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RESUMEN

Este proyecto tuvo lugar en el laboratorio de genética perteneciente al
departamento de investigacién y desarrollo en el area de biologia molecular
de la empresa Empagran S.A que esta ubicado en el km 19.5 via a la costa
en la provincia del Guayas. Se contd con un total de 100 muestras de
Litopenaeus vannamei, las cuales se distribuyeron en 3 estadios: postlarvas,
animales de maduracion y animales de camaronera. El objetivo del proyecto
fue evaluar la presencia del virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa y correlacionarlo con las diferentes variables
escogidas (temperatura, salinidad, pH, oxigeno y saturacién). Se usé el kit
de 1Q2000 IHHNV (anidada) para la PCR como método de analisis. Al
finalizar el proyecto y realizar los respectivos andlisis se concluyé que la
prevalencia del IHHNV fue baja y que las variables si influyeron en la
presencia del virus con excepcion de la saturacion. En cuanto a la
comunidad camaronera, se recomienda un mejor control y optar por pruebas
mas sensibles y precisas para la deteccion de enfermedades.

Palabras Clave: IHHNV, Litopenaeus vannamei, parametros, PCR, 1Q2000,

anidada

XVi



ABSTRACT

This project took place in the genetics laboratory belonging to the research
and development department in the molecular biology area of Empagran S.A,
which is located at km 19.5 via a la costa in the province of Guayas. There
was a total of 100 samples of Litopenaeus vannamei, which were distributed
in 3 stages: postlarvae, maturation animals and shrimp farm animals. The
goal of the project was to evaluate the presence of infectious hypodermic and
hematopoietic necrosis virus and correlate it with the different variables
chosen (temperature, salinity, pH, oxygen and saturation). The 1Q2000
IHHNV kit (nested) was used for PCR as an analysis method. At the end of
the project and performing the analysis, it was concluded that the prevalence
of IHHNV was low and that the variables did influence the presence of the
virus with the exception of saturation. As for the shrimp farmers and people
involved in this field, a better control is recommended and also opt for more
sensitive and accurate tests for disease detection.

Key words: IHHNV, Litopenaeus vannamei, parameters, PCR, 1Q2000,

nested

Xvili



1 INTRODUCCION

El camardn blanco es un crustaceo originario del Oriente del Océano
Pacifico, desde Sonora, México al Norte, hacia Centro y Sudamérica hasta
Tumbes en Perd, vive en habitats tropicales con fondos lodosos en donde la
temperatura del agua marina es normalmente mayor a los 20 °C durante

todo el afo.

Ejemplares de Panama fueron introducidos por primera vez a Florida
para su produccion, llegando asi hasta Asia y Ameérica Latina. La
camaronicultura es una de las actividades productivas con un crecimiento
importante a través de las exportaciones de productos pesqueros a nivel
mundial, convirtiendo al camaron en el producto pesquero y acuicola de

exportacion importante para muchos paises.

En Ecuador, la industria camaronera tiene su auge a finales de la
década de los cincuenta en un ambito artesanal, para luego desplazarse al
ambito industrial y convertirse en una importante fuente generadora de
empleos y de divisas para la economia del pais. En los ochenta, esta
actividad creci6 agresivamente y en 1987 el Ecuador fue el primer

exportador de camarén del mundo.

Como en cualquier tipo de produccion, se pueden encontrar factores
gue afectan a la misma. Las principales enfermedades en el camaron se
iniciaron al confinar esta especie de las cuales tenemos a la Necrosis
Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética (IHHNV), sindrome de Taura
(TSV), sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), Necrosis Baculoviral de la

Glandula del Intestino Medio y la Vibriosis.

Las infecciones por Necrosis Infecciosa Hipodérmica vy

Hematopoyética son mas graves en Litopenaeus stylirostris, en donde las



mortalidades pueden ser mayores al 90 %. Por otro lado, en el cultivo de
Litopenaeus vannamei, la infeccion solo ocasiona enanismo y rostrum
deforme. Esto ultimo, de igual manera provoca preocupacion en los
productores ya que el bajo crecimiento, incrementa la tasa de conversién
alimenticia, generando disparidad de tallas al momento de la cosecha lo cual

se vera reflejado en las utilidades esperadas.

Actualmente el sector camaronero ecuatoriano se encuentra
preocupado por la incidencia de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y
Hematopoyética que afecta a la exportacion de camaron blanco, ya que al
registrarse en los camarones esta enfermedad las entidades encargadas de
la regulacion de exportaciones impiden que el producto pueda ser
comercializado. A nivel de laboratorios se realizan estos analisis dando
positivos en algunas muestras y en otras no, por lo cual es de suma
importancia diferenciar la técnica de PCR para determinar la presencia o
ausencia del virus en los diferentes estadios que conllevan en el proceso de

produccion de larvas de camaron en laboratorio.

Por lo expuesto, el Trabajo de Titulacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general.
Evaluar la presencia del virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y
Hematopoyética en las diferentes etapas de produccion comercial del

camaron.

1.1.2 Objetivos especificos.
e Determinar la presencia del virus de la Necrosis Infecciosa
Hipodérmica y Hematopoyética en las diferentes etapas de

produccién comercial del camaron.



e Evaluar las variables (temperatura, salinidad, pH, oxigeno, y
saturacion) que influyen en la presencia del virus de la Necrosis
Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética en las diferentes etapas de
produccién comercial del camaron.

e Correlacionar la presencia del virus de la Necrosis Infecciosa
Hipodérmica y Hematopoyética con las variables establecidas.

1.2 Hipotesis
La presencia del virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y
Hematopoyética en el camardén es causada por un manejo técnico

inadecuado en su produccion.



2 MARCO TEORICO

2.1 Especies de camarones mas producidas en Ecuador
En nuestro pais hay 2 especies de camardn que se producen:

e Litopenaeus vannamei o camardn blanco: ser una de las mas
resistentes en cuanto a variaciones medioambientales en su
produccién, lo convierte en la principal especie de cultivo en la costa
del Ecuador. Algunas de sus caracteristicas son su color blanquecino
a amarillento con la parte dorsal del caparazén un poco mas oscura,
también suele habitar en aguas con fondos lodosos.

e Litopenaeus stylirostris: es la segunda especie mayor producida en
las costas del Pacifico, conformando cerca del 5 % de la produccion

total de camaroén en el pais (Pefia, 2017).

2.2 Taxonomia del camaron blanco
De acuerdo con Pérez — Farfante y Kensley (1997), la descripcion

taxonomica del camaron blanco es la siguiente:

Phylum: Arthropoda
Clase: Malacostraca
Orden: Decapoda
Suborden: Dendobranchiata
Superfamilia: Penaeoidea
Familia: Penaeidae
Género: Litopenaeus
Especie: vannamei



2.3 Anatomia del camardn blanco
Se van a distinguir 3 segmentos principales:

e Cefalotorax: esta conformado por apéndices, los cuales son las
anténulas, antenas, maxilas, pereiopodos, maxilipedos y mandibulas.
Es el segmento con mayor actividad metabdlica.

e Abdomen: lo constituyen 6 segmentos, los cuales poseen un par de
apéndices conocidos como pledpodos, los cuales sirven para la
natacion.

e Telson: formado por los urdpodos, que también tienen funcion
natatoria (Leal, 2010).

2.4 Ciclo de vida del camaroén
El ciclo de vida se puede clasificar en 6 fases: embrionaria, larval,

juvenil, adolescente, pre-adulta y adulta (Rivera, 1998).

Nauplio, se conoce cuando el huevo libera una larva tipica de los
crustaceos. A medida que crece, su cuerpo se alarga haciendo visibles la
anténula y antena. Su proceso varia entre 8 a 12 horas y 2 dias (Moran,
2017).

Zoea, tiene 3 sub estadios los cuales se diferencian por sus
respectivas mudas y cambios morfologicos. ElI cuerpo se divide
principalmente en dos partes: un abdomen sin segmentos y un caparazon de
forma hexagonal irregular con un térax dividido en 6 segmentos en la porcién

posterior (Rivera, 1998).

