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Resumen de la tesis que presenta Mriya Michele Celeste Lépez Galicia como requisito parcial para la
obtencidon del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Deteccion de agentes patdgenos en el ambiente de cultivo del camarén blanco del Pacifico
(Penaeus vannamei) a través de la secuenciacion masiva de nueva generacion

Resumen aprobado por:

Dr. Roberto Cruz Flores Dra. Laurence Stéphanie Mercier
Codirector de tesis Codirectora de tesis

El camardn blanco del Pacifico (Penaeus vannamei) es una especie acuicola de alto valor econémico
en México y a nivel global. Las elevadas tasas de produccién, practicas inapropiadas de cultivo y
algunos factores ambientales influyen en la aparicidon y diseminacidon de enfermedades que afectanla
crianza de este crustdceo. Las técnicas moleculares, como PCRy gPCR, se utilizan para la identificacion
de agentes patégenos. Estas técnicas facilitan la detecciény cuantificacidon de un agente infeccioso a
partir de una muestra que contiene sus acidos nucleicos. Sin embargo, los cultivos camaronicolas
pueden serinfectados por mas de un patdgenoy estas técnicas moleculares no estan disefiadas para
identificar simultdneamente a todos los patdgenos presentes en una muestra. Recientemente, la
tecnologia de secuenciacién masiva de nuevageneracion (NGS, por sus siglas eninglés) ha captado la
atencién de los patélogos, debido a que facilitan la obtencién de los genomas de toda una comunidad
microbiana a partir de una muestrade ADN o ARN ambiental (agua, sedimento, etc.). LaNGStiene un
alto potencial como herramienta para la identificacién de agentes patégenos. El objetivo de este
proyecto fue evaluarla utilidad de la NGS para identificar ADN de agentes patdgenos asociados con el
camaroén P. vannamei, a partir de muestras de aguay sedimento colectadas enlos estanques de cultivo
de dos granjas camaronicolas del Noroeste de México. Se identificé por PCR convencional al virus de
la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV), Baculovirus penaei (BP), Monodon
baculovirus (MB), virus de los decapodos 1 (DIV1), a Candidatus Hepatobacter penaei causante de la
necrosis hepatopancreatica (NHP) y, a Vibrio parahaemolyticus causante de la necrosis aguda del
hepatopdancreas (AHPND). Laidentidad de estos patdgenos fue corroborada por Secuenciacién Sanger.
Mediante NGS se confirmé la presenciade AHPND. Se especula que las concentraciones bajas de ADN
obtenidas de agua y sedimento en combinacidn con la utilizacidn de reactivos para la amplificacion
gendémica total pudieron haber inferido en los resultados. Sin embargo, el presente trabajo es el
primero en utilizar un protocolo universal de PCR convencional para la deteccién de multiples
patégenos en comparacidon con NGS.

Palabras clave: Técnicade deteccion, agente patégeno, camaron, secuenciacion de masivade nueva
generacion, ADN ambiental.



Abstract of the thesis presented by Mriya Michele Celeste Lopez Galicia as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Aquaculture.

Detection of pathogens in the culture environment of Pacific white shrimp (Penaeus vannamei)
through next-generation sequencing

Abstract approved by:

Dr. Roberto Cruz Flores Dr. Laurence Stéphanie Mercier
Thesis Codirector Thesis Codirector

The Pacific white shrimp (Penaeus vannamei) is an aquaculture species of high economic value in
Mexico and globally. High production rates, inappropriate farming practices, and various
environmental factors contribute to the emergence and spread of different diseases that affect the
cultivation of this crustacean. Molecular techniques, such as PCR and real-time qPCR, are
conventionally used for the diagnosis of pathogenic agents. These techniques facilitate the
identification and quantification of an infectious agent from a sample containing its nucleic acids.
However, shrimp farms can be infected by more than one microorganism, and these molecular
technigues are not designed to simultaneously identify all the pathogenicagents presentina sample.
Recently, next-generation sequencing (NGS) technology has caught the attention of pathologists
because it enables the acquisition of whole microbial community genomes from environmental DNA
or RNA samples (water, sediment, etc.). NGS has significant potential as a tool for pathogen detection.
The objective of this project was to evaluate the sensitivity of next-generation sequencing for
identifying DNA pathogens infecting P. vannamei shrimp, based on water and sediment samples
collected from the cultivation ponds of two shrimp farms in Northwest Mexico. By conventional PCR
we detected the infectious hypodermaland hematopoyetic necrosis virus (IHHNV), decapod iridescent
virus 1 (DIV1), Baculovirus penaei (BP), Monodon baculovirus (MB), Candidatus Hepatobacter penaej
the causative agent of acute hepatopancreatic necrosis (NHP-B) and Vibrio parahaemolyticus, the
causative agent of acute hepatopancreaticnecrosis disease (AHPND). The identity of these pathogens
was confirmed by Sangersequencing. Using NGS, only the presence of AHPND could be confirmed. It
is speculated that the low DNA concentrations obtained from water and sediment samples, combined
with the use of reagents for whole genomic amplification, may have limited the results of NGS.
However, this study is the first to use a universal conventional PCR protocol for the detection of
multiple pathogens.

Keywords: Detection technique, pathogen agent, shrimp, next-generation sequencing,
environmental ADN.
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Capitulo 1. Introduccion

La acuicultura es el cultivo de organismos acudticos como peces, crustaceos, moluscosy plantas de aguas
dulcesy saladas (Platas-Rosadoy Vilaboa-Arroniz, 2014). En la Ultima década, se ha convertido en el sector
de produccion alimentaria de mas rapido crecimiento, asi como, una de las mejores opciones para
satisfacer la demanda de productos de origen marino destinados al consumo humano (FAQ, 2022). La
produccién de crustaceos en el mundo sobrepasé los 11.2 millones de toneladas en el afio 2020,
generando un ingreso de 81 mil millones de délares americanos (FAO, 2022). El camardn blanco del
Pacifico (Penaeus vannamei) es la especie de crustaceo de mayor produccién en la acuicultura. En 2020,
su produccién alcanzé los 5.8 millones de toneladas con un valor aproximado de 42 mil millones de ddlares
americanos (FAO, 2022). Dicha produccidn se concentrd principalmente en eloriente y sudoeste asiaticos
y América Latina, particularmente en China, Vietnam, India, Indonesia, Ecuador, Tailandia, México, Brasil,

Venezuela, Perd y Honduras (FAO, 2022; CONAPESCA 2021).

En México, los cultivos comerciales de camardn iniciaron a partir de los afios 80s y la actividad ha tenido
un crecimiento exponencial desde entonces. Las actividades de cultivo se concentran primordialmente en
el Noroeste delpais, enla costade los estados de Sinaloay Sonora (CONAPESCA, 2021). En 2021, elcultivo
de camardn representd el 73% de la produccién acuicola nacional total, con un volumen de
aproximadamente 182 mil toneladasy un valor estimado en mas de 18 mil millones de pesos mexicanos

(CONAPESCA, 2021).

