mayores
problemas para la Acuicultura del camarén en América Latina, lo que
signific6 caidas significativas de los niveles de produccion con la

propagacion WSSV [12], en el periodo 1.999 al 2.005.

Segun la Camara Nacional de Acuacultura [13], las exportaciones
camaroneras en 1.998 generaron: $900 millones de ddlares al pais, en
1.999 la mancha blanca las redujo a $500 millones (Ver tablas | y Il).
En el 2.000, bajaron a $300 millones de dolares, y al finalizar el afio
2.009, una década después de la mancha blanca generaron $607

millones de ddlares.



Tabla I. Impacto especifico de la Mancha Blanca en las Exportaciones

de Camaron del Ecuador, periodo 1.998 - 2.000 (en miles de libras)

1.998 1.999 2.000 | Variacion 1.998-2.000
TOTAL 252,985 | 209,040 | 83,513 -66.99%
USA 140,852 | 106,281 | 42,305 -69.96%
Europa 76,717 62,184 [ 24,520 -68.04%
Asia 29,808 35,821 | 13,385 -55.10%
Canadéa 2,552 3,077 820 -67.87%

Fuente: Dr. Francisco Yoo, CNA, 2.002.

Tabla |I.

Impacto especifico de

la Mancha Blanca en

Exportaciones de Camarén del Ecuador, periodo 1.998 2.000 (en

miles de ddlares)

las

1.998 1.999 2.000 [ Variacion 1.998 - 2.000
TOTAL | 875,050 | 616,942 | 301,000 -65.60%
USA 520,897 | 317,152 | 146,141 -71.94%
Europa |241,131 (171,762 | 87,219 -63.83%
Asia 99,730 | 112,660 | 57,219 -42.63%
Canada 9,021 9,285 2,886 -68.01%
Pérdidas de la industria US$600 millones
Pérdidas en la exportacion US$900 millones

Fuente: Dr. Francisco Yoo, CNA, 2.002.

El WSSV no solo provoco la reduccion de la produccion en un

70%, sino que industrias como las de Brasil, China, Centroamérica y



ciertos paises africanos ganaron el espacio dejado por los

exportadores ecuatorianos ofertando camardén mas barato.

Las drasticas caidas en las exportaciones del camardn blanco no
solo afectaron al sector industrial, sino que se vio reflejado en el
masivo despido de la mano de obra calificada. De esta manera, se
generd la reduccion de plazas de trabajo, fendmeno social de graves

consecuencias para el pais.

Para finales del afio 2.000 la situacion de la industria no habia
cambiado de manera significativa y segun estimaciones de la Camara
Nacional de Acuicultura (CNA), las pérdidas econdmicas provocadas
por esta enfermedad ascendian a 1.200 millones de ddlares, 130.000
plazas de trabajos reducidas y s6lo 80,000 hectareas de produccion

en actividad de las 175.000 existentes en el pais [12].

La alternativa de poder manipular la flora bacteriana y la ecologia
de los sistemas de larvicultura, a través, de la inoculacion de bacterias
beneficiosas es muy viable para que la fuente de post-larvas de
laboratorio pueda continuar con estabilidad en el futuro. Ademas, los
3-glucanos, combinaciones de vitaminas C y E, y el choque térmico
han probado inducir una condicién del sistema inmune del camarén

gue permite controlar la replicacién del virus. Los protocolos de
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aplicacion de estos inmunoestimulantes estan siendo probados en la

actualidad en el campo [14].

La Camara Nacional de Acuacultura, gremio que agrupa a la
mayoria de productores y exportadores de camarédn, también ha
tomado acciones, entre ellas el de mantener un convenio con la Global
Aquaculture Alliance, que incluyen un diagnéstico ambiental, difusién
de buenas practicas de cultivo y una evaluacion anual del grado de

implementacion.

Ademas, Ecuador mantiene un sistema de control de calidad
altamente reconocido. Ha pasado las exigencias de la FDA, del
Departamento de Veterinaria de la UE, de organizaciones de
proteccion al consumidor del Japon y de organizaciones de inspeccion
de Canada. El 100% de las plantas procesadoras de camaron
cumplen con todas las normas nacionales e internacionales de
calidad, con el sistema Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de
Control, HACCP (por sus siglas en inglés) y con todos los

requerimientos de los compradores.

De igual manera el Ministerio del Ambiente en uso de sus
facultades, concedidas en la Constitucion, Leyes y Normativas, ha
emprendido un proceso hacia la implantacion de Sistemas de Gestion

Ambiental en el &mbito de industrias y comercios.
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Actualmente, el camaron constituye el tercer producto de
exportacion, después del petréleo y el banano; las exportaciones de
camaron se estan recuperando, el total de la venta, reportadas por la
Camara Nacional de Acuicultura para el afio 2.009, sumo
$607°254.114,25 millones de délares frente a los $673'469.146,78
registrados en el 2.008 representando un decremento del 9,83% a un

precio promedio de $2,03 por libra exportada (Grafico 1).

Gréafico 1. Exportaciones ecuatorianas de camarén en millones de

ddlares, periodo 1.994 - 2.009.

Exportaciones Ecuatorianas de Camaron en
Millones de Dolares

1000 875
S 800 615_A 508 673 o7
5 o0 514 77\ S e
- — \297 264 dbU/
o 400 \ /
'U — .—-ﬂ"-
o 200
% 0 T T T T T T T T 1
= 94 96 98 2000 02 04 06 08 09
=

Aiho

Fuente: Estadisticas Cia Ltda. Camara Nacional de Acuacultura.

En lo referente a libras exportadas a partir del afio 2.006 se supero
la cifra récord de 1.998 que fueron de 252’985.907; alcanzando para el
2.009 la cantidad de 299’333.908 libras de camarén exportadas, con

un incremento del 1,56% con respecto al 2.008 (Grafico 2).
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Grafico 2. Exportaciones ecuatorianas de camardén en millones de

libras, periodo 1.994 - 2.009.
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Fuente: Estadisticas Cia Ltda. Camara Nacional de Acuacultura.

En el Ecuador existe un total de 313 laboratorios de larvas de

camaron ubicados a lo largo de la costa ecuatoriana (Tabla Ill), de los

cuales 189 (Tabla IV) se encuentran operativos, los mismos que

desarrollan su actividad en las provincias del EI Oro, Esmeraldas,

Guayas, Manabi, y Santa Elena (Subsecretaria Acuacultura, 2.009).

El subsector de laboratorios de larvas de camaron se redujo en un

60%. En

la Peninsula de Santa Elena existen actualmente

aproximadamente 108 laboratorios en funcionamiento.
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Tabla lll. Distribucion de los laboratorios de larvas por provincias en el

Ecuador.