Mysis, se caracteriza por tener un cuerpo alargado mas parecido a un
camaron, con pereiédos funcionales y completamente desarrollados, sin
plebpodos. En este estadio se encuentran 3 fases; la primera el animal ya
tiene el cuerpo parecido a un camarén, en la segunda fase posee escama

antenal conspicua con espina externa, pereidpodos funcionales del primero



al tercero con quela rudimentario y ple6podos rudimentarios, ya en la tercera
fase posee un flagelo de la antena que sobrepasa o alcanza la escama. El
desarrollo dura entre 3 a 4 dias (Moran, 2017).

Postlarva, es donde los camarones ya son totalmente funcionales, se
asemejan a un camaron adulto en miniatura, hacen uso de sus pledpodos
para arrastrarse y agarrarse. Su alimentacion se basa principalmente de
artemia (Artemia salina), algas y dietas artificiales (Burgos, Molestina y
Almeida, 2016).

Juvenil, con caracteristicas puntuales, color pardo que puede variar, el
namero de dientes rostrales no es el definitivo, cuando alcanzan los 30 a
35 mm se puede observar que la hembra tiene mayor crecimiento que el
macho (FAO, 2019).

Adulto, se caracteriza ya que el rostro posee de 8 a 9 dientes en su
cresta dorsal y 2 dientes en la ventral. Su longitud va desde los 25 a 50 mm,
son dorados con algunas manchas rojizas pequefias, sus antenas son de
color rojo vibrante, que es lo que permite distinguir a esta especie (Davila,
Uquillas y Zorrilla, 2013).



Gréafico 1. Ciclo de vida del camarén

juvenil =~

’W%‘Q @ Huevo

' \ Fecundado
nysis
N
TV .

R =g AT

protozoea h nauplio pelagico

Fuente: Meyer, 2004

2.5 Produccioén del camaron en el Ecuador

Ecuador tiene altos estandares para producir camaron exportable de
alta calidad. Debido a esto las granjas de cria de camarones ecuatorianas
son muy bien valoradas. En este proceso, el camaron atraviesa diferentes
etapas antes de llegar a los platos de los consumidores. Desde los
laboratorios de maduracion hasta su venta en mercados minoristas
(Montoya, 2018).

En los dltimos afios los volumenes de produccion acuicola en el pais
se dispararon y el destino de las exportaciones cambio drasticamente; en el
pasado la Union Europea y los Estados Unidos eran los mas
representativos, pero actualmente Asia se ha convertido en nuestro principal
comprador. Se estima que este mercado importa alrededor del 60 por ciento
de la produccioén total de camardén de Ecuador, el afio pasado la demanda de
China aumenté un 434 % con relacion al 2017, segun datos del Banco
Central (Vistazo, 2019).

El sector camaronero concluy6 el 2019 con las cifras mas altas desde
gque esta actividad tuvo su auge hace 50 afios. Desde el mes de enero al

mes de noviembre se exportaron 1291.5 millones de libras, esto representa
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un incremento del 27 % si se lo compara con el mismo periodo del afio 2018.
La significancia de este volumen fue de $ 3375.4 millones de ingresos segun
la Camara Nacional de Acuacultura (Alvarado, 2020).

En el pais no hay registros de la cantidad de camarén que consumen
los ecuatorianos, Yahira Piedrahita, directora ejecutiva de la Céamara
Nacional de Acuacultura, indica que cerca del 5 % de lo que producen las
empacadoras se queda en el pais (El Telégrafo, 2017).

2.6 Calidad de agua en cultivo de camarén

Se puede definir a la calidad del agua como la composicion fisico-
guimico. Un agua es considerada de calidad, cuando sus caracteristicas la
hacen aceptable para un cierto uso, determinandose por analisis

cuantitativos en laboratorio (Jara, 2015).

Las muestras de agua recolectadas de piscinas se comparan con
estandares de calidad de agua, en donde se determinan las caracteristicas
fisicas y quimicas de esta. Es importante resaltar que la calidad del agua
viene a estar determinada por la erosion del sustrato mineral, los procesos
atmosféricos de evapotranspiracion y sedimentacion de lodos y sales, la
lixiviacion natural de la materia organica y los nutrientes del suelo por los
factores hidroldgicos, y los procesos bioldgicos en el medio acuatico que

pueden alterar la composicion fisica y quimica del agua (ONU, 2019).

2.6.1 Temperatura.

Como los camarones no pueden mantener su temperatura elevada o
a un nivel constante son considerados como organismos heterotérmicos o
poiquilotérmicos (de sangre fria), esto quiere decir que la temperatura del
agua en la que habitan es el reflejo de su temperatura corporal; como
consecuencia la temperatura influye mucho en el ritmo de crecimiento y la

tasa metabdlica de estos (Meyer, 2004).



La temperatura posee un gran impacto en procesos biolégicos como
crecimiento y respiracion, los cuales se duplican al aumentar la temperatura
del estanque, es decir, por cada que aumenta 10°C la temperatura aumenta
el consumo de OD y crecimiento, esto significa que el camarén crece dos
veces mas rapido y consume el doble de oxigeno a 30 °C que a 20 °C, por lo
gue el requerimiento de oxigeno disuelto es mas critico en temperaturas

calidas que en las frias (Ulloa, 2015).

2.6.2 Salinidad.

La salinidad hace referencia a la concentracion total de iones
disueltos en el agua. Influye mucho en el bienestar del cultivo acuatico y en
el ritmo de crecimiento y a tasa de mortalidad de los camarones (IDECAP,
2017).

El nivel de sales disueltas en el agua de las piscinas es otro de los
elementos que influyen a la calidad del agua, también incurren en el
contenido de oxigeno en el agua, pues a mayor salinidad menor oxigeno
disuelto (Carchipulla, 2018).

2.6.3 El pH.

En la cria de animales acuéaticos, la variacion del pH en el agua
fluctia diariamente por varias razones, pero principalmente debido a que el
dioxido de carbono producido por los organismos acuaticos cuando respiran
tiene una reaccion acida en el agua. En la cria de camarones aumenta
igualmente durante el dia a medida que el fitoplancton y otras plantas
acudticas eliminan el CO2 del agua durante la fotosintesis. Por otra parte, el
pH disminuye durante la noche debido a la respiracion y la produccion de
CO2 por parte de todos los organismos. Estudios cientificos demuestran que
el rango 6ptimo de pH del agua en el estanque de camarones debe oscilar
entre 7.8 a 8.5. Por ende, resulta fundamental que los productores de
camaron estabilicen el pH en este rango. Para obtener la mejor calidad de

agua, la fluctuacion maxima del pH diurno no debe exceder de 0.5. Es vital
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mantener un pH estable en un rango seguro ya que afecta al metabolismo y

otros procesos fisioldgicos del camardn (Molinos Champion, 2019).

2.6.3 Oxigeno y saturacion

El oxigeno disuelto en el agua proviene de la fotosintesis y del
oxigeno de la atmosfera. En los estanques para produccion de camarones,
la mayor fuente de oxigeno disuelto es la fotosintesis. Se debe tomar en
cuenta que este proceso depende de la cantidad de luz de la cual dispongan
los vegetales, por la misma razén la produccién de oxigeno disminuye en

dias nublados y se detiene en su totalidad por las noches (FAO, 2010).

El agua posee un maximo de concentracion de oxigeno que puede
ser retenido en solucion entre sus moléculas dependiendo de la presion
atmosférica, temperatura y salinidad. Esta maxima concentracion se conoce
como “concentracién de oxigeno al 100 % de saturacién”. En la mayoria de
los casos, el oxigeno presente en el agua puede ser menor 0 mayor a esta
capacidad maxima de retencion, por lo que es importante conocer la
concentracion de saturacion, para saber cuanto oxigeno mas puede retener
la masa de agua en un momento determinado y si ya se alcanzado su

maximo (Nicovita, 2018).