El sector camaronicola se ha visto severamente afectado porenfermedades existentes y emergentes que
amenazan la rentabilidad, sostenibilidady crecimiento de la industria (Cruz-Flores et al., 2020). Las tasas
altas de produccidn, la ausencia de medidas de bioseguridad, el manejoinadecuado de los estanques (p.
ej. mala calidad del agua, distribucidon de alimento en exceso), el uso indiscriminado de antibidticos, y
algunos factores ambientales contribuyen a la presencia de diferentes enfermedades en las granjas de
camaroén (Pefia-Navarroy Varela-Mejias, 2016). El diagnéstico oportuno de los agentes patdgenos permite

desarrollar y aplicar medidas de prevencién y control para estos (Cruz-Flores et al., 2021).

Las herramientas moleculares como la reaccién en cadenade la polimerasa (PCR, por sus siglas eninglés)
yPCRentiemporeal (qPCR, porsus siglas eninglés) facilitan la identificacion y cuantificacion de los agentes
infecciosos a partir de muestras de ADN o ARN tomadas de diferentes érganosy tejidos (De la Rosa-Vélez

y Bonami, 2006). Los organismos acuaticos en un cultivo estan interactuando constantemente con un
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consorcio extremadamente variado de microorganismos y es posible que algunos de estos actien como
patdgenos primarios y/u oportunistas (Harvell et al., 2002). En un estanque de cultivo pueden estar
presentes unaelevadadiversidad de patégenos (virus, bacterias, hongos) que pueden afectarla salud de
los camaronesy rentabilidad del cultivo (Chayaburakul et al., 2004). Sin embargo, la mayoria de las técnicas
de PCR y gPCR no estan disefiadas para detectar o identificar simultdneamente a todos los agentes

patégenos de una muestra.

La tecnologia de secuenciacidon de nueva generacién (NGS, por sus siglas eninglés) surge afios posteriores
a la secuenciacion de Sangery permite secuenciaruna mayor cantidad de fragmentos de ADN a un costo
mas bajo (Rodriguez-Santiago y Armengol, 2012). Adicionalmente, dependiendo de la profundidad de la
secuenciacion, es posible obtenerlos genomas de toda la comunidad microbiana a partir de una muestra
de ADN ambiental (ADNe, porenvironmental DNA eninglés) de agua o sedimentos (Taberlet et al., 2012;
Thomsen y Willerslev, 2015; Deiner et al.,2017). El andlisis metagendmico brinda un panorama mas
completo sobre la biodiversidad y la dindmica de todas las especies presentes en una comunidad
(Hernandez-De Lira et al., 2014). En los ultimos afos, el uso del analisis metagendmico se ha extendido
debido a la facilidad y rapidez para el procesamiento de muestras (Saavedra-Olivos, 2016), ademas de ser
unapotente herramienta parala deteccion de agentes patégenos. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue detectar por medio de los andlisis derivados de NGS a potenciales agentes patégenos en agua y

sedimento de estanques de cultivo de camarén.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades del camardn blanco del Pacifico

El camardn blanco del Pacifico, Penaeus vannameiBoone 1931 (o Litopenaeus vannameiPérez-Farfante,
1969) pertenece alfilum de los artropodosy lafamilia Penaeidae (Tabla 1). Se distribuye de manera natural
desde el extremo norte del Golfo de California, México hasta Tumbes, Pert (Méndez, 1981). Su ciclo de
vida se desarrolla entre dos habitats; los adultos llevan a cabo su reproduccién en mar abierto mientras
gue los estadios postlarvales permanecenen aguas interiores, como son los estuarios y canales de marea,

hasta los Ultimos estadios de juvenil (Méndez, 1981; Figura 1).



Tabla 1. Identificacion taxondmica delcamardn blanco del Pacifico (Pérez-Farfante y Kensley, 1997).

Phylum Arthropoda
Clase Malacostraca
Suborden Dendobrachiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae
Género Litopenaeus
Especie vannamei

Figura 1. Ciclo de vida de un camarén peneido (Fuente: Méndez, 1981). Donde 1. Reproduccidny desove de huevos
en mar, 2. Etapa naupliar, 3. Etapa protozoeal, 4. Etapa de mysis, 5. Etapa postlarval, 6. Camardén juvenil en aguas
estuarinas y 7. Camardn adulto en aguas oceanicas.

1.1.2 Ciclo de produccién en la industria camaronicola en México

El ciclo productivo dentro de la industria camaronicola se concentraen dos etapas principalmente: (1) la
cria larvaria y (2) la pre-cria (también llamada maternizacidn o pre-engorda) y (3) la engorda. El proceso
de maduracién de los reproductores y desove se contempla dentro de la etapade criay desarrollo larvario.
Los reproductores son seleccionadosy aclimatados en tanques de maduracion donde permanecen hasta
alcanzar su madurez sexual. Posteriormente, unavez que las hembras han sido fecundadas, se trasladan
a tanques de desove donde pueden liberar hasta 230 mil huevos (Figueredo et al., 2019). De los huevos
eclosionan nauplios de camardn, los cuales sufren un proceso de metamorfosis y desarrollo larvario,

pasado por los estadios de protozoea, mysis y postlarva (Méndez, 1981).

La pre-criaempieza generalmente cuando las postlarvas pesan aproximadamente0.03 g y termina cuando
los organismos alcanzan entre 1y 2g. Esta etapa permite distintos beneficios como esincrementar la talla
de siembra de los camarones en los estanques de engorda y otorgarles una mayor proteccidon contra
enfermedades durante su etapajuvenil (Gervais y Zeigler, 2014), asi como acortar el ciclo de cultivo. Esta

etapa es facultativa, es decir, no se realiza en todo el pais y puede desarrollarse en los laboratorios de
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produccién de postlarvas o en un area acondicionada para ello. La fase de engorda puede llevarse a cabo
en cuatro tipos de sistemas de produccion. El sistema extensivo es rusticoy de baja tecnificacion (Garcia-
Hernandez et al., 2011). Los estanques suelen tener una superficie de hasta 3 ha y los organismos se
alimentan principalmente de fitoplancton y zooplancton. La densidad de siembra es de 4 a 10
postlarvas/m? (INAPESCA, 2018) y la cantidad de camarones cosechados oscila entre los 20 a 90 kg/ha
(Appleford et al., 2012).