Provincia Laboratorios de larvas | Porcentaje
Guayas 19 6,07
Manabi 91 29,07
Santa Elena 174 55,59
Esmeraldas 8 2,56
El Oro 21 6,71

Fuente: Subsecretaria de Acuacultura, 2.009.

Tabla IV. Distribucion de los laboratorios de larvas operativos por

provincias en el Ecuador.

Provincia Laboratorios de Porcentaje
larvas
Guayas 3 1,59
Manabi 56 29,63
Santa Elena 108 57,14
Esmeraldas 6 3,17
El Oro 16 8,47

Fuente: Subsecretaria de Acuacultura, 2.009.
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1.2 PRINCIPALES PATOGENOS ASOCIADOS AL CULTIVO DE

CAMARON EN EL ECUADOR

Los principales patégenos que han afectado el cultivo de camarén
en el pais, han sido de origen viral, se puede decir que a lo largo de la
historia de la camaricultura ecuatoriana podemos encontrar tres

pandemias asociadas a las siguientes enfermedades:

Sindrome de La Gaviota, en el periodo de 1.989 y 1.990
denominado de esta manera porque el productor se enteraba de la
muerte de su cultivo cuando gran cantidad de gaviotas aparecian a
aprovechar como alimento el camaron moribundo que emergia a las
superficies de las piscinas en cultivo. Asi, las pérdidas causadas por

esta enfermedad ascendieron a los $200 millones de délares.

Sindrome de Taura, TSV (por sus siglas en ingles), cuya aparicion
fue en 1.992. Este virus tiende a infectar camarones juveniles de entre
dos y cuatro semanas de tanques o estanques sembrados (0,1-1,5 g
de peso corporal) y tiene gran ocurrencia dentro del periodo de un
solo ciclo de muda. En la fase aguda de la enfermedad, durante la
premuda, los camarones estan débiles y con exoesqueletos blandos,
tienen los tractos digestivos vacios y una expansion difusa de los

cromatoforos rojos, particularmente en la cola, por lo que su nhombre
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comun es sindrome de la cola roja [15]. Estos animales usualmente
moriran durante la muda (5-95 por ciento). Se sabe que los camarones
adultos son mas resistentes que los juveniles. Los camarones que
sobreviven mostraran signos de recuperacion y entran en una fase
cronica de la enfermedad [16]. En el Ecuador, produjo una drastica
disminucion en la produccién en lo que corresponde a cultivos en
piscinas en el periodo 1.992-1.993 y las pérdidas se estimaron en

$300 millones de délares.

Finalmente, el Sindrome Viral de la Mancha Blanca, WSSV (por
sus siglas en ingles) en 1.999, ocasion0 mortalidad masiva del
camaron cultivado en las piscinas y un decrecimiento en la produccion
nacional. EI Centro Nacional de Investigaciones Marinas para la
Acuicultura (CENAIM) ante la emergencia causada por la deteccion
del virus, puso en marcha un plan de monitoreo de toda la costa
ecuatoriana, para conocer la distribucion geografica del mismo y su
prevalencia (Proporcion de animales infectados). Si bien, este plan se
llevé a cabo a través de la toma de muestras en piscinas y laboratorios
y el analisis bioldgico por medio de una técnica nombrada como PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa, por sus siglas en ingles). Los
resultados de este estudio aunque interesantes, no fueron
concluyentes [14]. Las pérdidas causadas por esta enfermedad se

estimaron en 1.200 millones de ddlares.
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1.3 IHHNV (VIRUS DE LA NECROSIS HIPODERMICA Y

HEMATOPOYETICA INFECCIOSO)

1.3.1 Etiologia

El IHHNV ha sido caracterizado como un virus simple
cadena de ADN con un tamafo aproximado de 1.4Kb, presenta
una simetria icosaédrica (Figura 1), carente de envoltura, mide
aproximadamente 22nm, tiene una densidad de 1,4g/ml en
CsCl, y posee una céapside con cuatro polipéptidos de pesos

moleculares 74, 47, 39 y 37,5KD, respectivamente [17].

El IHHNV ha sido clasificado como miembro de la familia
Parvoviridae debido a su estructura y morfologia bioquimica

[18].

En la actualidad, IHHNV ha sido clasificado en la subfamilia

Densoirinae, el género Brevidensovirus. [19].

P. vannamei [18].
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1.3.2 Epidemiologia

Este virus fue descubierto en Penaeus stylirostris en Hawaii
causando el 90% de mortalidad en camarones juveniles y sub-

adultos [20]. Aunque es originario de Filipinas [21].

La presencia de IHHNV se ha detectado desde 1.989 en
camarones silvestres y de cultivo, en México, Centro y
Sudamérica. Esto indica que su distribucion geogréfica se
encuentra ampliamente a lo largo de todo el Pacifico americano

[22 y 23].

L. stylirostris, es sumamente susceptible a la infeccion por
IHHNV y algunas epizootias ocurrieron en granjas con sistemas
de cultivo semi-intensivo e intensivo [24]. Sin embargo, la
mortalidad provocada por este virus en ensayos de desafio es
menor en P. semisulcatus, P. chinensis, P. californiensis [24,

25, 26, 27 y 28].

En P. vannamei IHHNV causa una enfermedad crénica
conocida como Sindrome de la Deformidad y del Enanismo -

RDS por sus siglas en inglés- [7] (Foto 1).
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MPM P C+ C- C-

bp

Foto 1. Reproductor macho P. vannamei, que muestra
deformidad en el rostrum y resulta ser positivo para IHHNV al
cabo del andlisis, MPM = Marcador de peso molecular; P =
Pleépodo; C+ = Control positivo 345bp y C- = Control negativo

(Fuente: R. Marcillo Del C. Ayangue 2.009).

IHHNV se caracteriza por provocar infecciones persistentes
y latentes en P. vannamei. Asi, los camarones pueden ser
portadores asintomaticos y pueden transmitir verticalmente la
infeccion a su progenie y horizontalmente a otras poblaciones

[29 y 30].

La infeccion de IHHNV puede ocurrir por transmision
horizontal con ingestion del camarén infectado muerto o por el
contacto con agua donde se encuentren animales infectados

[31]. La transmision vertical ha sido sugerida por la presencia
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de IHHNV en los ovarios de las hembras infectadas en P.

vannamei [32].

Signos clinicos, tejidos y estadios afectados

En P. vannamei, la enfermedad crénica del RDS, ocurre en
esta especie resultado de la infeccion por el IHHNV. La
gravedad y prevalencia podria estar relacionada con la
infeccion durante el periodo larvario o principios de post-larva
[33 y 34]. Juveniles con RDS pueden presentar una inclinacion
del rostrum (45° a 90°) o deformidades del mismo;
anormalidades principalmente en el quinto o sexto segmento
abdominal; antenas arrugadas; aspereza y otras deformidades

en el exoesqueleto [33, 34 y 35].