2.7 Generalidades de enfermedades comunes presentes en el camaron
blanco

Lightner (2011), afirma que las enfermedades que afectan a la
industria acuicola, en especial a la camaronicultura, han tenido un gran
impacto en América desde que el camardon se convirtid en una entidad
comercial significativa en la década de los setenta. Enfermedades causadas
por virus, bacterias, protozoos y hongos, se han convertido en las principales
enfermedades de los camarones cultivados, de las se pueden nombrar al
virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa (IHHNV), virus
del sindrome de Taura (TSV), virus de la mancha blanca (WSSV), virus de la

cabeza amarilla (YHV), e virus de la mionecrosis infecciosa (IMNV).
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Muchas de las enfermedades causadas por bacterias, hongos y
protozoos se manejan utilizando practicas de cultivo mejoradas,
saneamiento de rutina y el uso de quimioterapéuticos. Sin embargo, las
enfermedades causadas por virus han sido mucho mas dificiles de manejar y

han sido responsables de las epizootias mas costosas (Lightner, 2011).

2.8 Virus de la Necrosis Infecciosa Hipodérmica y Hematopoyética

La infeccién por el virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
es causada por el agente patégeno denominado virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa, que pertenece a la familia
Parvoviridae y al género Penstyldensovirus (OIE, 2016).

En 2009 se establecio la teoria de que cierta parte del genoma del
IHHNV pueda estar “alojado” dentro del genoma del camarén blanco, lo que
le confiere cierta resistencia a la manifestacion de la enfermedad. Esto
puede dar explicacion de por qué se encuentran organismos “infectados” con
el virus, pero no presentan signos visibles de enfermedad, revelandose que
es posible diferenciar un diagnostico de IHHNV entre las dos formas posibles

en que se presenta este virus, forma activa e inactiva (Ramirez, 2018).

2.8.1 Agente patdgeno.

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa es
uno de los virus mas pequefios conocidos del camaron peneido. El virion es
un icosaedro de 20-22 nm con ausencia de envoltura, de una densidad de
1.40 g ml-1 en CsCl, que posee ADN lineal monocatenario de un tamafo
aproximado de 3.9 kb y que tiene una capsida con cuatro polipéptidos de 74,
47, 39 y 37.5 kD de peso molecular (Bonami, Trumper, Mari, Brehélin, y
Lightner, 1990).

Ademas del virus infeccioso, se ha reportado un virus no infeccioso

que estd integrado en el genoma del P. monodon presente en Africa,
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Australia, Madagascar e India (Rai P., Safeena M. P., Krabsetsve K., La

Fauce K., Owens L. y Karunasagar I., 2012).

2.8.2 Especies susceptibles.

Las especies que cumplen los criterios para su inclusion en la lista de
susceptibles a ser infectados por el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa segun el Capitulo 1.5 del Cdédigo Sanitario para
los Animales Acuaticos (Codigo Acuatico) son las siguientes (Organizacién
Mundial de Sanidad Animal, 2009): camarén patiamarillo (Penaeus
californiensis), langostino jumbo (Penaeus monodon), camardn blanco
nortefio (Penaeus setiferus), camardn azul (Penaeus stylirostris), y camaron

patiblanco (Penaeus vannamei) (OIE, 2018).

2.8.3 Fases susceptibles.

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa se ha
detectado en todos los estadios de vida de P. vannamei (huevos, larvas,
postlarvas (PL), formas juveniles y adultos). También se ha hallado que los
huevos de hembras infectadas por un alto contenido de IHHNV por lo
general no llegan a desarrollarse ni a eclosionar. Aquellas larvas nauplias
gue han sido producidas por reproductores infectados y llegan a eclosionar
tienen una alta prevalencia de infeccion por el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa (Motte, E., Yugcha, E., Luzardo, J.,
Castro, F., Leclercq, G., Rodriguez, J. y Boulo, V., 2003).

2.8.4 Mecanismos de transmision.

El virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa se
puede transmitir por via horizontal o por via vertical. El canibalismo o la
presencia de aguas 0 heces contaminadas son vias horizontales de
transmision. Camarones infectados por el IHHNV y que logran sobrevivir, se
convierten en portadores asintomaticos permanentes y pueden llegar a
transmitir la infeccidbn a su descendencia, esta es la forma de transmisién
vertical (Cuéllar-Anjel, 2013).
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2.8.5 Mortalidad y morbilidad.

Estas condiciones se dan segun la especie y el genotipo del IHHNV,
pudiéndose dar de 3 formas. En L. stylirostris la infeccién produce una
enfermedad de curso agudo con mortalidades cercanas al 100 %. Tanto en
L. vannamei como en ciertas lineas genéticas de L. stylirostris y en L.
monodon, la infeccion por el virus de la necrosis hipodérmica y
hematopoyética infecciosa produce una enfermedad mas leve y crénica bajo
condiciones especiales, con manifestaciones de sindrome de deformidad y
enanismo y muy pocas veces se observan altas mortalidades; sin embargo,
hay bajo crecimiento y deformidades marcadas en la cuticula. La forma hace
referencia a cuando la mayor parte del genoma del virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa esta insertado en el genoma de
ciertas lineas genéticas de P. monodon, sin que haya evidencias de que esta

variante viral produzca infecciones (Cuéllar-Anjel, 2013).

2.9 Métodos de deteccion de virus
La virologia diagndstica tiene que ver con la identificacion tiene que
ver con la identificacion de los virus asociados con sintomas y signos

clinicos.

Los procedimientos comunmente usados son:

e Deteccibn de una respuesta inmune significativa al virus
(anticuerpos 0 mediados por células) mediante ensayos
inmunologicos.

¢ |dentificacion del agente mediante tincion de muestras o secciones
de tejido (microscopia de luz y electronica).

e Aislamiento e identificacion del agente (cultivo celular o huevos
fértiles).

e Deteccidn de acido nucléico viral (TVMDL, 2012).
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Para el diagnoéstico de camarones infectados con IHHNV, actualmente
se usan métodos histoldgicos para la confirmacion de los signos clinicos. Sin
embargo, estos métodos son laboriosos, requieren mucho tiempo y no son
adecuados para detectar niveles bajos de patdgenos que ocurren en la
infeccion viral aguda. Con el tiempo han surgido técnicas mas sensibles
como métodos de rutina para un diagndéstico molecular, estas basadas en la
tecnologia del ADN, como lo son la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) y la hibridacién in situ (Teixeira, M. A., Cruz, J. E. F., Vieira, P. R. N.,
Branco, I. R. C., Costa, F. H. F., y Radis-Baptista, G., 2010).

2.9.1 Muestreo.

Se pueden encontrar dos tipos de muestreo, el aleatorio que es usado
cuando se requiera muestrear al azar a una poblacion para determinar el
estado de salud o la prevalencia de algun patogeno, el numero de
camarones que sera necesario colectar va a depender de la prevalencia
estimada de dicho patdégeno y del nivel estadistico de confianza deseado. Y
también esta el no aleatorio, el cual es usado en situaciones en las que los
camarones presentan claramente signos externos de la enfermedad, asi el
célculo de la prevalencia es mas facil (Almanza Abud, Morales Q, Vielka, y
Cuéllar-Angel, 2008).

2.9.2 Preparacion de las muestras.

La seleccion del tipo de muestra y el medio para su preservacion
dependera del agente a diagnosticar, el tipo de andlisis solicitado y los
recursos de quien realice el muestreo. Los materiales elegidos deben
asegurar el mantenimiento de la integridad de las muestras (SENASICA,
2019).

La estandarizacion del proceso de toma y envio de muestras, es una
practica que influye directamente en el resultado de los andlisis, por lo tanto,
se debe considerar que distintas personas pueden realizar diferentes

practicas durante la toma de muestras, y una misma persona puede tomar
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muestras de distinta manera cuando las circunstancias cambian en cada
situacion (muestreo de juveniles, reproductores, embarques congelados,
etc.), por ello se debe mantener una supervision constante del personal
encargado de la operacion (SENASICA, 2019).