En el sistema semi-intensivo, la siembra se realiza a una densidad de 10 a 30 postlarvas por metro
cuadrado (INAPESCA, 2018). Por lo general, la alimentacién consiste en un 50% de alimento comercial y el
otro 50% de alimento natural, como menciona Garcia-Hernandez et al. (2011). Los estanques en este
sistema son de tierra y tienen una baja aireacién, pero es posible cosechar hasta 900 kg por hectarea,
segun Applefordetal. (2012). Por otro lado, en el cultivo intensivo los estanques tienen una superfice de
1 ha y aunque generalmente son de tierra se encuentran recubiertos por membranas. La densidad de
siembra es de 60 hasta 300 postlarvas/m? (INAPESCA, 2018). Los estanques cuentan con aireacién y la
alimentacién se basa principalmente en alimento comercial (Garcia-Hernandez et al., 2011). La cosecha
puede oscilar entre 6,000 a 15,000 kg/ha (Appleford et al., 2012). El sistema hiperintensivo se caracteriza
por su eficiencia de recursos y manejo de protocolos de bioseguridad (Ray et al., 2011). La densidad de
siembra es de 200 hasta 400 postlarvas/m?y se pueden cosechar hasta 40 ton/ha/ciclo productivo. Los
estanques de concreto se encuentran cubiertos por geomembranay estan dentro de invernaderos

(Miranda Baeza et al., 2018).

En México, el sistema de produccién semi-intensivo es el predominante. Segun datos de 2013, se
registraron 746 unidades en el estado de Sinaloa y 548 unidades en el resto del pais. El sistema extensivo
es el segundo mas popular en el pais, con 49 unidades en total, de las cuales 34 se encontraban en el
estado de Chiapas. El sistema intensivo es el menos comun en México, con solo 28 unidades en 2013

(SAGARPA, 2015).

1.1.3 Principales agentes patogenos en el cultivo de camaron

En las ultimas décadas, el sector camaronicola se havisto severamente afectadopor unagranvariedad de
agentes patégenos conocidos y emergentes que amenazan larentabilidad, sostenibilidad y el crecimiento
de esta industria (Cruz-Flores et al., 2020). Los camarones pueden ser blanco de virus causantes de

importantes enfermedades, entre los principales, por el impacto negativo que tienen en el cultivo de
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camardn estan: el virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV), parvovirus
hepatopancreatico (HPV), Baculovirus penaei (BP), Monodon baculovirus (MB), virus iridiscente de los
decapodos 1 (DIV1) y virus de la mancha blanca (WSSV). De igual manera, pueden ser afectados por
enfermedades causadas por agentes bacterianos, como son la necrosis hepatopancreatica (NHP) vy la
necrosis aguda hepatopancredtica (AHPND). Mas recientemente, enfermedades de origen fungico como
la microsporidiosis hepatopancredtica causada por Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) generan grandes

problemas en el cultivo de camardn a nivel global (OMSA, 2023).

1.1.3.1 El virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV)

La necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV) es provocada por un virus de ADN
monocatenario pertenecienteala familia Parvoviridaey a la subfamilia Hamaparvovirinae (Bonamietal.,
1990; Pénzes et al.,2020). Los viriones tienen un didmetro de 23 nm vy la longitud de su genoma es de
aproximadamente 4.1 kpb. El genoma de IHHNV tiene tres marcos abiertos de lectura u ORFs (del inglés
Open Reading Frame) que codifican para las dos proteinas no estructurales NS1, NS2 y una proteina
estructural (Dhar et al., 2019). El IHHNV se replica entejido ectodérmico, por lo que se pueden observar
cuerpos intranucleares eosindéfilos Cowdry tipo A en el tejido hipodérmico y hematopoyético a nivel
histoldgico (Figura 2). Este virus causa deformidad, enanismo y afecta a todos los estadios de vida de P.
vannamei (Kalagayan et al., 1991). Los juveniles del camardn blanco del Pacifico infectados con una alta
carga viral, en ocasiones, pueden presentar un rostrum deforme, antenas arrugadas y un caparazén
rugoso, asi como una disminucion en su crecimiento (Pantojay Lightner, 2014). El virus de IHNNV se
transmite de forma horizontal y vertical (Dhar et al., 2019); es una enfermedad que debe reportarse ante
la Organizacién Mundial de la Sanidad Animal (OMSA) (OMSA, 2023) y se encuentra enlistada en las

enfermedades y plagas endémicas en México (DOF, 2018).

Figura 2. Cuerpos intranucleares eosinéfilos Cowdry tipo A (flechas) en tejido conectivo de Penaeus stylirostris
provocadas por el virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética. Tincién H&E, escala de 20 um.



1.1.3.2 Baculovirus penaei (BP) y Monodon baculovirus (MB)

El virus de la poliedrosis nuclear (VPNs) se clasifica de acuerdo con la forma de los cuerpos de oclusién. A
nivel histolégico, se puede identificar Baculovirus penaei (BP) en camarones por la presencia de cuerpos
tetraédricos intranucleares eosindfilos en el hepatopancreas (Figura 3 A), mientras que, cuerpos
intranucleares eosinéfilos esféricos son propios de Monodon baculovirus (MB) (Figura 3 B). El BP se
conforma por ADN bicatenario circular que tiene una longitud de 134 kpb (Summers, 1977); los viriones
tienen forma de bastéon con un didmetro de 87nm (Bonami et al., 1995). EIl MB pertenece a la familia
Nudiviridae y al género Gammanudivirus; posee un genoma de ADN bicatenario circular de 119.6 kpb y
115 ORFs(Yang et al., 2014) y los viriones tienen un didametro de 79 nm (Lightneretal., 1983). El BP dafia
a las células epiteliales del hepatopancreasy del intestino medio, afectando principalmente a las larvas y
ocasionando altas mortalidades (Brocky Lightner, 1990; Cuéllar-Anjel, 2015). Por otro lado, el MB infecta
a todos los estadios de vida de P. monodon, siendo mas susceptibles los estadios larvarios; provoca
letargia, reduccién delconsumo de alimento y disminucidn en el crecimiento de los camarones (Rajendran

et al., 2012). Ambas enfermedades son exéticas de reporte obligatorio en México (DOF, 2018).

Figura 3. Baculovirus penaei y Monodon baculovirus. A, cuerpos de oclusion tetraédricos intranucleares eosinéfilos
en las células del hepatopancreas e intestino medio de Penaeus vannamei (flechas). B, cuerpos de oclusién esféricos
intranucleares eosindfilos en un tubulo del hepatopancreas de Penaeus vannamei (flechas). Tincion H&E, escala de
20 pm.