Los juveniles presentan una variabilidad de tallas muy
grandes, con una proporcion de camarones pequefios
(“enanos”) mayor a lo esperado normalmente. El coeficiente de
variacion (CV= la desviacion estandar dividida entre el
promedio de los grupos de tallas diferentes dentro de una
poblacién) en las poblaciones con RDS es tipicamente superior
al 30% e incluso puede aproximarse al 90% [34 y 36]. En
contraste, las poblaciones de camarones juveniles de P.

vannamei y P. stylirostris libres de IHHNV (y por consiguiente
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libre de RDS) presentan un CV entre 10 al 30% [33, 34, 35, 36

y 37].

En P. vannamei, a nivel de tejidos se observa la presencia
prominente de cuerpos de inclusion intracelular llamados
Cowdry type A (Figura 2), los tejidos afectados de origen
ectodérmico y mesodérmico pueden ser: branquias, epitelio
cuticular, tejido conectivo, tejido hematopoyético, glandula

antenal [34].

Todos los estadios son susceptibles de infeccion al virus y
hasta el momento no se ha reportado ningun vector conocido

en infecciones naturales o experimentales [7].

o - A
Al ¢

Figura 2. Branquia de juvenil P. vannamei mostrando inclusion

intracelular Cowdry type A. (H&E 1800X) Fuente: D. V.

Lightner, 1.996 (Handbook of Shrimp Pathology)
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1.4AMETODOS DE DIAGNOSTICO

Los métodos de diagndstico, deben proveer al productor,
informacion acerca del estado de salud de los animales cultivados, de

manera rapida y eficaz, para tomar las medidas correctivas del caso.

En tal virtud, para la deteccion de IHHNV, se han desarrollado una
variada gama de métodos de diagnéstico que van desde la
observacion en fresco al microscopio de branquias y 6rganos
afectados; Microscopia electronica de transmision (MET), segun

protocolo de [18].

Histopatologia, basada en la demostracion histologica de cuerpos
de inclusion intracelulares tipo Cowdry A (CAIs), en cortes histolégicos

(3-6 micras) de tejidos tefiidos con Hematoxilina y Eosina/Floxina [38].

Métodos moleculares, utilizando sondas genéticas marcadas con
DIG, especificas para la deteccion de IHHNV, las cuales son utilizadas
en tres formas: Southerm Blot, formato punto-mancha (“Dot blot”), e

Hibridacion in situ.

Una de las técnicas mas utilizadas debido a su especificidad y
sensibilidad [39, 40 y 41], para la deteccion de la presencia de IHHNV,
en probables huéspedes utilizando muestras de tejido, tales como

plebépodos, sin la necesidad de sacrificar a los animales es la
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa, PCR (por sus siglas en ingles)
[40 y 42]. PCR en tiempo real [43 y 44]. PCR multiplex B. [45], y una
nueva técnica basada en amplificacion isotérmica del bucle mediado,

LAMP por sus siglas en inglés, [46].



CAPITULO 2.

2.MATERIALES Y METODOS

2.1MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1 Obtencién Reproductores

Ambos lotes provienen de especies domesticadas, el arbol
genealdgico es presentado en los anexos A-1 y A-2, el
levantamiento de los mismos se lo realiz6 en una camaronera

ubicada en la zona de Chongdn - Guayas - Ecuador.

2.1.1.1 Trazabilidad Lote B21

Las post - larvas fueron recibidas en enero 20,

2.008; 1°700.000 pl11 fueron sembradas en tanques de
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cuarentena a una densidad de 850.000pl/tq y con un

peso aproximado de 311pl/gr.

Al cabo de 3 dias de aclimatacion, con 92.89% de
supervivencia y peso promedio de 250pl/gr. Las larvas
fueron transferidas a precriadero a una densidad de

262.000pl/Ha.

En precriadero se mantuvieron 17 dias, obteniendo
un 73.87% de supervivencia y peso de 0.16g, fueron
sembradas en piscinas de Fase A, la densidad fue de

76.764camarones/Ha.

Los camarones fueron mantenidos durante 117dias,
siguiendo los protocolos, tratamientos y manejos
propios de la camaronera (datos no publicados); al final
de esta fase la supervivencia fue de 20.16% y 22.5¢g de

peso promedio al momento de transferir a fase B.

La densidad de siembra en fase B fue de
7.143camarones/Ha; finalmente después de 54 dias,
con una supervivencia de 76% y un peso promedio
para las hembras de 33g (Tabla V); las hembras y los

machos seleccionados fueron trasladados a la reserva
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de la maduracion. Los datos completos de trazabilidad

se muestran en el Anexo B-1.

La aclimatacién, ablacién y formacién de tanques
de produccion se lo realizo a los 11 dias subsiguientes

a la recepcion de los reproductores.

Tabla V. Trazabilidad lote B-21.

Fase Densidad | Permanencia | Peso | Supervivencia | Peso
(a/Ha) (dias) Inicial (%) Final

9) (9)
Raceway 850.000* 3 0,003 92,89 0,004
Precriadero | 262.000 17 0,004 73,87 0,16
Fase A 76.764 117 0,16 20,16 21,20
Fase B 7.143 54 22,5 76,00 33,00

Fuente: Trazabilidad OMARSA - Chongon, 2.008; * = post - larvas / raceway.

2.1.1.2 Trazabilidad Lote LGP6

Las post - larvas fueron recibidas en febrero 22,
2.008; 315.000 pl12 fueron sembradas en tanques de
cuarentena a una densidad de 315.000pl/tq y con un

peso aproximado de 140pl/gr.

Al cabo de 10 dias de aclimatacién, con 62.08% de
supervivencia y peso promedio de 50pl/gr. Las larvas
fueron transferidas a Fase A, la densidad fue de

48.653camarones/Ha.
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En Fase A se mantuvieron 158 dias, obteniendo un
40,15% de supervivencia y 24g de peso promedio para

la seleccion masal y transferencia a Fase B.

La densidad de siembra en fase B fue de
6.563camarones/Ha; finalmente después de 45 dias,
con una supervivencia de 91,90% y un peso promedio
para las hembras de 37g (Tabla VI); las hembras y los
machos seleccionados fueron trasladados a la reserva
de la maduracion. Los datos completos de trazabilidad

se muestran en el Anexo B-2.

La aclimatacion, ablacion y formacion de tanques
de produccion se lo realizo a los 17 dias subsiguientes

a la recepcion de los reproductores.

Tabla VI. Trazabilidad lote LGP-6.