2.9.3 Histopatologia.

Se extraen camarones (u otros crustaceos decapodos) por el medio
gue del que se disponga y causandoles el minimo estrés posible por
manipulacion. Se fijan los camarones (u otros crustaceos decapodos) al
lateral del depdsito o estanque o bien se transportan al laboratorio en un
recipiente lleno de agua bien oxigenada. Se proporciona la suficiente
aireacion al recipiente si los camarones (u otros crustaceos decapodos) van
a dejarse durante un corto periodo de tiempo antes de la verdadera fijacion.
Para el estudio de camarones (u otros crustaceos decapodos)
presuntamente enfermos, deben escogerse los que estén moribundos,
presenten cambios de color, comportamientos andmalos o anomalias de
cualquier tipo, excepto cuando se tomen muestras destinadas a evaluar el
namero de casos de la enfermedad (como la estimacion de la prevalencia de
la enfermedad), en cuyo caso el método de seleccion preferible es el

muestreo aleatorio (OIE, 2018).

2.9.4 Técnicas moleculares.

Existen métodos directos de deteccion basados en sondas de ADN
especificas del virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética infecciosa
en formato de transferencia puntual y de ISH. Se han desarrollado pruebas
de reaccién en cadena de la polimerasa para el virus de la necrosis
hipodérmica y hematopoyética infecciosa y se pueden comprar sin dificultad
varios métodos y kits comerciales de deteccion por reaccion en cadena de la
polimerasa (OIE, 2012).
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2.10 Reaccion en cadena de la polimerasa para el Virus de la Necrosis
Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa.

El diagnostico molecular del genoma es uno de los principales
métodos para la deteccion de patdgenos. La reaccion de la cadena de la
polimerasa (PCR) es comunmente usada por métodos de diagndstico
molecular. En el método PCR, pequefias cantidades de ADN son
amplificados a cantidades detectables después de 1 a 2 horas de un proceso
de amplificacion (Qian et al., 2018).

Hay multiples variedades del IHHNV geograficamente, de las cuales
algunas no son detectadas por todos los métodos que existen. Dos series de
cebadores, 392F/R y 389F/R, son las mas adecuadas para detectar todas
las variantes genéticas conocidas del IHHNV. La serie de cebadores 309F/R
amplifica solo un segmento gendmico de los IHHNV tipos 1 y 2 (las formas
infecciosas del IHHNV), pero no de los tipos 3A y 3B, que son no infecciosos
y forman parte del genoma de P. monodon. La serie de cebadores MG831F /
R reacciona solamente con tipos 3A y 3B, que son no infecciosos y forman
parte del genoma de P. monodon. Por tanto, es muy recomendable
confirmar resultados positivos y/o negativos no esperados de PCR para el
IHHNV con una segunda serie de cebadores, o bien mediante otro método

de diagndstico (Tang et al., 2011).
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion del ensayo

El Trabajo de Titulacién se llevo a cabo en el Laboratorio de Genética
perteneciente al departamento de investigacion y desarrollo en el area de
biologia molecular de la empresa Empagran S.A que esta ubicado en el km
19.5 via a la costa en la provincia del Guayas. El proyecto fue realizado
durante los meses de noviembre de 2019 a enero de 2020.

Grafico 2. Ubicacion del laboratorio de genética del grupo Empagran S.A
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3.2 Duracion del Proyecto
El trabajo tuvo una duracién de 6 semanas. Las 3 primeras semanas
fueron dedicadas a tomar muestras y parametros correspondientes a cada
categoria a ser evaluada. Las 2 semanas siguientes correspondieron al
procesamiento de las muestras y en la Ultima semana se procedi6 a analizar

las muestras e interpretar los resultados.

3.3 Materiales
3.3.1 Equipos.
e Gramera
e Laptop
e Centrifuga
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e \ortex

e Termociclador

e Electroforesis

e Transiluminador UV

e Camara de flujo laminar

¢ Kit de extraccion de ADN

¢ Kit de amplificacion de IHHNV

e Camara digital

3.3.2 Materiales.
e Primers

e Agarosa

e Etanol 95 %

e Etanol 75 %

¢ Cloroformo

e Tinte red

e TAE

e DdH20

e Pipetas

e Puntas

e Mechero

e Pinzas

e Tubos eppendorf

e Libreta de campo

3.4 Poblacion de estudio
El trabajo se realiz6 con un total de 100 muestras de Litopenaeus
vannamei en sus diferentes estadios para su produccion comercial, entre

postlarvas, animales de maduracion y camaronera.
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El tamafio estandar de la muestra fue de 0.5 — 1 g en cuanto a post

larvas, y se tomaron 2 ejemplares por tanques de maduracién y camaronera.

3.5 Protocolo del estudio
El area de trabajo se encuentra en una finca de produccién de
camaron con piscinas de 20 hectéreas, en la cual se siembran cerca de

80 000 camarones por hectarea y 150 000 libras mensuales de camaron.

Para la recoleccion de las muestras se usaron colectores especificos
para cada etapa de desarrollo. Para los animales de maduracion y
camaronera se tomaron como muestra los pledpodos, y en cuanto a las
postlarvas se realizaron maceraciones con los mismos para después seguir

con la extraccion de ADN.

Para realizar la prueba de PCR se uso0 el kit de IHHNV 1Q 2000. Para
la extraccion de ADN se utilizé Lysis Buffer. Se procedio a colocar la muestra
en un tubo eppendorf de 1.5 ml, se afiadié 500 ul de Lysis Buffer y se molio
bien la muestra. Luego de esto, se incub6 la muestra preparada a 95 °C por
10 minutos y después se la centrifugd a 12 000 rpm por 10 minutos. Se
transfirio 200 ul de la solucion transparente superior a un nuevo tubo
eppendorf de 1.5 ml con 400 ul de etanol al 95 %. Se procedié a realizar
vortex, se centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos y se decanté el etanol para
dejar secar el pellet. Una vez seco el pellet, se lo disolvié con 200 ul de

ddH-0. Este procedimeintoO se realizé con todas las 100 muestras.

En cuanto al protocolo de amplificacion, se prepararon los reactivos
segun el numero de muestras, tomando en cuenta el marcador de peso
molecular (MPM), un control positivo y un control negativo. Este proceso
contd con una primera PCR y una PCR anidada, para ambas PCR se debi6
hacer los calculos correspondientes segun lo mencionado anteriormente. A

cada reaccioén se le afadio 2 ul del ADN extraido posteriormente. En cuanto
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a la mezcla de reactivos para la primera PCR, se us6 7.5 ul del PreMix
correspondiente mas 0.5 ul de la IQzyme ADN Polimerasa, la mezcla de

reactivos alcanzo para 8 ul / reaccion como indica el protocolo.

Una vez completada la primera PCR, se prosigui6 con la PCR
anidada, en donde de igual manera se preparé la mezcla de reactivos
usando 14 ul del PreMix correspondiente mas 1 ul de la 1Qzyme ADN
Polimerasa, esta mezcla alcanz6 para 15 ul / reaccion como lo sefiala el

protocolo.

Las condiciones de reaccion para la primera PCR incluyeron 1 ciclo
de 94 °C durante 2 min; 15 ciclos de 94 °C durante 20 s, 62 °C durante 20 s,
72 °C durante 30 s y un ciclo final de 72 °C durante 30 s y 20 °C durante
30 s. La corrida anidada consistio en 30 ciclos de 94 °C durante 20 s, 62 °C
durante 20 s, 72 °C durante 30 s y un ciclo final de 72 °C durante 30 sy
20 °C durante 30 s.

Se realiz6 la preparacion de los geles de agarosa para la lectura de
los resultados. Para esto, se mezclé 100 ml de TAE 1X con 2 gr de agarosa
seguido de un proceso de ebullicion y homogenizacién. Una vez reposada la
mezcla y a temperatura ambiente, se afiidi6 6 uL de tinte red y se
homogeniz6 nuevamente para poder distribuirla en el molde y esperar que

se solidifique.