1.1.3.3 El virus iridiscente de los decdpodos 1 (DIV1)

El virus iridiscente del hematocito de camardn (SHIV) actualmente es conocido como el virus iridiscente
de los decapodos tipo 1 (DIV 1) (Xu et al., 2016; Qiu et al., 2017). El DIV1 es un virus de ADN de doble
cadena lineal perteneciente a la familia Iridoviridae y al género Decapodiridovirus. Su genoma tiene una
longitud de 165 kb y contiene 170 ORFs (Qiu et al., 2018(a); Qiu et al., 2018(b)). Los viriones son

icosaédricos y tienen un didmetro de 150 hasta 158 nm (Chen et al., 2019; Qiu et al., 2019). Algunos
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decapodos susceptiblesal DIV 1 son: P. vannamei, Cherax quadricarinatus, Macrobrachium rosenbergiiy
Procambarus clarkii (Xu et al., 2016; Qiu et al., 2017; Chen et al., 2019). Histoldégicamente se observan
cuerpos de inclusion baséfilos y picnosis en el tejido hematopoyético, branquias, hepatopancreas y
pereidpodos (Qiuetal., 2017) (Figura4). Los ejemplares de P. vannameiinfectadoscon el DIV1 mostraron
tenerun estdmago vacio, pérdida de color del hepatopancreasy un exoesqueleto flacido. La enfermedad

se encuentra listada por la OMSA y debe de ser notificada (OMSA, 2023).

Figura 4. Cuerpos de inclusion basdfilos (flechas negras) y picnosis (flechas blancas) en el tejido hematopoyético de
branquias de Penaeus vannamei (Fuente: Qiu et al., 2017).

1.1.3.4 El virus de la mancha blanca (WSSV)

La enfermedad de la mancha blanca es producida por un virus de ADN bicatenario circular perteneciente
a la familia Nimaviridaey al género Whispovirus (Lightneret al., 2012; Dey et al., 2019). Su genomatiene
una longitud de 280 a 310 kpb y contiene 180 ORFs (Van Hulten et al., 2001; Oakey et al., 2019). En una
etapa temprana de la infeccidén a nivel histoldgico se observan cuerpos de inclusidon eosindfilos en las
células infectadas, mientras que, en una etapa mads avanzada de la infeccion, se observan los nucleos
hipertrofiados con cuerpos de inclusidon basdfilos (Figura 5). Este virus afecta a todos los estadios del
camaron blanco del Pacifico y a muchas otras especies de crustaceos (Pantoja y Lightner, 2014). Se
transmite de forma horizontal (agua contaminada, zooplancton, depredacién, canibalismo) y vertical; la
probabilidad de que un organismo se infecte es mayor cuando experimenta una condicién de estrés
térmico (Vidal et al., 2001). Los organismos infectados muestran una marcada reduccién en su consumo
de alimento, son letargicos y la cuticula se desprende con facilidad. Adicionalmente, en algunas ocasiones
presentan manchas blancas de 0.5 a 2 mm de didmetro en su exosqueleto (Pantojay Lightner, 2014). Las

poblaciones de camardn infectadas presentan un alto indice de mortalidad en pocos dias (Cuéllar-Anjel,
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2023). En México, esta enfermedad figura dentro del listado de las enfermedades y plagas endémicas

(DOF, 2018) y tiene que ser reportada ante la OMSA (OMSA, 2023).

Figura 5. Cuerpos de inclusidn intranucleares basdfilos (flechas) en el epitelio del estomago de Penaeus vannamei.
Tincion H&E, escala de 20 um.

1.1.3.5 Necrosis hepatopancreatica (NHP)

La necrosis hepatopancreatica o hepatopancreatitis necrotizante es una enfermedad ocasionada poruna
o-proteobacteria gram negativa denominada Candidatus Hepatobacter penaei (Morales-Covarruvias y
Gomez-Gil, 2014). Se pueden diferenciar histolégicamente tres fases de la enfermedad, la fase aguda se
caracteriza por la atrofia delhepatopancreasy células hipertréficas y epiteliales separadas delresto de las
células (Figura 6); en la fase de transicion, las células epiteliales tubulares se atrofian y se visualizan
nodulos hemociticos, porotro lado, en la fase créonica se observan zonas con fibrosis, tubulos melanizados,

algunas células hipertrofiadas con masas bacterianas y pocos nédulos hemociticos (OMSA, 2023 ).

Esta enfermedad se transmite de forma horizontal (consumo de organismos infectados) (Morales-
Covarruvias y Gémez-Gil, 2014) y su proliferacion en los cultivos de camardn puede serfavorecida porla
combinacion de una temperatura elevada (desde 29°C hasta 35°C) con una salinidad de 20 a 38 ppm.
Provoca altas tasas de mortalidad y atrofia de las branquias y hepatopancreas (Morales-Covarruvias y
Gomez-Gil, 2014). Los juveniles y adultos de camardn presentan un consumo bajo dealimento y coloracién
del cuerpo café/amarillenta. Es una enfermedad endémica de reporte obligatorio en Méxicoy ante la

OMSA (DOF, 2018; OMSA, 2023).



Figura 6. Tubulo del hepatopancreas con una infeccion severa en fase aguda por hepatopancreatitis necrotizante. Se
observan masas bacterianas citoplasmaticas (flechas) causando una hipertrofia de las células hospederas. Tincidn
H&E, escala de 20 um.

1.1.3.6 Necrosis hepatopancredatica aguda (AHPND)

La necrosis hepatopancreatica aguda inicialmente conocida como sindrome de mortalidad temprana
(EMS) enlarvas de camardn, es provocada por bacterias delgénero Vibrio. Hasta el momento, lainfeccién
es atribuida principalmente al V. parahaemolyticus, V. harveyi y V. campbelli; las bacterias tienen la
capacidad de producirunatoxinabinaria que viaja desde el estémago hasta el hepatopancreas para causar

su necrosis (Tran et al., 2013).

Durante la fase aguada de la infeccidn, se observa una degeneracién masiva y progresiva de los tibulos
del hepatopancreas, asi como el desprendimiento de las células epiteliales, mientras que, en la fase
terminal, se presenta una inflamacién hemocitica intratubular y necrosis (Soto-Rodriguez et al., 2015)
(Figura 7). Los camarones juveniles presentannado erratico, bajatasa de crecimientoy el hepatopdancreas
adquiere una tonalidad blanquecina. La mortalidad puede ser hasta de un 100% de los organismos
(Morales-Covarruvias y Gémez-Gil, 2014). Es una enfermedad de reporte obligatorio ante la OMSA y en

Meéxico se encuentra dentro del listado de enfermedades exdticas (DOF, 2018; OMSA, 2023).

1.1.3.7 Enterocytozoon hepatopenaei (EHP)

La microsporidiosis hepatopancreatica es una enfermedad causada por el hongo Enterocytozoon
hepatopenaeique pertenece ala familia Enterocytozoonidaey al filum microsporidia (Tourtip et al., 2009;

Vavra y Lukes, 2013). Es un parasito intracelular formador de esporas que afecta al hepatopancreas de
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especies como P. vannamei, P. monodony P. stylirostris (Tang et al., 2015; Thitamadee et al., 2016). Sus
esporas son monocariéticas de formaovalada, en un extremo presenta untubo polar que tiene alrededor
de 5 bobinas, mientras que, en el otro extremo tiene un disco de anclaje (Tourtip et al., 2009).
Histologicamente se observan inclusiones basofilas citoplasmaticas que contienen esporas en las células
epiteliales de los tubulos del hepatopdncreas (Figura 8). Provoca una disminucion del crecimiento y se
transmite via horizontal (Tourtip etal., 2009; Tang et al., 2016). Se ha observado que puede actuarcomo
un factor de ingreso para otras enfermedades (Aranguren et al., 2017). Es una enfermedad clasificada

como emergente por la OMSA y de notificacién obligatoria (OMSA, 2023).