Fase Densidad | Permanencia | Peso | Supervivencia | Peso
(a/Ha) (dias) Inicial (%) Final

) )

Raceway | 315.000* 10 0,007 62,08 0,02
Fase A 48.653 158 0,02 40,15 22,5
Fase B 6.563 45 24 91,90 37,00

Fuente: Trazabilidad OMARSA - Chongon, 2.008; * = post - larvas / raceway.

2.1.1.3 Pesca Hembras gravidas

En la seleccion de hembras los tanques y dias de

produccion, numero de hembras por tanque y los
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tanques de desove en los cuales fueron colocadas las
hembras, del primer y segundo bioensayo se muestran
en las Tablas No. VIl y VIII, nétese que los lotes tenian

en promedio una diferencia de 60 dias de produccion.

Se tom6 6 hembras con grado 5 de madurez
gonadal por tanque; el desove ocurrid en tanques de

600litros, colocando 12 hembras/tanque.

Al momento de devolucion de hembras, cosecha,
desinfeccion y aclimatacion de huevos, se muestre0 un
pleépodo por hembra, fijandolo en tubos 1,5ml con
700ul de etanol al 100%, para su posterior analisis y
fueron identificadas con un anillo para evitar que una

misma hembra desove en los dos bioensayos.

Tabla VII. Bioensayo 1: tanque y dias de produccion, nimero de hembras y

namero de tanque de desove por lote.

Tanque de Dias de el anaue
Lote ., ., hembras de
produccion | produccién . .
gravidas desove
11 84 6 18
17 83 6 18
B-21 24 82 6 17
29 83 6 17
12 23 6 19
LGP-6 23 23 6 20
30 24 6 20
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| | 42 | 22 | 6 | 19 |
Fuente: Trazabilidad BIOGEMAR - Ayangue, 2.008.

Tabla VIII. Bioensayo 2: tanque y dias de produccion, nimero de hembras y

ndamero de tanque de desove por lote.

Tanque de Dias de A Tanque
Lote ., o, hembras de
produccion | produccion .
gravidas desove
17 95 6 19
ERL 29 95 6 19
12 35 6 20
HelPE 23 35 6 20

Fuente: Trazabilidad BIOGEMAR - Ayangue, 2.008.

2.1.2 Obtencion de Post - larvas

La eclosion ocurrio en tanques de 400litros, manteniendo
una temperatura de 30°C, a una salinidad de 30ppt; la cantidad
de huevos, huevos por hembra, cantidad de nauplios Il (N-I1),
porcentaje de fertilidad, cantidad de nauplios V (N-V) y nauplios
V por hembra de cada desove para ambos bioensayos se

muestran en las tablas IX y X.

Tabla IX. Bioensayo 1: Datos de desove y eclosién por lote.

Lote Tg.de | No.de | Huevos | No. % No. N-V
desove | huevos | hembra | N-ll | Fertilidad | N-V | hembra
17 2.535 211 1.755 69
el 18 2.265 188 1.450 64 Bl =
LGP- 19 2.385 198 1.540 64
6 20 2.505 208 1.630 65 LI =

Fuente: Trazabilidad BIOGEMAR - Ayangue, 2.008.
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Lote Tg.de | No.de | Huevos | No. % No. N-V
desove | huevos | hembra [ N-II [ Fertilidad | N-V | hembra

B-21 19 2.028 169 1.600 79 1.536 128

L%P' 20 1.956 163 |1.670 85 1630 135

Fuente: Trazabilidad BIOGEMAR - Ayangue, 2.008.

La larvicultura fue realizada en dos zonas geograficas

diferentes, el primer bioensayo se lo realiz6 en Mar Bravo y el

segundo fue en San Pablo; la densidad de siembra se mantuvo

en 320 nauplios por litro y se utilizd el mismo protocolo de

produccion, la tabla de alimentacién general se observa en el

Anexo C.

Por cada lote se colectd 50 post - larvas 14 las cuales

fueron fijadas en tubos de 1,5ml con 700ul de etanol al 100%.

2.2DETERMINACION DEL TAMANO DE LAS MUESTRAS

Todo estudio de presencia de patdgenos lleva implicito en la fase

de disefio la determinacion del tamafio de la muestra necesario para

la ejecucion del mismo. El no realizar dicho proceso, puede llevarnos

a dos situaciones diferentes: Primera que realicemos el estudio sin el

namero adecuado de individuos, con lo cual no podremos ser precisos

al estimar los parametros y ademas no encontraremos diferencias

significativas cuando en la realidad si existen. La segunda situacion es
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gue podriamos estudiar un nimero innecesario de individuos, lo cual
lleva implicito no solo la pérdida de tiempo e incremento de recursos
innecesarios sino que ademas la calidad del estudio, dado dicho

incremento, puede verse afectada en sentido negativo.

En lo referente a progenitoras se muestrearon el 100% de hembras

desovadas.

Para el primer bioensayo el lote B21 tenia una poblacion de 181
hembras de las cuales se muestreo el 13.26%; en cambio para el lote

LGP6 habian 184 hembras de las cuales se muestreo el 13.04%.

Para el segundo bioensayo, el lote B21 tenia 84 hembras
muestreando el 14.29%, y LGP6 tenia 81 hembras de donde se

muestreo el 14.81%.

En cuanto a las post - larvas se partid6 de la premisa de que
nuestra poblacion era infinita y dado que desconocemos de estudios
previos el valor correspondiente a p lo llevamos al maximo permisible,

es decir, 0,5:

_ZixpHyg
DE=

» Zy2 =1.962 (ya que el nivel de confianza es 95%)

» p = proporcion esperada (en este caso 5% = 0.05)
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»> g=1-p(enestecasol-0.05=0.95)

» n =tamafo de la muestra (en este caso 50 post- larvas)

» d = precision (variable desconocida)

2.3PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN

Una vez obtenidas todas las muestras del presente estudio, estas
fueron mantenidas a -20°C en etanol 100%, las mismas que siguieron

el siguiente protocolo de extraccion de ADN.

Descarte del etanol 100%, seguido de un lavado en solucion salina
con 500ul de NaCl 0.85% durante 5 minutos. Posteriormente, se
colocaba 200 pl de lysis buffer -0.01M NaOH, S.D.S. 0.025%- se
dejaba actuar a la mezcla por 30 minutos para desintegrar el tejido. Al
cabo de este tiempo, se procedia a macerar y extraer restos de

exoesqueleto, en caso de que fuere necesario.

En cada tubo se colocaba seguros tipo caballer, para llevar las
muestras a bafio maria, aproximadamente 95°C durante 10 minutos.
Las muestras fueron centrifugadas en una Eppendorf Centrifuge
5417c y llevadas a 13.000rpm por 10 minutos. Previamente se ponian
en congelacion tubos de 1,7ml con 300ul de etanol 95%, para
transferir 150yl del sobrenadante obtenido en la primera

centrifugacion. Se agitaban los tubos para conseguir una buena



32

mezcla y se ponian en un congelador Dual Function Whirpool por 5

minutos.