Con las reacciones ya completas, en un pedazo de film de parafina se
pipetearon 2 ul de tinte de carga 6X por cada muestra a analizar. Luego se
procedio a afiadir 5 ul del marcador molecular donde corresponde y 10 ul de
cada reaccion respectivamente. Una vez completado esto, las muestras

estan listas para la electroforesis.
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En la caja de gel se coloco el gel de agarosa que se preparé y se
afiadié TAE 1X hasta cubrir todo el gel. Una vez con el gel en su lugar, se
procedié a cargar las muestras con el tinte de carga en cada uno de los
pocillos, este proceso se realizO6 con mucho cuidado para evitar
contaminacién de las muestras. Ya con todas las muestras cargadas en los
pocillos se configurd la caja de gel con un voltaje de 70 electrodos durante
45 min para el proceso de electroforesis.

Cuando terminé la electroforesis, para poder leer los resultados, se

puso el gel en el transiluminador UV.

3.6 Variables en estudio
3.6.1 IHHNV.

Para analizar la presencia o ausencia del virus, se hizo uso del kit de

deteccion 1Q2000 IHHNV (anidada) para deteccion y prevencion.

3.6.2 pH.
Para la medicién del pH se us6 un medidor digital de pH, lanzandolo
al agua para de esta manera obtener una lectura mas acertada al momento

de tomadas las muestras.

3.6.3 Temperatura.
Para la medicion de la variable temperatura, se hizo uso de un

termometro graduado a celcius al momento de tomadas las muestras.

3.6.4 Salinidad.
La salinidad fue medida con un refractometro, la lectura se realiz6
sumergiendo parte del prisma del dispositivo en el agua a ser evaluada al

momento de tomadas las muestras.
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3.6.5 Oxigeno.
Se realiz6 la lectura del oxigeno disuelto en el agua con un

oxigenometro al momento de tomadas las muestras.

3.6.6 Saturacién.
La saturacion fue medida con el mismo oxigenometro al momento de

tomadas las muestras.

3.6.7 Postlarvas.
En esta categoria fueron tomados en cuenta PL 6, PL 7, PL 12 y PL
13.

3.6.8 Maduracion.
En maduracion se tomaron en cuenta animales en produccion, sin

produccion y algunos en salas de reserva (cuarentena).

3.6.9 Camaronera.

En cuanto a camaronera, fue de donde mas se obtuvieron muestras
las cuales eran de 30 dias y de 45 dias después de la cosecha, otras
estaban en seleccion antes de produccion y otras estaban en 12 y 15 ¢

respectivamente.

3.7 Disefio experimental

Se aplico un disefio no experimental, descriptivo y correlacional.

3.8 Analisis de datos

Una vez terminado el proceso de muestreo y analisis, los resultados
obtenidos se pasaron a un archivo de Excel con el fin de relacionarlos con
las variables establecidas. Este analisis de datos se realizé usando tablas y

graficos.
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3.9 Analisis estadistico

La técnica estadistica que se us6, sirvid para medir la asociacion de
variables. En este caso se realiz6 una prueba de chi cuadrado mediante
tablas de contingencia, usando la herramienta INFOSTAT, en donde se

consider6 un 5 % de significancia.
Para determinar la prevalencia de la patologia, se aplico la siguiente

féormula:

Prevalencia = (casos positivos + total de casos estudiados) x 100
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4 RESULTADOS

4.1 Presencia del IHHNV por categoria

4.1.1 Presencia del IHHNV en postlarvas.

En la categoria de postlarvas se conté con 4 estadios y un total de
18 muestras como se puede observar en el Grafico 3. En el estadio PL 6,
con un total de 2 muestras de las cuales una resulté positiva y la otra
negativa. En PL7, con un total de 8 muestras de las cuales 4 resultaron
positivas y 4 negativas. PL 12, con 2 muestras, las cuales
resultaron positivas. Y por ultimo PL 13, con 6 muestras de las cuales todas

resultaron positivas.

Gréfico 3. Presencia del IHHNV en postlarvas
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Elaborado por: La Autora

4.1.2 Presencia del IHHNV en maduracion.

Con respecto a maduracion se contdé con 3 fases y se tomaron
22 muestras. En el Grafico 4 se puede ver que, en la fase de produccion las
8 muestras totales resultaron negativas. En la fase sin produccion con un

total de 6 muestras, 4 de estas fueron negativas y las 2 restantes positivas.
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Por dltimo, en la fase de cuarentena con un total de 8 muestras,
6 resultaron negativas y las otras 2 positivas.

Gréfico 4. Presencia del IHHNV en maduracion
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Elaborado por: La Autora

4.1.3 Presencia del IHHNV en camaronera.

Se obtuvo un total de 60 muestras en camaronera, segun el Grafico
5 las mismas se categorizaron de la siguiente manera: 16 muestras de
animales de 12 g aproximadamente, los resultados fueron 15 negativos y un
positivo; 15 muestras de animales de 15 g aproximadamente, los cuales
todos resultaron negativos; 9 muestras de 30 dias después de la cosecha,
de las cuales 7 fueron negativas y 2 positivas; 4 muestras de 45 dias
después de la cosecha, de las cuales 3 resultaron negativas y 1 positiva, por
altimo 16 muestras en seleccidén antes de produccion, en donde 15 fueron

negativas y 1 positiva.
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Gréfico 5. Presencia del IHHNV en camaronera
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4.2 Temperatura en casos de IHHNV

4.2.1 Temperatura en casos de IHHNV en postlarvas.

En el Gréafico 6, se observa como en postlarvas hubo dos
temperaturas diferentes, se puede apreciar que los animales que estuvieron
a 33.4 °C, 5 fueron positivos y 5 fueron negativos. En cuanto a los 8

animales que estuvieron a 33. 7 °C, todos resultaron positivos.

Gréfico 6. Temperatura en casos de IHHNV en postlarvas
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Elaborado por: La Autora
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4.2.2 Temperatura en casos de IHHNV en maduracion.

Segun se puede observar en el Grafico 7, en maduracién se
obtuvieron 22 muestras y hubo temperaturas con fluctuaciones minimas, por
lo cual se agruparon en dos: temperaturas entre 25 a 26 °C, hubo
2 muestras positivas y 6 negativas. En temperaturas entre 28 a 29 °C, hubo

2 muestras positivas y 14 negativas.

Grafico 7. Temperatura en casos de IHHNV en maduracion
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4.2.3 Temperatura en casos de IHHNV en camaronera.

En camaronera de igual forma, se agruparon las temperaturas y hubo
un total de 60 muestras. Como se puede interpretar en el Grafico 8, en
temperaturas entre 26 a 29 °C, 39 muestras fueron negativas y 5 positivas.
En cuanto a temperaturas entre 30 a 32 °C, la totalidad de 16 muestras

resultaron negativas.
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Gréfico 8. Temperatura en casos de IHHNV en camaronera
45
40 3
35
30
25
20
15

10
5

5
N— °
0

T°26-29 T°30-32

M Positivos M Negativos
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4.3 Salinidad en casos de IHHNV

4.3.1 Salinidad en casos de IHHNV en postlarvas.

Dentro del parametro salinidad, se hicieron 3 grupos. Observando el
Gréafico 9, de las muestras con una salinidad de 7.6 ppm, 4 resultaron
positivas y 5 negativas. La Unica muestra con una salinidad de 3 ppm, sali6
positiva, y aquellas 8 muestras con una salinidad de 5 ppm resultaron

positivas.

Gréfico 9. Salinidad en casos de IHHNV en postlarvas
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Elaborado por: La Autora
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4.3.2 Salinidad en casos de IHHNV en maduracion.

Como se puede ver en el Gréafico 10, en maduracion todas las
muestras estuvieron en una salinidad de 34 ppm, 4 resultaron positivas y
18 negativas.