Figura 7. Hepatopancreas de Penaeus vannamei infectado con Vibrio parahaemolyticus. Se observa una descamacion
masiva de las células epiteliales que recubren a los tubulos del hepatopancreas, asi como, una infiltracion hemocitica
masiva y melanizacion de la gran mayoria de los tubulos (flechas). Tincién H&E, escala de 20 pm.

e

Figura 8. Células epiteliales de un tubulo del hepatopancreas con un plasmodio tardio que contiene un gran nimero
de esporas de Enterocytozoon hepatopenaei. Tincion H&E, escala de 20 pum.



11
1.1.4 Métodos de identificacion de agentes patdgenos en acuiculturay

diagndstico de enfermedades.

El proceso para establecer un diagndstico de una enfermedad conlleva herramientas de laboratorio
utilizadas parala identificacién de agentes patdgenos, se pueden dividir en dos: las primeras corresponden
a los métodos no moleculares, los cuales pueden ser muy especificos y/o sensitivos para obtener un
diagndstico definitivo (Tabla 2); por otra parte, los métodos moleculares son utilizados en caso de que los
primeros no sean suficientemente concluyentes (Pantoja y Lightner, 2014).

Ill

Los métodos no moleculares de identificacién implican el desarrollo del “ojo clinico” para que el
procedimiento sea exitoso. Las técnicas de laboratorio como la observacién de tejido fresco al microscopio
de contraste de fases o de campo claro, histologia, histoquimica y microscopia electrénica de transmisién
son ampliamente utilizadas en la actualidad. No obstante, requieren de bastante tiempo para el
procesamiento de las muestras y pueden verse limitadas por el material y equipo (De la Rosa 'y Bonami,
2006). Un ejemplo de ello es la microscopia electrénica de transmisidén que al ser combinada con técnicas
de concentracion delvirus es un método muy eficiente para el diagnédstico; pese aello, estatécnica no se
utiliza de manera rutinaria debido al alto costo de este tipo de microscopio y del material que se necesita

para realizar el andlisis. El conocimiento de los genomas de los virus que infectan a los camarones

cultivados en las granjas permite utilizar métodos de deteccién moleculares (De la Rosa y Bonami, 2006).

Tabla 2. Métodos de deteccion no moleculares y moleculares (Pantoja y Ligthner, 2004).

Métodos no moleculares Métodos moleculares

Historial del caso Anticuerpos fluorescentes (AF)

Apariencia externay signos clinicos ELISA

Examen directo al microscopio Hibridacién tipo “dot blot” (membrana de nylon)
Microbiologia (aislamiento y cultivo) Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)
Histologia y pruebas histoquimicas gPCR tiempo real

Hibridacién “in situ” (cortes histolégicos)
Microscopia electrénica

1.1.4.1 Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha demostrado ser una herramienta molecular esencial en
el diagndstico de patdgenos en los Ultimos 20 afios (Sandoval-Rodriguez et al., 2013). La PCR se clasifica

como una técnica cualitativa que, en comparacion con la PCR en tiempo real (qPCR), presenta una
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sensibilidad mas limitada y requiere el uso de electroforesis para la visualizacién de sus resultados. Una
de las limitaciones de esta técnica es su incapacidad para detectar cambios en la concentracién de
productos, lo que reduce la precisién del resultado (Sandoval-Rodriguez et al., 2013). En los estanques de
las granjas camaronicolas, es comuin encontrar una diversidad de agentes patégenos conocidos,
incluyendo aquellos mencionados previamente por Harvell et al. (2002). A pesar de que la PCR presenta
ventajas, como su especificidad, sensibilidad, prontitud y rapidez (De la Rosa y Bonami, 2006), su utilidad
se ve restringida cuando se trata de detectar simultdneamente varios patégenos, ya que solo puede

identificar de dos a tres productos por reaccién, lo que se conoce como PCR-multiplex o PCR multiple.

1.1.5 Secuenciacidon masiva de nueva generacion (NGS)

Inicialmente, la secuenciacidon de Sanger automatizada se destacé como el método predominante parala
secuenciacion de fragmentos de material genético, como sefala Pinilla-Bérmudez (2019). Esta técnica
permitia obtenerlecturas de aproximadamente 1000 pares de bases con una alta precisién. No obstante,
presentaba limitaciones en términos de la cantidad de secuencias que podia generary era susceptible a
alteraciones en las sefiales fluorescentes debido a errores en la movilidad o intensidad de emision (Pinill a-

Bérmudez, 2019).

Con la necesidad de secuenciar un mayor nimero de fragmentos con una longitud superior y a un costo
mas reducido, se desarrollaron las tecnologias de secuenciacién de nueva generacién (NGS). Estas
tecnologias emplean secuenciadores que posibilitan la generacién de una mayor cantidad de lecturassin
requerirun conocimiento previo del genoma (Pinilla-Bérmudez, 2019). Ademas, la NGS se caracteriza por
su alto rendimiento y menor costo en comparacién con la secuenciacidon de Sanger (Pinilla-Bérmudez,
2019). Dentro de los secuenciadores empleados en NGS, destacan varias plataformas, como el 454 Roche,
Illumina (MiSeq/HiSeq/NextSeq), SOLID e lon Torrent, junto con otras tecnologias como nanopore, PacBio
y Helicos. Las plataformas de Illumina e lon Torrent gozan de una gran popularidad en la detecciénde la
diversidad bacteriana en muestras comunitarias, como han destacado estudios previos (Clooney et al.,
2016; Lahens et al., 2017). De hecho, en comparaciones entre estas plataformas, se han observado
resultados similares en la identificacidn de cambios en la biologia de los tratamientos, como sefiala Peters
et al. (2018). Hasta el afio 2010, la tecnologia NGS se habia empleado para detectar bacterias en abejas,
como documentd Cox-Fosteretal. (2007), y virus en plantas, como sefial6 Adams et al. (2009), utilizando

el ADN de estos organismos como fuente. Sin embargo, la NGS, al permitir la obtencién de material
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genético de diversas fuentes, como suelo, agua y aire, posee el potencial de identificar y analizar la

presencia de cada microorganismo en una muestra especifica, como ha destacado Jones (2010).

A través NGS, se ha logrado la reconstruccién completa del genoma del virus de la mancha blanca en P.
vannameia partir de tejidos fijados en parafina (Cruz-Flores et al., 2020). De manerasimilar, se ha logrado

la reconstruccidn del genoma del virus del sindrome de Taura (Cruz-Flores et al., 2021).