Las muestras eran llevadas a una segunda centrifugaciéon a
13.000rpm por 5 minutos, de esta manera se obtenia la presencia de
un sedimento. Sin tocarlo se realizaron lavados con etanol helado. Los
tubos tenian una tercera centrifugacion a 13.000rpm por 5 minutos, se
descartaba por completo el etanol 70% y se los secaba a temperatura
ambiente durante 45 minutos para evaporar por completo la presencia

de etanol.

Finalmente, las muestras eran re-suspendidas con agua ultra pura
utilizando de 50 a 70 pl, los tubos se los colocaba en un agitador
Fisher Vortex Genie 2 durante 20 minutos, centrifugados a 13.000rpm
por 5 segundos y almacenados en un congelador a -20°C, para su

posterior analisis.

2.4SISTEMA DE DETECCION POR REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PRC)

Se selecciond el sistema de deteccion simple, puesto que para
efectos del estudio la sensibilidad e intensidad de los productos de

amplificacion eran lo suficientemente confiables.
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Iniciadores

En estudios previos, para el disefio de los iniciadores se
partié6 del genoma del virus con namero de referencia del Gen

Bank AF218266.

Para el segmento seleccionado se utilizaron los iniciadores
forward (5’AAT TCG ACG CTG CCA ATG AT 3’) y reverse
(5°GCC AAT GTT ACG TCG GCT TC 3’), que amplificaban un
producto de 345pb. Estos iniciadores fueron sintetizados por

Invitrogen.

Mezcla de Reaccidn

Se elaboro la siguiente mezcla de reaccion: 2 pl de 1x buffer
PCR -20mM Tris-HCL, 50mM KCI-; 0,6 pl de MgCl, -1.5mM-;
0,4 pl de dNTPs -0,2mM-; 1 ul de cada uno de los iniciadores -
0,5 uM-; 1UI de Taq (invitrogen) polimerasa; 13,8 pl de agua
ultra pura y 1 pl de ADN objetivo alcanzando un volumen final

de reaccién de 20 pl.

Tabla XI. Mezcla de Reaccion.

. C. Volumen C.

Reactivo Lo ]
inicial (uh) final

Buffer 10X 2| 1X
MgCl, 50mM 0,6 | 1,5mM
DNTPs 10uM 0,4 | 0,2uM
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Iniciador Forward | 10uM 1]0,5uM

Iniciador Reverse | 10uM 11]0,5uM

Taq polimerasa 5UI 0,2 | 1Ul/ul

H,O ultrapura 13,8

ADN objetivo 1
Volumen final 20

Fuente: R. Marcillo - Ayangue, 2.008; C.= Concentracion.

Programa del Termociclador

La programacion en el termociclador fue: 1 ciclo
(desnaturalizacion 95°C  por 3 minutos), 41 ciclos
(desnaturalizacion 95°C por 30 segundos; hibridacion a 58°C
por 30 segundos; y polimerizacion a 72°C por 1 minuto), 1 ciclo
(polimerizacion a 72°C por 3 minutos) y un ciclo final de

temperatura de incubacion a 10°C indefinidamente.

Tabla XIl. Programa Termociclador.

Temperatura Tiempo Ciclo

Desnaturalizaciéon 95°C | 3 minutos 1

Desnaturalizacion 95°C | 30 segundos
Hibridacién a 58°C 30 segundos | 41

Polimerizacion a 72°C | 1 minuto

Polimerizaciéon a 72°C | 3 minutos 1

Incubacién a 10°C Indefinido Final

Fuente: R. Marcillo - Ayangue, 2.008.
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2.5ELECTROFORESIS

Una vez amplificados los productos del ADN objetivo, la
visualizacion de cada una de las muestras, fueron resueltas por
electroforesis en geles de agarosa 1,2%, tefiidos con bromuro de

etidio (0.5mg/ml).

Finalmente los amplicones de ADN eran observados en una
habitacién oscura por exposicion del gel a radiacion UV, cada uno de

los geles fue fotografiado para su posterior analisis.



CAPITULO 3.

3.RESULTADOS

Los métodos utilizados en el laboratorio de BIOGEMAR, fueron
adecuados para el diagnostico de IHHNV, obteniéndose pocos artefactos.
Los casos artefactuales fueron a su vez vueltos a evaluar en el

laboratorio, con el fin de eliminar las amplificaciones imprecisas.

La regla de decision para determinar la infeccion o no del virus era la
presencia de una banda aproximadamente a 345pb; ya que este es el

tamanfo de la region del genoma de IHHNV a ser detectada.
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3.1PREVALENCIA EN PROGENITORAS

Con la finalidad de determinar la prevalencia de progenitoras, una
muestra representativa de las hembras post desove fue seleccionada
para obtener el material biolégico para su evaluacion por PCR. El
tejido seleccionado como material biologico (pledpodos del sexto
segmento abdominal) fue sometido a pruebas de PCR simple para la

deteccién del virus de IHHNV.

3.1.1 Bioensayo 1

Los analisis por PCR simple utilizando material biolégico del
lote B-21, demostraron que 20 de los 24 progenitores hembras

se encontraban infectados con el virus IHHNV.

Basados en estos datos se puede determinar que la
prevalencia del IHHNV en esta poblacion de reproductores
hembras se encontraba aproximadamente en el orden del

83,3% Foto 2.



38
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Foto 2. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en
geles de agarosa 1,2% para la deteccion de IHHNV Lote B-21,
Reproductores, B1l. 1-24. Reacciones de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de
345pb. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).

Los analisis por PCR simple utilizando material bioldgico del
lote LGP-6, demostraron que 17 de los 24 progenitores

hembras se encontraban infectados con el virus IHHNV.
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Basados en estos datos se puede determinar que la
prevalencia del IHHNV en esta poblacion de reproductores
hembras se encontraba aproximadamente en el orden del

70,8% Foto 3.

Foto 3. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en

geles de agarosa 1,2% para la deteccion de IHHNV Lote LGP-
6, Reproductores, B1l. 1-24. Reacciones de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de
345pb. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).
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3.1.2 Bioensayo 2

Los andlisis por PCR simple utilizando material biolégico del
lote B-21, demostraron que 8 de los 12 progenitores hembras

se encontraban infectados con el virus IHHNV.

Basados en estos datos se puede determinar que la
prevalencia del IHHNV en esta poblacion de reproductores

hembras se encontraba aproximadamente en el orden del

66,7% Foto 4.

Foto 4. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en
geles de agarosa 1,2% para la deteccion de IHHNV Lote B-21,
Reproductores, B2. 1-12: Reacciones de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de
345pb. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).
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Los andlisis por PCR simple utilizando material biologico del
lote LGP-6, demostraron que 4 de los 12 progenitores hembras

se encontraban infectados con el virus IHHNV.