Gréfico 10. Salinidad en casos de IHHNV en maduracion
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Elaborado por: La Autora

4.3.3 Salinidad en casos de IHHNV en camaronera.
En el Grafico 11 se observa que la salinidad de todas las muestras
tomadas en camaronera fue de 28 ppm, obteniéndose como resultado

5 muestras positivas y 55 negativas.
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Gréfico 11. Salinidad en casos de IHHNV en camaronera
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Elaborado por: La Autora

4.4 pH en casos de IHHNV
4.4.1 pH en casos de IHNNV en postlarvas.

Como se puede ver en el Gréafico 12, hubo muestras con un pH de
7.6, de las cuales 5 fueron negativas y 5 positivas. En cuanto a las muestras
con un pH de 8.03, todas resultaron positivas.

Gréfico 12. pH en casos de IHHNV en postlarvas
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4.4.2 pH en casos de IHHNV en maduracion.

Como se puede apreciar en el Grafico 13, en el rango de pH 6 a 7.5,
se obtuvo un total de 6 muestras negativas, mientras que en el rango de un
pH de 7.6 a 8, se obtuvo un resultado de 4 muestras positivas y
12 negativas.

Gréfico 13. pH en casos de IHHNV en maduracion
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Elaborado por: La Autora

4.4.3 pH en casos de IHHNV en camaronera.

En el Grafico 14 se puede observar que se hicieron tres
agrupaciones: las muestras con un pH entre 7 a 7.5 resultaron todas
negativas. De aquellas con un pH entre 7.6 a 8, 3 resultaron positivas
mientras que 19 negativas. Por ultimo, las muestras con un pH entre 8.1 a

8.5, se obtuvieron 2 positivasy 30 negativas.
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Grafico 14. pH en casos de IHHNV en camaronera
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4.5 Oxigeno y saturacion en casos de IHHNV
4.5.1 Oxigeno y saturacién en casos de IHHNV en postlarvas.
Como se ve en el Grafico 15, aquellas muestras con un oxigeno de
4.71 mg/l se obtuvo un resultado de 5 muestras positivas y 5 negativas.
Las 8 muestras restantes con un oxigeno de 6.46 mg/l fueron positivas. En
cuanto a saturacion, hubo 5 muestras positivas y 5 negativas con una
saturacion del 77.2 %. Todas las 8 muestras con una saturacion del 93.2 %

resultaron positivas.
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Grafico 15. Oxigeno y saturacion en casos de IHHNV en postlarvas
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Elaborado por: La Autora

4.5.2 Oxigeno y saturacién en casos de IHHNV en maduracion

En el Gréfico 16 se observa que las muestras con un oxigeno entre
5 a 6 mg/l, 2 fueron positivas y 12 negativas. De aquellas con un oxigeno
entre 6.1 a 7 mg/l, se obtuvo 2 muestras positivas y 6 negativas.

Grafico 16. Oxigeno y saturacion en casos de IHHNV en maduracion
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Elaborado por: La Autora
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4.5.3 Oxigeno y saturacion en casos de IHHNV en camaronera.

En camaronera, el oxigeno se dividi6 en tres grupos, el Gréfico
17 demuestra que de las muestras con un oxigeno de 3 a 4 mg/l, todas las
6 muestras salieron negativas. Aquellas con un oxigeno de 5 a 6 mgl/l,
4 fueron positivas y 42 negativas. Con un oxigeno de 7 a 8 mg/l, 7 muestras
salieron negativas y 1 positiva.

Gréfico 17. Oxigeno y saturacion en casos de IHHNV en camaronera
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4.6 Prevalencia del IHHNV

4.6.1 Frecuencia del IHHNV en postlarvas.

Ya con todos los resultados, como se puede observar en el Grafico
18, en postlarvas hubo una frecuencia del virus de un 72 %, con un 28 % de

casos negativos.
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Gréfico 18. Frecuencia en casos de IHHNV en postlarvas
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4.6.2 Frecuencia del IHHNV en maduracion.
Como se puede observar en el Grafico 19, la frecuencia en la
categoria de maduracion fue de un 82 %, con un 18 % de casos negativos.

Grafico 19. Frecuencia en casos de IHHNV en maduracion
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4.6.3 Frecuencia del IHHNV en camaronera.
En el Gréfico 20 se aprecia como en camaronera hubo una frecuencia
del virus muy baja con un 92 % de casos negativos, y solo un 8 % de casos

positivos.

Gréfico 20. Frecuencia en casos de IHHNV en camaronera
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4.6.4 Prevalencia del IHHNV en el total de casos.
Una vez analizado las 100 muestras, con los resultados obtenidos y
segun el Gréfico 21, un 78 % representa los casos negativos ante el IHHNV

y el 22 % corresponde a la prevalencia de la patologia.
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Gréfico 21. Prevalencia del IHHNV en el total de casos
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4.7 Influencia de las variables en la presencia del IHHNV

4.7.1 Frecuencia del IHHNV en relacion con la temperatura.

En cuanto a temperatura se pudo observar en el Grafico 22 que la
prevalencia del virus se vio mas en aquellas muestras con una temperatura
mayor a los 30 °C, pero de igual manera se toma en cuenta que la mayor
cantidad de muestras se encontré en el rango de 25 a 29 °C en donde la

mayoria de estas resultaron negativas.

Gréfico 22. Frecuencia del IHHNV en relacion con la temperatura
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Elaborado por: La Autora
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Haciendo el analisis estadistico, como se puede observar en la Tabla
1, segun la prueba de chi cuadrado el p-valor fue < 0.0001, es decir que fue
menor al nivel de significancia alfa 0.05. Como resultado la hipotesis nula se
rechaza, es decir, que la temperatura si esta asociada con la presencia del
IHHNV.

Tabla 1. Resultados de Chi cuadrado del IHHNV en relacién con la temperatura

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado 24.75 1 <0.0001
Pearson
Chi Cuadrado 24.36 1 <0.0001
MV-G2

Elaborado por: La Autora

4.7.2 Frecuencia del IHHNV en relacion con la salinidad.

Relacionando la salinidad con el virus, se puede observar en el
Grafico 23 que hubo mas prevalencia de este en las muestras con una
salinidad entre 3 a 8 ppm. La mayor cantidad de muestras se encontr6 en el
rango de salinidad de 28 a 34 ppm, las cuales resultaron negativas en su

mayoria.

Grafico 23. Frecuencia del IHHNV en relacion con la salinidad
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Luego de realizar la prueba de chi cuadrado, como se observa en la
Tabla 2 el p-valor fue < 0.0001, es decir que fue menor a alfa 0.05, por ende,
la hipotesis nula se rechaza, y se puede decir que la salinidad esta asociada
con la presencia del IHHNV.

Tabla 2. Resultados de Chi cuadrado del IHHNV en relacion con la salinidad

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado 32.27 1 <0.0001
Pearson
Chi Cuadrado 27.37 1 <0.0001
MV-G2

Elaborado por: La Autora

4.7.3 Frecuencia del IHHNV en relacién con el pH.
Como se puede observar en el Grafico 24, el rango de pH entre 7.1 a
8 es donde mas resultados positivos hubo, aunque de igual manera los

resultados negativos superan los positivos en todos los rangos.

Gréfico 24. Frecuencia del IHHNV en relacién con el pH
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En el andlisis estadistico, como se puede observar en la Tabla
3 segun la prueba de chi cuadrado el p-valor fue < 0.0033, es decir, menor al
nivel de significancia alfa 0.05. En este caso la hipétesis nula se rechaza y
por lo tanto el pH si esta asociado con la presencia del IHHNV.

Tabla 3. Resultados de Chi cuadrado del IHHNV en relacién con el pH

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado 11.42 2 <0.0033
Pearson
Chi Cuadrado 14.3 2 <0.0008
MV-G2

Elaborado por: La Autora

4.7.4 Frecuencia del IHHNV en relacién con el oxigeno.

En el Grafico 25 se puede observar que el rango de oxigeno entre
6.1 a 8 mg/l tuvo el mayor niumero de positivos entre los 3 rangos de
oxigeno, como se puede ver en el grafico. De igual forma se puede observar

gue asi mismo hay mas predisposicion de negativos en todos los rangos.