1.1.6 Deteccidn de agentes patogenos en muestras de ADN ambiental (ADNe)

en organismos acuaticos

En un trabajo del afio 2019, se utilizd el ADN de muestras de 103 cuerpos de agua en Canadd para
establecerla prevalencia delRanavirus, un virus que causa enfermedadesen distintas especiesde anfibios
(Torres Vilaga et al., 2019). En 2020, se publicd un estudio que evalud la confiabilidad del ADNe de
muestras de agua para detectar el hongo dulceacuicola Batrachochytrium dendrobatidis y el parasito
mixozoario Tetracapsuloides bryosalmonae, ambos de los cuales afectan la produccién de salménidos
(Sieberetal., 2020). Ademas, el pardsito protozoario Bonamia ostrae se encontré enpoblaciones de ostras

mediante la obtencién de ADNe a partir de agua de mar, segun el estudio de Mérou et al. en 2020.

Hasta el afio 2022, el ADNe obtenido de muestras de agua y sedimento se utilizdé para la deteccidn del
parasito Perkinsus olseni en moluscos bivalvos. Cabe destacar que se realizaron pruebas de qPCR, y se
empled la plataforma de Illumina para secuenciarel gen 185 ARNr, como se informaen el trabajo de Rios
Castro et al. en 2022. M3s recientemente, se han publicado dos estudios sobre el uso del ADNe para la
deteccién temprana del virus de la caida de las escamas en un cultivo experimental del pez barramundi
(Jun-Kiatetal., 2023), asi como para identificar el microsporidio Pseudoloma neurophilia en un cultivo de

pez cebra (Schuster et al., 2023).

1.2 Justificacion

La tecnologia de NGS ha revolucionado el campo de la biologia molecular abriendo la posibilidad de

secuenciarel genoma o transcriptoma completo de todo tipo de muestras. La NGS podria convertirse en

un parteaguas como una herramienta de hallazgo de ADN de agentes patdgenos presentes en muestras
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de agua y sedimentos en el cultivo de camardn a nivel mundial ya que el mercado es significativo y
reduciria entiempoy costo elnimero de andlisis requeridos para detectar posibles patégenos reportables
enelmundo. Sinembargo, se necesitan mas estudios para determinar la afinidad y utilidad de esta técnica
para detectarvirus de ADN, bacteriasy hongos en el cultivo delcamardn P. vannamei. El presente trabajo
busca utilizar la secuenciacién masiva de nueva generacién como herramienta para la identificacién
confiable y de bajo costo del ADN de agentes patdgenos en elagua y sedimentos en estanques de cultivo
del camardn blanco del Pacifico. Este acercamiento metodoldgico para el hallazgo de ADN de patdgenos
en el ambiente podria aplicarse para complementar el diagndstico de enfermedades infecciosas de

organismos acuaticos en general.

1.3 Hipotesis
El andlisis de las secuencias derivadas de la secuenciacién masiva de nueva generacién de muestras de

agua y sedimentos permitira la identificacion simultdanea de ADN de virus, bacterias y hongos asociados

con enfermedades infecciosas de Penaeus vannamei en cultivo.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Utilizar la secuenciacién masiva de nueva generacién para identificar ADN de agentes patdgenos, en

muestras de agua y sedimento de estanques de cultivo del camardn Penaeus vannamei.

1.4.2 Objetivos especificos

e Recolectar muestras de aguay sedimento de los estanques de cultivo de dos granjas camaronicolas

del Noroeste de México.

e Estandarizar la técnica de extraccion de ADN a partir de muestras de agua y sedimento.
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Determinarla presenciade ADN de agentes patégenos por PCR punto finaly secuenciacidon Sanger

en muestras de agua y sedimento.

Determinar la presencia del ADN de agentes patégenos en cada muestra de agua y sedimento

proveniente de cultivos del camardn Penaeus vannamei.

Identificar agentes patdgenos especificos a partir de muestras de agua y sedimento provenientes

de cultivos del camardn Penaeus vannamei utilizando la NGS.

Determinar el nimero de secuencias mapeadas a los genomas de referencia de los patégenos

especificos del camardn Penaeus vannamei.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Muestreo

Se visitaron dos granjas camaronicolas en el Noroeste de México parala recoleccidon de muestras de agua
y sedimento de los estanques de cultivo. La superficie total de la primera granja es de aproximadamente
150 hectareasy cuentacon mas de 120 estanques de engorda, de los cuales, se seleccionaron nueve para
sermuestreados (Figura9A). Se realizaron dos muestreos; el primero de ellos en septiembre y el segundo
enel mes de octubre. Por otro lado, la segunda granja visitada comprende unasuperficie total de mas de
350 hectdreasy posee alrededorde 120 estanques de engorda. Se seleccionaron seis estanques paraser
muestreados (Figura 9 B). De igual manera, se llevaron a cabo dos muestreos, el primero de ellos en

octubre y el segundo en el mes de noviembre.

Figura 9. Mapas de las granjas. A, corresponde a la Granja 1 y los niUmeros indican a los estanques muestreados,

siendo el orden: 32, 37, 43, 54, 57,59, 94, 104 y 112. B, corresponde a la Granja 2 y los nimeros indican a los
estanques muestreados, siendo el orden: 17, 26,33,57,87 y 103.

Para la obtencién de muestras de agua, se recolectaron aproximadamente 5 L de agua de al menos dos
puntos en cada estanque. Posteriormente, el agua recolectada se mezclé en una cubeta de 10 L y se
tomaron dos muestras de 500 mL de agua en bolsas de plastico estériles (Figura 10). Por lo que se refiere
a la obtencion de muestras de sedimento, se utilizéd un tubo de PVCde 1 pulgadade grosory de 2.5 m de

longitud. Se utilizé el tubo de PVCpara hacer vacio dentro del sedimentoy poder recolectarlo. Al menos
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se muestrearon dos puntos de cada estanquey el sedimento fue mezclado dentro de un contenedor de
plastico para poder obtener una muestra de 500 mL de sedimento, la cual se guardd en una bolsa de
plastico estéril (Figura 11). Todas las muestras de agua y sedimento se colocaron dentro de una hielera
con hielo a tope para su transporte al laboratorio. Posteriormente, las muestras se almacenaron en un
ultracongelador a -80°C, donde permanecieron unos dias hasta realizar la extraccion de ADN. Cabe

destacar, que las muestras de agua no fueron filtradas para su posterior procesamiento.

Figura 10. Muestreo de agua. A. Colecta de agua en un punto del estanque de cultivo, B. Mezcla del agua de al menos
dos puntos de muestreo y C. Muestra final de 500 mL.

Figura 11. Muestreo de sedimento de un estanque de cultivo. A. Colecta de sedimento con un tubo PVC de 1 in de
grosor, B. Mezcla del sedimento de al menos dos puntos de muestreo del estanque y C. Muestra final de 500 mL de
sedimento.