Basados en estos datos se puede determinar que la
prevalencia del IHHNV en esta poblacion de reproductores
hembras se encontraba aproximadamente en el orden del

33,3% Foto 5.

Foto 5. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en

geles de agarosa 1,2% para la deteccion de IHHNV Lote LGP-
6, Reproductores, B2. 1-12. Reacciones de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de
345pb. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).
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3.2PREVALENCIA EN POST - LARVAS 14

La larvicultura se desarrollo en dos laboratorios ubicados en zonas
geogréficas diferentes: ElI primero ubicado en Mar Bravo-Salinas

(Bioensayo 1) y el segundo ubicado en San Pablo (Bioensayo 2).

La densidad de siembra fue de aproximadamente 320nauplios/litro,
tratando de mantener los mismos protocolos de produccién para
ambos laboratorios; manteniéndolos durante 21 dias. A esta edad, es
decir, pl14, se puede obtener la cantidad suficiente de ADN por

individuo.

A fin de obtener informacion del estado de infeccion por IHHNV, se
seleccionaron 50 post - larvas 14 por lote, las cuales fueron
analizadas mediante el sistema de PCR simple descrito en materiales

y métodos.

La finalidad de estos bioensayos era determinar si existe una
relacion entre los progenitores hembras infectadas y las post - larvas

infectadas cuyos resultados seran presentados a continuacion.

3.2.1 Bioensayo 1

El primer levantamiento de post - larvas de ambos lotes, fue
realizado en un laboratorio ubicado en Mar Bravo,

perteneciente a BIOGEMAR S. A.
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Los andlisis por PCR simple utilizando material biolégico del
lote B-21, demostraron que 38 de las 50 post - larvas se
encontraban infectadas con el virus IHHNV (Foto 6). En cambio

para el lote LGP-6, mostraron que 33 de las 50 post - larvas

estaban infectadas por el mismo virus (Foto 7).
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Foto 6. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en
geles de agarosa 1,2% para la detecciéon de IHHNV Lote B-21,
Post - larva 14, B1l. 1-50: Reacciones de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de

345pbh. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).
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Foto 7. Reacciones de amplificacibn de PCR reveladas en
geles de agarosa 1,2% para la deteccién de IHHNV Lote LGP-
6, Post - larva 14, B1l. 1-50: Reacciones de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de
345pbh. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).

Basados en estos datos se puede determinar que la
prevalencia del IHHNV en esta poblacion de post - larvas 14 se
encontraban aproximadamente en el orden del 76% para el lote

B-21y 66% para el lote LGP-6.

Bioensayo 2

La larvicultura del segundo bioensayo, se la realizo en un
laboratorio ubicado en San Pablo, siguiendo el mismo protocolo
de produccién que el primer bioensayo, de igual manera el

laboratorio pertenece a BIOGEMAR S. A.

Los analisis por PCR simple utilizando material bioldgico del
lote B-21, demostraron que 29 de las 50 post - larvas se
encontraban infectadas con el virus IHHNV (Foto 8). En cambio
para el lote LGP-6, mostraron que 15 de las 50 post - larvas

estaban infectadas por el mismo virus (Foto 9).
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Foto 8. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en
geles de agarosa 1,2% para la deteccion de IHHNV Lote B-21,
Post - larva 14, B2. 1-50: Reacciones de PCR. MPM =
Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de
345pb. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).
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Foto 9. Reacciones de amplificacion de PCR reveladas en

geles de agarosa 1,2% para la deteccion de IHHNV lote LGP-6,
Post - larva 14, B2. 1-50: Reacciones de PCR. MPM =

Marcador de peso molecular; C+ = Control positivo banda de
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345pb. C- = Control negativo (Fuente: R. Marcillo Del C.

Ayangue 2.009).

Basados en estos datos se puede determinar que la
prevalencia del IHHNV en esta poblacion de post - larvas 14 se
encontraban aproximadamente en el orden del 58% para el lote

B-21y 30% para el lote LGP-6.

3.3ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos de la larvicultura realizada en Mar Bravo
(Bioensayo 1), como la realizada en San Pablo (Bioensayo 2) se

encuentran resumidos en los Graficos 3 y 4, respectivamente.

Gréfico 3. Prevalencia de IHHNV en porcentaje por lote; Bioensayo 1.

"Incidencia de IHHNV en Porcentaje por Lote;
Bioensayo 1"

100

80

60

oB-21
OLGP-6

40

Porcentaje Positivos

20

Reproductores Post larva
Muestras

Fuente: R. Marcillo Del C. Ayangue 2.009.
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Grafico 4. Prevalencia de IHHNV en porcentaje por lote; Bioensayo 2.

"Incidencia de IHHNV en Porcentaje por Lote;
Bioensayo 2"

100.0
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40.0
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0.0
Reproductores

Post larva
Muestras
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oLGP-6

Fuente: R. Marcillo Del C. Ayangue 2.009.

Los datos obtenidos por analisis de PCR simple fueron evaluados

en una prueba t de student, para muestras pareadas de variables

dependientes, con un nivel de confianza del 95%, en el programa

Statistica para Windows, version 4.3. En el cual, se encontraron

diferencias significativas con un p<.05 (Gréafico 5).
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Grafico 5. Prueba T, Muestras Pareadas de Variables Dependientes.

Il T-test for Dependent Samples (new.sta) !EE
Continue... Harked differences are significant at p ¢ 05000
Std . Dvw.
Yariable Std.Dw. H Diff. Diff. t df ju}
I .270094
L237173 4 | —.083250 .040086 | —4 15353 3 .025368

Los datos también fueron evaluados para la correlacion de
Pearson dando un coeficiente de correlacion de: r = .99592, a un

p<.05 (Grafico 6).

Grafico 6. Correlacion Prevalencia Progenitora vs. Prevalencia

Progenie para IHHNV.

Correlacion Progenitora v, Progenie (Cazewrze MD deletion)
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.
.
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CAPITULO 4.

4.DISCUSION

Ante la demanda sostenida en el ambito mundial, la camaricultura
aporta con un 30% de la produccion total de camaron evaluada en 5.2
millones de toneladas [9]. En el Ecuador esta actividad tuvo sus inicios en

la década de los afos 1.970.

En 40 afios de actividad acuicola, el sector se ha visto afectado por
pandemias ocasionadas principalmente por agentes virales, esto ha

llevado a los productores de este crustaceo:
1. Cerrar el ciclo con la domesticacion de la especie;

2. Implementacion de programas de mejoramiento genético;
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3. Desarrollo de técnicas moleculares, para la deteccidén rapida y

oportuna de estos patégenos.