Gréfico 25. Frecuencia del IHHNV en relacion con el oxigeno
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Haciendo la prueba de chi cuadrado, como se observa en la Tabla
4 el p-valor fue <0.0067, fue menor al nivel de significancia y por ende el

oxigeno si estd asociado con la presencia del virus.

Tabla 4. Resultados de Chi cuadrado del IHHNV en relacion con el oxigeno

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado 10.01 2 <0.0067
Pearson

Chi Cuadrado
MV-G2

10.57 2 <0.0051

Elaborado por: La Autora

4.7.5 Frecuencia del IHHNV en relacion con la saturacion.

Como se puede observar en el Gréafico 26 entre los 3 rangos de
saturacion, se encontrd que el rango entre 81 a 95 % de saturacion posee la
mayor cantidad tanto de positivos como de negativos de entre todos los

rangos.

Grafico 26. Frecuencia del IHHNV en relacién con la saturacion
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Mientras que en la Tabla 5 se puede observar que segun la prueba de

chi cuadrado el p-valor fue <0.497, es decir que fue mayor al nivel de

significancia 0.05 por ende, se acepta la hip6tesis nula la cual dice que la

saturacion no esta asociada con la presencia del IHHNV.

Tabla 5. Resultados de Chi cuadrado del IHHNV en relacién con la temperatura

Estadistico Valor gl p
Chi Cuadrado 1.4 2 <0.497
Pearson
Chi Cuadrado
1.53 2 <0.4663

MV-G2

Elaborado por: La Autora
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5 DISCUSION

El sector acuicola en los ultimos 50 afios se ha visto afectado por
pandemias que han sido producidas en su mayoria por agentes virales, lo
cual ha generado que los productores de camardn implementen programas
de mejoramiento genético y desarrollen técnicas moleculares para una

deteccion rapida de estos patégenos (Marcillo, 2010).

En el presente trabajo se demostr0 que existe una correlacion
directamente proporcional entre temperatura, oxigeno y la frecuencia de
aparicion del IHHNV, con la salinidad esta correlacion fue inversamente
proporcional mientras que, con parametros como saturacion, no existio
asociacion alguna con la presencia del virus. En cuanto a pH el rango
intermedio fue el que mas positivos obtuvo. A diferencia de autores como
Sonnenholzner et al. (2002) sugieren que el virus puede infectar a los
camarones indiferente a la temperatura en la que se encuentren y que el
aumento en la supervivencia estaria relacionado por el incremento de la

respuesta del camaroén al virus.

Se conoce que tanto crustaceos como insectos pueden llevar uno o
mas patdgenos virales de manera persistente a niveles bajos, sin presentar
sintomas de enfermedad y pudiendo transmitirlas a sus descendientes, y
aunque aun no se sabe como lo hacen, este proceso se denomina

alojamiento viral (Flegel, 2009).

Se ha demostrado que Penaeus monodon puede llevar inserto en su
genoma, ciertos fragmentos del Virus de la Necrosis Hipodérmica y
Hematopoyética Infecciosa sin que estos presenten signos de la enfermedad
(Chayaburakul et al., 2005; Oie, 2016). En el presente trabajo se tomé como
objeto de estudio al Penaeus vannamei, especie de la cual, segun un estudio

en Brasil, se demostré6 que también se pueden encontrar fragmentos de
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IHHNV en el genoma de Litopenaeus vannamei (Teixeira et al., 2010). Los
autores mencionan que el virus al que denominan inactivo es aquel que se
encuentra presente en camarones sin visibles signos de enfermedad como
talla pequefa, rostrum desviado, o malformaciones cuticulares
(RoblesSikisaka et al., 2010; Silva et al., 2014). Mientras que la forma
denominada activa, es la encontrada en camarones que si presentan visibles

signos de enfermedad.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Segun los resultados obtenidos de los andlisis realizados en el

presente trabajo se puede concluir lo siguiente:

e El virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética,
estuvo presente en solo un 22 % de los casos totales y el 78 %
restante fueron negativos al virus, es decir, que su prevalencia fue
baja.

e Se evaluaron las variables y se puede decir que no hubo
fluctuaciones significativas en los parametros medidos.

e Haciendo la correlacion de cada parametro medido con la
presencia del virus, la temperatura, salinidad, pH y oxigeno
estuvieron asociados con la presencia del virus. La saturacion fue la

Unica variable que no se asoci6 con la presencia del virus.

6.2 Recomendaciones
Para mejores resultados en trabajos de investigacion, se realizan las
siguientes recomendaciones:
e Usar una calculadora de muestras para que asi el margen de error
sea el minimo posible.
e Mantener un buen control de los parametros en las diferentes areas
de produccién para los distintos estadios.
e Hacer uso de métodos de deteccion de enfermedades mas

sensibles y precisos, como el PCR anidada.
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Anexo 1. Pardmetros y presencia del virus en postlarvas

Categoria Muestra  |Estadio Temperatura | Salinidad |pH Oxigeno  |Saturacion  |IHHNV
POSTLARVAS 1 PL6 334 7.6 7.6 471 712 0
POSTLARVAS 2 PL6 334 7.6 7.6 471 712 1
POSTLARVAS 3 PL7 334 7.6 7.6 471 712 1
POSTLARVAS 4 PL7 334 7.6 7.6 471 712 0
POSTLARVAS 5 PL7 334 7.6 7.6 471 772 0
POSTLARVAS 6 PL7 334 7.6 7.6 471 712 1
POSTLARVAS 7 PL7 334 7.6 7.6 471 772 0
POSTLARVAS 8 PL7 334 7.6 7.6 471 772 0
POSTLARVAS 9 PL7 334 7.6 7.6 471 712 1
POSTLARVAS 10 PL7 334 3 7.6 471 772 1
POSTLARVAS 11 PL 12 337 5 8.03 6.46 932 1
POSTLARVAS 12 PL12 337 5 8.03 6.46 932 1
POSTLARVAS 13 PL13 337 5 8.03 6.46 932 1
POSTLARVAS 14 PL13 337 5 8.03 6.46 932 1
POSTLARVAS 15 PL13 337 5 8.03 6.46 932 1
POSTLARVAS 16 PL13 337 5 8.03 6.46 932 1
POSTLARVAS 17 PL13 337 5 8.03 6.46 932 1
POSTLARVAS 18 PL13 337 5 8.03 6.46 932 1
Elaborado por: La Autora

Anexo 2. Pardmetros y presencia del virus en maduracion

Categoria Muestra Estadio Temperatura |Salinidad  |pH Oxigeno  |Saturacion  |IHHNV
MADURACION 19 En produccién 28.7 34 6.6 6.0 94.5 0
MADURACION 20 En produccién 28.7 34 6.6 6.0 94.5 0
MADURACION 21 En produccion 28.7 34 7.58 5.5 85.4 0
MADURACION 22 En produccion 28.7 34 7.58 5.5 85.4 0
MADURACION 23 Sin produccién 28.6 34 7.7 5.8 91.6 1
MADURACION 24 Sin produccién 28.6 34 7.7 5.8 91.6 0
MADURACION 25, En produccién 28.5 34 7.8 5.7 88.6 0
MADURACION 26, En produccién 28.5 34 7.8 5.7 88.6 0
MADURACION 27, En produccién 28.6 34 7.7 5.9 88.7 0
MADURACION 28 En produccién 28.6 34 7.7 5.9 88.7 0
MADURACION 29 Sin produccion 28.7 34 6.6 6.0] 94.5 0
MADURACION 30 Sin produccién 28.7 34 6.6 6.0] 94.5 0
MADURACION 31 Sin produccion 28.6] 34 7.7 5.8 91.6] 0]
MADURACION 32, Sin produccién 28.6 34 7.7 5.8 91.6 1
MADURACION 33, Cuarentena 25.3 34 7.9 6.7 98.1 0
MADURACION 34 Cuarentena 25.3 34 7.9 6.7 98.1 0
MADURACION 35 Cuarentena 25.2 34 7.86 6.7 97.3 0
MADURACION 36 Cuarentena 25.2 34 7.86 6.7 97.3 0
MADURACION 37 Cuarentena 25.1 34 7.9 6.5 96.1 0
MADURACION 38 Cuarentena 25.1 34 7.9 6.5 96.1 1
MADURACION 39 Cuarentena 25 34 7.9 6.4 93.5 0
MADURACION 40 Cuarentena 25 34 7.9 6.4 93.5 1