2.2 Extraccion de ADN y cuantificacion

Las muestras se descongelaron con un dia de anticipacidon y posteriormente se guardaron en un
congelador a -20°C. De cada muestra de agua se tomaron 5 mL y se colocaron en tubos “beat” de 6 mL
juntocon 1 mLde buffer(Solucién 1) para ser vortexeados durante 10 minutos. La extraccién de ADN se
realizé utilizando el kit comercial PowerWater® DNA Isolation Kit Sample (MO BIO Laboratories Inc, USA)
siguiendo las recomendaciones delfabricante (Anexo A). Porotro lado, de cada muestra se colocaron 500
mg de sedimento en un tubo PowerBead Pro junto con 800 pL de la solucién CD1. Para la extraccién de

ADN, se utilizé el kit comercial DNAeasy® PowerSoil Pro Kit (50) (QIAGEN, NL) siguiendo las
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recomendaciones del fabricante (Anexo B). La cantidad y pureza del ADN obtenido de agua y sedimento
se determiné utilizando un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®, USA). Para ello, se
empled el coeficiente de absorbancia registradaa 260 nm sobre la obtenidaa 280 nmy se consideré como

ADN de buena calidad a las muestras que tenian un coeficiente entre 1.6 a 2.0.

2.3 Evaluacion de la presencia de patégenos de ADN por PCR punto final

Para corroborar la presenciade los patégenos IHHNV, BP, MB, AHPND, EHP y DIV1 (Tabla 3) serealizd la
técnica de PCR punto final siguiendo las metodologias reportadas por Tang et al. (2007), OIE (2019), OIE
(2019), Han et al. (2015), Tang etal. (2015) y Qiu et al.(2018 (a)), respectivamente.Por otra parte, paralos
patégenos de WSSV se siguié la metodologia descrita por Durand y Lightner (2002) (Tabla 3).

Se utilizé una reaccién de PCR universal a un volumen de 12.5 pL donde solo variaron los primers. Los
componentes son los siguientes: 5x MyTagBuffer (2.5 pL), primer Forward/Reverse (varia dependiendo
delpatdgeno) (0.5ul), MyTag DNA Polymerase 5u/ulL (0.15 uL) (Bioline, meridianBIOSCIENCE®, USA) y agua
de grado molecular (Mediatech, Inc©, USA) (8.35uL). El programa fue universal paratodos los patégenos
y constd de 45 ciclos con el perfil de temperaturasiguiente: 95°C durante 2 min, 95°C durante 15 s, 60°C
durante 15, 72°C durante 15 sy una extensién de 72°Cdurante 2 min. Se utilizé un termociclador APOLLO
ATC-201 Thermal Cycler (NYX Technik, USA). El producto de PCR se visualizé por medio de una

electroforesis desnaturalizante en un gel de agarosa al 2% con buffer TAE 1X y GELRED®.

Tabla 3. Secuencias génicas de los oligonucleétidos.

Gen Secuencia 5" - 3’ Amplicon
Sentido Antisentido (bp)
IHHNV TCCAACACTTAGTCAAAACCAA TGTCTGCTACGATGATTATCCA 309
BP TGTAGCAGCAGAGAAGAG CACTAAGCCTATCTCCAG 644
MB AATCCTAGGCGATCTTACCA CGTTCGTTGATGAACATCTC 261
DIV1 AGGAGA GGGAAATAACGGGAAAAC CGTCAGCATTTGGTTCATCCATG 188
WSSV TGGTCCCGTCCTCATCTCAG GCTGCCTTGCCGGAAATTA 70
NHP CGTTGGAGGTTCGTCCTTCAGT GCCATGAGGACCTGACATCATC 379
AHPND PIRB TCACGGCTTTGAACATATGC CATCTTCCGTACCTGTAGCA 149
EHP GCCTGAGAG ATGGCTCCCACGT GCGTACTATCCCCAGAGCCCGA 510

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; BP-Baculovirus penaei; MB-Monodon
baculovirus; DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1; WSSV-Virus del sindrome de la mancha blanca, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante; AHPND toxina PIRB- que provoca la Necrosis aguda del hepatopancreas y EHP-
Enterocytozoon hepatopenaei.
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2.4 Mapeo y anotacion

La secuenciacién masiva de ultima generacién se realizé utilizando la plataforma lllumina HiSeq 2500 (PE
2X150 bp). El ADNe de siete muestras se enviéo a Omega Bioservices, (USA) para su secuenciacién. La
libreria para las muestras de ADNe se generd en Omega Bioservices utilizando el kit KAPA Hyper prep for
WGS (Roche, USA). Laprofundidad de la secuenciacidn fue de 20 millones de secuencias por muestra. Las
lecturas de ADN se emparejarony las secuencias duplicadas se eliminaron utilizando el “Plug-in” Dedupe
enel programa Geneious Prime (Kearse etal., 2012; Cruz-Flores et al., 2020). La calidad de las secuencias
se verifico utilizando BBDuk para removertodas las secuencias menores a 50 pby los adaptadores (Kearse
et al., 2012; Cruz-Flores et al., 2020). Se descargaron los genomas de referencia de IHHNV (NUmero de
acceso de Genbank: AF273215.1) (Shike et al., 2000), WSSV (NUmero de acceso de Genbank: MN840357)
(Cruz-Flores et al., 2020), BP (Genbank: OM066077.1), MB (Genbank: KJ184318); DIV1 (Qiu et al., 2017;
Genbank: NC_055165); AHPND (Numero de acceso de Genbank: KM067908.1); NHP (NUmero de acceso
de Genbank: SSAZ01000001.1) y EHP (Numero de acceso de Genbank: SAMNO05936804). Todas las
muestras fueron mapeadas alos genomas de referencia utilizando Mapper del programa Geneious Prime

con los parametros predeterminados.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Control positivo y negativo de los oligonucleoétidos

Para corroborar el funcionamiento correcto de los oligonucledtidos se corrieron PCRs utilizando como
controles positivos fragmentos clonados de los patdégenos correspondientes en el vector plasmidico p-
drive de QIAGEN. Se obtuvo una amplificacidon positiva para todos los patdégenos con excepcion del virus

de la mancha blanca (Figura 12).

IHHNV WSSV DIV1 MB BP NHP AHPND EHP
Esc Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg pgs Neg

1000 bp

T -

300bp

200bp

100bp

Figura 12. Gel de agarosa al 2% teflido con GelRED donde se observa la amplificacién de los productos de PCR del

tamafio esperado para cada patégeno. Donde IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética;
WSSV-Virus delsindrome de la mancha blanca; DIV1-Virus iridiscente de los decapodos 1; MB-Monodon baculovirus;
BP-Baculovirus penaei; NHP-Hepatopancreatitis necrotizante; AHPND-Necrosis aguda del hepatopancreas y EHP-
Enterocytozoon hepatopenaei.