De todas las herramientas moleculares para le deteccion de agentes
etiolégicos de infecciones virales, la PCR con su sistema de deteccion
simple, es una de las mas utilizadas debido a su especificidad,
sensibilidad y costo. No obstante, existen herramientas conjuntas, que
han permitido incrementar en especificidad y sensibilidad la deteccién de

IHHNV de animales en estudio [47 y 48].

El objetivo de esta investigacion fue determinar, si la prevalencia de
IHHNV en progenitoras de un lote estaba intimamente ligada a la
prevalencia de su progenie, en dos sistemas de produccién, ubicados en

zonas geograficas diferentes.

Para este propésito se determindg la prevalencia en progenitoras y post
- larvas 14, de dos lotes con diferencia de produccion de 60 dias en

promedio.

El hecho de haber obtenido mayor prevalencia en el primer bioensayo
con respecto al segundo, en ambos lotes, podria derivarse de la “forma
no contagiosa supuesta de IHHNV”, sugerido por Dos Santos et al.,
2.009, y la probable activacion del virus podria ser atribuida a elevados
niveles de stress al momento del desove. Esto indicaria la presencia de

IHHNV en camarones asintomaticos, que son utlizados para su
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reproduccién, los mismos que son resistentes 0 en todo caso tolerantes a

la infeccidn del virus, lo cual es sugerido por Boada et al., 2.008.

Hay que tener en cuenta que, Lotz, 1.997, indica que la infeccion de
IHHNV puede ocurrir por transmision horizontal con ingestion del
camarén infectado muerto o por el contacto con agua donde se

encuentren animales infectados.

No obstante, podriamos decir que los resultados obtenidos
probablemente sugieren una transmision vertical, ligada a la prevalencia
de las progenitoras respecto a su progenie al momento del desove, ya
gue se encontraron diferencias significativas con p<0.05 para una prueba
t de variables dependientes pareadas; corroborando los resultados

obtenidos por Motte et al., 2.003.

La presente investigacion abre la posibilidad de pensar en una
integracion del virus en poblaciones de P. vannamei, cultivadas en el
Ecuador, lo cual ya es sugerido para P. monodon [49]; el cual se
mantiene latente, hasta que condiciones de estrés y ambientales
provocarian su activacién, por ende una transmisién vertical a su
progenie al momento del desove y que la progenitora es la que

mayormente aporta a la misma.



CONCLUSIONES

1. Los protocolos de extraccion de ADN y Reaccion en Cadena de la
Polimerasa fueron los Optimos, al momento de evaluar el material

biologico de estudio.

2. Los datos evidenciados, sugieren que existe una probable relacion (r =
0.99895) entre la prevalencia de la progenitora, respecto a su progenie, a
nivel de post - larvas 14, el cual es el tamafio promedio para su

comercializacion.

3. Aparentemente el tiempo de permanencia en produccion de
reproductores no es una probable limitante para la activacion del virus,

mas bien, el estrés al momento del desove lo provocarian.

4. Podriamos decir, que el mayor aporte al mecanismo de transmision
vertical del virus es la progenitora y que existe un relacién directa entre el

estatus de ésta con respecto a su progenie.



RECOMENDACIONES

1. La prevencion de enfermedades virales deberia ser una de las
prioridades del sector camaronero en el Ecuador, con el desarrollo de
programas de mejoramiento genético y de esta manera obtener lineas de
progenitores libres de patdogenos potencialmente peligrosos para el cultivo

de camaron.

2. Se recomienda utilizar métodos mas sensibles que podrian hacer a los
datos obtenidos mas confiables, el utilizar sistemas conjuntos de
deteccion como PCR anidada o Dot Blot/PCR seria aconsejable para
incrementar la sensibilidad al momento de analisis de las muestras en

estudio.

3. La generacion de familias libres de patdgenos, debe de ser una de las
estrategias de los productores, para minimizar el impacto de las
infecciones virales en sus cultivos e incrementar o mantener los

rendimientos de los mismos.
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ANEXO A-1. Arbol Geneal6gico Lote B-21 a partir del Omarsa 1
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ANEXO A-2. Arbol Geneal6gico Lote LGP-6 a partir del Omarsa 1
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ANEXO B-1. Resumen General Trazabilidad Lote B-21

1. DATDS GENERALES

1.1, NOMBRECECAMAROMERA: MARSA 5. A. 1.2 SECTOR: ¥IG5A

1.3, PISCINA[AS) Mo 629 14. LOTE: TQE 6 F1-B13 - LGP2[BT) - D1

2. DATOZ DE PRODUCCION FASE "A"

2.1. NOMBRELAE. DE LARYAS: FASCA - BIDGEMAR 2.2, PL[edad]: 11 2.3. PLIGRAKD il
2.4, CANTIDAD ADGUIRIDA REAL: 1,700,000 2.5. TIPODEZEMERA: RACEWAYS  PRECRIADERD"  DIRECTA™
2.6. GUIADE REMIZION No. 2308

2.1. FECHA DE TRANEFERENCIA: 120i2008 " PASE AL NUMERAL 2.15. POR FAYOR

" PASE AL NUMERAL 2.27. FOR FAYOR

2.8. # BACEWAYE SEMBRADOS: 2 2.9, RACEWATSE Nou MY
.10._D. DE IEMBERA [animaliT ] 850,000 2. 11. TIEMPO DE PERMANENCIA [dias] 3
12, KEUPERNIVERCIA 32.89 2.15. DIEPARIEDAD (TALLASH 1 2 5 4 5 6 1 &

A4 PLIGRARD INICIAL 3

2.15. PLIGRAMO FIRAL 250 2.11. TRAMIFEREMCIA: PRECRIADERD PIECINAT

.16. FECHA DE TRANSFERENCIA: 1123iz008

" PASE AL NUMERAL 2.21. POR FAYOR

.18._# PRECRIADERQE SEMERADOE 2 2.13._PRECRIADERDE Mo.: 739 [1,80Ha] ¥ 627 [153Ha]]
. DENEIDAD DE SIEMERA [animalfHa) 262,000 221 TIEMPODE PERMANENCIA [diaz) It

L FCA 0.8 2.23 LIUPERVIVERCIS 13.81

. PLIGRAMO INICIAL 2502.25. PER0 PROMEDIC FINAL{] 016226 FECHA DE TRANSFERENCIA 21902008

.t PIECINAE SEMERADAS 2 2.28. PIECINAS Mo T36 [2,67Ha) p T8 [2,00Ha]