Elaborado por: La Autora
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Anexo 3. Parametros y presencia del virus en camaronera

Categoria Muestra Estadio Temperatura | Salinidad | pH Oxigeno  |Saturacion  |IHHNV
CAMARONERA 41 1 mes después de la cosecha 29.1 28 8.0 8.1 122.6 0]
CAMARONERA 42 1 mes después dela cosecha 29.1 28 8.0 8.1 122.6 1
CAMARONERA 43 1 mesdespués dela cosecha 284 28 8.0 5.5 78.4 1
CAMARONERA 44 1 mesdespués dela cosecha 284 28 8.0 5.5 78.4 0]
CAMARONERA 45 1 mesdespués dela cosecha 28 28 8.2 3.4 47.6) 0]
CAMARONERA 46 1 mesdespués dela cosecha 28 28 8.2 3.4 47.6) 0]
CAMARONERA 47| 1 mesdespués dela cosecha 29.2 28 8.1 7.6 103.0 0]
CAMARONERA 48 1 mes después de la cosecha 29.2] 28 8.1 7.6 103.0 0
CAMARONERA 49 1 mes después de la cosecha 323 28 7.4 5.9 94.1 0]
CAMARONERA 50 En Seleccién antes de Produccion 323 28| 7.4 5.9 94.1 0
CAMARONERA 51 En Seleccién antes de Produccion 325 28] 7.5 5.6 89.4 0
CAMARONERA 52 En Seleccién antes de Produccion 325 28] 7.5 5.6 89.4 0
CAMARONERA 53 En Seleccidn antes de Produccion 32.4 28] 7.6 5.8 93.0 0
CAMARONERA 54 En Seleccidn antes de Produccion 324 28 7.6 5.8 93.0 0
CAMARONERA 55 En Seleccion antes de Produccion 327 28 7.6 55 88.0 0
CAMARONERA 56 En Seleccién antes de Produccion 32.7 28| 7.6 5.5 88.0 0
CAMARONERA 57 En Seleccién antes de Produccion 32 28] 7.3 5.8 91.6 0
CAMARONERA 58 En Seleccién antes de Produccion 32 28] 7.3 5.8 91.6 0
CAMARONERA 59 En Seleccién antes de Produccion 32.1 28] 7.4 5.6 98.5 0
CAMARONERA 60 En Seleccion antes de Produccion 321 28 7.4 5.6 98.5 0
CAMARONERA 61 En Seleccion antes de Produccion 32 28 7.8 53 83.1 0
CAMARONERA 62 En Seleccién antes de Produccion 32| 28| 7.8 5.3 83.1 0
CAMARONERA 63 En Seleccién antes de Produccion 31.8 28] 7.8 5.6 89.0 0
CAMARONERA 64 En Seleccién antes de Produccion 31.8 28] 7.8 5.6 89.0 0
CAMARONERA 65 12 gr. Aprox 273 28 8.4 4.8 72.0] 0]
CAMARONERA 66 12 gr. Aprox 273 28 8.4 4.8 72.0] 0
CAMARONERA 67 12 gr. Aprox 27.5 28 8.5 5.8 89.0] 0]
CAMARONERA 68| 12 gr. Aprox 275 28 8.5 5.8 89.0] 0]
CAMARONERA 69 12 gr. Aprox 273 28 7.9 5.0 73.4 0]
CAMARONERA 70] 12 gr. Aprox 273 28 7.9 5.0 73.4] 0]
CAMARONERA 71 12 gr. Aprox 28.4 28 8.5 7.6 98.4] 0]
CAMARONERA 72 12 gr. Aprox 284 28 85 7.6 98.4 0
CAMARONERA 73 12 gr. Aprox 26.4 28 7.9 6.8 98.0] 0]
CAMARONERA 74 12 gr. Aprox 26.4 28 7.9 6.8 98.0] 1
CAMARONERA 75 12 gr. Aprox 26.5 28 8.3 6.8 98.0] 0]
CAMARONERA 76| 12 gr. Aprox 26.5 28 8.3 6.8 98.0] 0]
CAMARONERA 77| 12 gr. Aprox 28.4 28 8.5 5.8 69.2 0]
CAMARONERA 78 12 gr. Aprox 28.4) 28 8.5 5.8 69.2 0
CAMARONERA 79 12 gr. Aprox 27.2 28, 8.4 6.4 85.3 0]
CAMARONERA 80| 12 gr. Aprox 27.2 28 8.4 6.4 85.3 0]
CAMARONERA 81 15 gr. Aprox 273 28 7.8 5.7 75.5 0]
CAMARONERA 82 15 gr. Aprox 273 28 7.8 5.7 75.5 0]
CAMARONERA 83 15 gr. Aprox 28 28 8.1 6.2 943 0]
CAMARONERA 84 15 gr. Aprox 28 28 8.1 6.2 94.3 0
CAMARONERA 85 15 gr. Aprox 27.3 28 83 5.9 85.0 0
CAMARONERA 86 15 gr. Aprox 273 28 8.3 5.9 85.0] 1
CAMARONERA 87 15 gr. Aprox 28.6 28 8.3 5.8 88.0] 0]
CAMARONERA 88| 15 gr. Aprox 28.6 28 8.3 5.8 88.0] 0]
CAMARONERA 89 15 gr. Aprox 273 28 8.4 5.8 98.0] 0]
CAMARONERA 90 15 gr. Aprox 27.3 28 8.4 5.8 98.0 0
CAMARONERA 91 15 gr. Aprox 27.9] 28 83 5.6 87.6 0
CAMARONERA 92 15 gr. Aprox 27.9 28 8.3 5.6 87.6] 0]
CAMARONERA 93 15 gr. Aprox 27.2 28 8.5 7.9 98.0] 0]
CAMARONERA 94 15 gr. Aprox 27.2 28 8.5 7.9 98.0] 0]
CAMARONERA 95 15 gr. Aprox 275 28 8.0 4.8 70.0] 0]
CAMARONERA 96 15 gr. Aprox 275 28 8.0 4.8 70.0} 0]
CAMARONERA 97 1 mesy medio después de la cosecha 27 28 8.1 6.5 94.0 1
CAMARONERA 98| 1 mesy medio después de la cosecha 28.9 28 7.9 6.3 97.0] 0]
CAMARONERA 99 1 mesy medio después de la cosecha 28.1 28 8.1 6.1 90.3 0]
CAMARONERA 100 1 mesy medio después de la cosecha 28.5 28 8.0 5.8 88.0] 0|

Elaborado por: La Autora
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Anexo 4. Recoleccién de muestras de postlarvas
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Fuente: La Autora
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Anexo 6. Extraccion de muestras de pleépodos

Fuente: La Autora

Anexo 7. Secado de ADN extraido
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Anexo 8. Kit de deteccion para IHHNV (anidada)
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Fuente: La Autora
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Anexo 10. Muestras listas en termociclador

95:18 PM 01/14/20 25.8°C
Geneamp® PCR Bystem 9700
Version 2.25
User: ihhnul

Fuente: La Autora

Anexo 11. Colocacion de muestras en tinte

Fuente: La Autora
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Anexo 12. Gel con muestras en electroforesis

Fuente: La Autora
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Anexo 14. Lectura de resultados en gel (maduracion)

Fuente: La Autora

Anexo 15. Lectura de resultados en gel (camaronera)

Fuente: La Autora
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Anexo 16. Lectura de resultados en gel (camaronera)

Fuente: La Autora

Anexo 17. Lectura de resultados en gel (camaronera)

Fuente: La Autora
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