. DENEIDAD DE SIEMERA [animaltha) 76,764 2 30. TIEMPODE PERMANENCIA [diaz) 17

. FCA 110 232 ZEUPERYIVENCIA 20.16

. PEE0 PROMEDIC IMICIAL[q) 0.16 2.34. PES0 PROMEDID FINAL[q) 22.5

. FECHA COSECHA 32312008 2.36. CANTIDAD COSECHADA [Ibiha) 12250

3. DATOE DE PRODUCCION FASE "B"

3.1, _#PIECINAS SEMERADAS 1 3.2, PISCINAS fo.: 623 [1,47Ha]
3.3. DENSIDAD DE SIEMBERA [animaltha) 1143 3.4, TIEMPODE PERMANENCIA [dias] 54
3.5. FC& 15 3.6. ZEURERVIVENCIA 16
3.1. PEZ0PROMEDID INICIAL 9] 22.5 3.8. PES0PROMEDIOFINAL[q) 32

4. DATOS DE COSECHA

4.1, FECHA COZECHA 2912008 4.2, HORA DE INICIO 18:00
4.3 EDAD [meses] B meses 1 zemana 4.4 PIECINA (2218 623
4.5 $HEMERAZ 1,600 4.6, PE0PROMEDIO HEMERAS 33
4.1, B MACHDE 1,260 4.8, PES0 PROMEDIO MACHOE H

4.9. $TOTAL REPRODUCTORES 2,660 4.10. PEZ0 PROMEDIO POBLACION dz2




ANEXO B-2. Resumen General Trazabilidad Lote LGP-6

1. DATOS GENERALES

1.1, NOMERECECAMARORERA: MARSA 5. A. 1.2, SECTOR: ¥IGSA
1.3. PISCINA{AS] Mo 628 1.4 LOTE: TO#5 F1- LGPS - LGP2(B¥] - D1
2. DATOS DE PRODUCCION FASE "A"

2.1. NOMERELAE. DEL&RYAS: FASCA - BIDGEMAR 2.2, PL[edad]: 12 2.3. PLIGRAMD 140
2.4, CANTIDAD ADGUIRIDS REAL: 315 2.5. TPODESIEMERA:  RACEWAYS  PRECRIADERD*  DIRECTA™
2.6. GUIA DE REMISION No. 2385
2.1. FECHA DE TRANEFERENCIA: 22213008 " PASE AL NUMERAL 2.18. POR FAYOR
"" PASE AL NUMERAL 2.21. POR FAYOR
2.8. #RACEWAYTE SEMBRADDE: 1 2.3, RACEWATE Mo ]
.10._D. DE ZIEMBRA [animaliTq] 315,000 211 TIEMPO OE PERMANENCIA [diaz] 10
12, KEUPERMIVENCIA 62.08 2.13. DIPARIEDAD TALLASY 1 2 5 4 S5 6 1 @
A4 PLIGRARD INICIAL 140
2.15. PLIGRAMO FIRAL 50 21T TRAMIFEREMCIA: PRECRIADERD PIZCIMAT
.16. FECHA DE TRANSFERENCIA: 31312008
" PAZE AL NUMERAL 2.27. POR FAYOR
.18._i PRECRIADEROE SEMERADOE HA 2.13. PRECRIADEROE Mo.: NA&
E.E[l. DENEIDAD DE SIEMERA [animaltHa] HA _2.21. TIEMPODE PERMANENCIA [diaz) NA
.23 FLA HA 2.23. KEUPERVIYENCIA NA
B.24. PLIGRAMD INICIAL Ha[2.25. PESO PROMEDID FINAL[) HA[2.26. FECHA DE TRANSFERENCIA A

.27, 8 PIZCINAE SEMERADAS 2 228, PIECINAS No.: 530(2,00H) v 627 [1,53Ha)

.23, DENZIDAD DE SIEMERA [animaltha) 48,653 2.30. TIEMPO DE PERMANENCIA [diaz) 158

31 FCA 2.32. SEUPERYIVENCIA

3. PEE0 PROMEDIO INICIAL 9] 0.02 2.34. PEE0 PROMEDIO FINAL 9]

.35, FECHA COSECHA Glaiz008 2.36. CANTIDAD COSECHADA [Ibdha]

3. DATOZ DE PRODUCCION FASE "B”

3.1, 8 PIECINAS SEMBRADAS 1 3.2, PISCINAS Mo 628 [1,6THa)
3.3. DENZIDAD DE SIEMBRA [animaltha) 6,563 3.4. TIEMPODE PERMANENCIA [diaz) 45
3.5. FC& 15 3.6. ZEUPERVIVENCIA ) )
3.1, PEE0 PROMEDID INICIAL 9] 24 3.8. PEZ0PROMEDID FINAL[q) 36

4. DATOS DE COSECHA

4.1. FECHA COZECHA 312112008 4.2. HORA DE INICIO 17:00
4.3, EDAD [meses] Tmeses 4.4, PIECINA [2:) [t
4.5. #HEMERAS 1,940 4.6. PE:0PROMEDIO HEMERAS 38
4.7 MACHOZ 1,620 4.8 PEZ0PROMEDIO MACHOE 34

4.3, #TOTALREPRODUCTORES 3,560 4.10. PEZ0 PROMEDIO POELACION 36




ANEXO C. Tabla Alimentacién Larviculturas
TABLA DE ALIMENTACION

CORRIDA DRGANICA ¥l - 2008 | DEL: 22 ¥23 agosto 2008 [AL: 9 - 16 septiembre 2008 FASE 1Y FASE Il
Alimento Artificial Alimento Natural
gramosimillon de larvas
Lancy ZM o4 Flake 0.1 Flake o.zif Flake nzy Flake [0z Flake  |o:d Artemia
Spirulina M| s Lanzy ZM | 050 Lancy Spirn .40 Lanzg MPL 059 Lanzy MP 0.4 Lanzg MPL o.44 Mutrilarea|o.:q Epibal | o.2q nutrilareg o.:5 nfanimal celiml

LHF 1 a5 Lancy Spir [ 1.of Lancy Spir 0.5 AP100-150{0.2 AP100-150[ 0.5 AP100-150[0.sf Epac PI [0 Epac P1 [os] Nutrilarv{os] Epibal  [osd A. cong A viva | Paisesinare
1121 2 60,000
2|22 4 15 80,000
3|23 b 20 80,000
411 £.3 30 80,000
1GH 7.4 i) 100,000
B3 10 i 100,000
7| WP 15 il 100,000
(Pl 2 70 100,000
(P2 il 100 100,000
10| P13 42 120 100,000
11| P14 g9 15() 100,000
12| Pl hill 175 100,000
13| FIE 40 175 100,000
14| FI7 i 175 100,000
15| P2 9 175 100,000
16| P13 105 175 100,000
17| PO 115 175 100,000
18| FIft 125 175 100,000
13| P2 135 175 100,000
20(Pi3 145 175 100,000
21| P4 155 175 100,000

T. INDRG. [ 5 6.3 7.3 25 H 10 11} 150 960
T. ORG. 208 806
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