3.2 Deteccion de ADN de los agentes patogenos por PCR punto final

El ADNe de las muestras de aguay sedimento mostré la presencia de ADNde diferentesagentes patégenos
en la mayoria de los estanques muestreados de ambas granjas. La granja 1 mostré una alta diversidad de
patégenos (Tablas4y 5) conrespectoala granja 2 (Tablas 6 y 7). Los estanques positivos ala presencia de

ADN de los diferentes patégenos fueron identificados tras visualizar los geles de agarosa al 2% tefiidos con
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GelRED para cada agente patdgeno (Anexo C). Enlas Figuras 13 y 14, se aprecian algunas muestras de las

granjas 1y 2 que amplificaron para el IHHNV.

Esc Pos 32M1 43M1 S7M1 59M1 10401

1 ,Uomb!

= .
o B T e e L R

32M2 37M2 43M2 54M2 STM2 59M2 94M2 Neg

100pb

Esc  Pos 17M1 33M1 7M1 Neg

Figura 13. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se sefialan con flechas negras las muestras de agua que

amplificaron para el virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética. La primera hilera corresponde a
los estanques de la granja 1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.

Esc  Pos 54nd1 11201 54M2 57M2 59M2 94M2 Neg

e
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—
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Figura 14. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se seiialan con flechas negras las muestras de sedimento
que amplificaron parael virus de la necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética. Laprimera hileracorresponde
a los estanques de la granja 1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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3.2.1 Deteccionde ADN de agentes patdégenos en los estanques de cultivo

de la granja 1

Se obtuvo un mayor nimero de estanques positivos a la presencia de ADN de los diferentes patégenos
utilizando el ADNe a partirde muestras de sedimento(Tablas 4y 5). Se detectaron mas estanques positivos
a los diversos patégenos en elsegundo muestreo (Tabla5). El ADNe de las muestras de agua y sedimento
de los estanques 43y 112 mostraron la presencia de IHHNV, MB y NHP (Tablas 4 y 5); por otro lado, los
estanques 43, 57 y 112 fueron positivos a la presencia del ADN del virus que provoca DIV1 (Tabla 5). La
mayoria de los estanques fueron positivos a mas de un patdgeno. Los nueve estanques de cultivo
muestreados fueron positivos al agente viral IHHNV, mientras que, siete de ellos dieron positivo a la
bacteria NHP. En menor medida, cuatro estanques mostraron la presencia del ADN de la bacteria causal
de AHPND. Tres de los estanques fueron positivos a la presencia del ADN de DIV1. Sélo dos estanques

dieron positivo a la presencia del ADN de MB y un estanque amplificé solo para BP (Figura 15).

Tabla 4. Deteccidn de ADN de agentes patdégenos por medio de PCR punto final en muestras de agua y sedimento
del primer muestreo en la granja 1.

Enfermedad Muestra de Agua Muestra de Sedimento

IHHNV 32,43,57,59y 104 54y 112

BP Negativo 112

MB 43 Negativo

DIV1 Negativo 112

WSSV Negativo Negativo

NHP Negativo 37,43,54,57,59,104y 112
AHPND Negativo Negativo

EHP Negativo Negativo

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; BP-Baculovirus penaei; MB-Monodon
baculovirus; DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1; WSSV-Virus del sindrome de la mancha blanca, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante; AHPND-Necrosis aguda del hepatopancreas y EHP-Enterocytozoon hepatopenaei.

Tabla 5. Deteccién de ADN de agentes patégenos por medio de PCR punto final en muestras de agua y sedimento
del segundo muestreo en la granja 1.

Enfermedad Muestra de Agua Muestra de Sedimento
IHHNV 32,37,43,54,57,59y94 54,57,59,94y 112
BP Negativo Negativo
MB 43 104
DIV1 43 57vy112
WSSV Negativo Negativo
NHP Negativo 54,57,59,94y 104
AHPND Negativo 54,57y 112
EHP Negativo Negativo

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; BP-Baculovirus penaei; MB-Monodon
baculovirus; DIV1-Virus iridiscente de los decapodos 1; WSSV-Virus del sindrome de la mancha blanca, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante; AHPND-Necrosis aguda del hepatopancreas y EHP-Enterocytozoon
hepatopenaei.
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3.2.2 Deteccionde ADN de agentes patdgenos en los estanques de cultivo

de la granja 2

El sedimento fue eltipo de muestra que permitié una deteccidn mas sensible mediante la técnica de PCR
y la mayoria de los estanques fueron positivos a un patdgeno utilizando este tipo de muestra (Tablas 6y
7). Se detectaron mas estanques positivos en el primer muestreo, con respecto al segundo (Tabla 6). El
ADNe de las muestras de aguay sedimento delestanque 17 fueron positivas aI[HHNV, BP y AHPND (Tablas
6y 7). Ademas, el estanque 103 fue positivo a la presenciadel ADN de MB y NHP, mientras que, el ADNe
de agua y sedimento del estanque 57 sélo amplificd para la presencia de MB (Tabla 7). La mitad de los
estanques muestreados obtuvieron un resultado positivo al ADN de IHHNV y sélo dos estanques fueron
positivos para la presenciadel ADN de MBy NHP. Por otro lado, sélo un estanque resulté positivo para el

ADN de BP y AHPND (Figura 16).

Tabla 6. Deteccidon de ADN de agentes patégenos por medio de PCR punto final en muestras de agua y sedimento
del primer muestreo en la granja 2.

Enfermedad Muestra de Agua Muestra de Sedimento
IHHNV 17,33y 87 Negativo
BP Negativo 17
MB Negativo 103
DIV1 Negativo Negativo
WSSV Negativo Negativo
NHP Negativo 103
AHPND Negativo 17
EHP Negativo Negativo

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; BP-Baculovirus penaei; MB-Monodon
baculovirus; DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1; WSSV-Virus del sindrome de la mancha blanca, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante; AHPND-Necrosis aguda del hepatopancreas y EHP-Enterocytozoon hepatopenaei.

Tabla 7. Deteccidn de ADN de agentes patdgenos por medio de PCR punto final en muestras de agua y sedimento
del segundo muestreo en la granja 2.

Enfermedad Muestra de Agua Muestra de Sedimento

IHHNV Negativo Negativo
BP Negativo Negativo
MB 57 57

DIV1 Negativo Negativo
WSSV Negativo Negativo
NHP Negativo 26y 103
AHPND Negativo 17

EHP Negativo Negativo

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; BP-Baculovirus penaei; MB-Monodon
baculovirus; DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1; WSSV-Virus del sindrome de la mancha blanca, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante; AHPND-Necrosis aguda del hepatopancreas y EHP-Enterocytozoon hepatopenaei.
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Figura 15. Mapa de la granja 1 indicando todos los estanques positivos a la presencia de ADN de los diferentes
agentes patogenos. Donde el color azul indica positivo a IHHNV; el gris positivo a BP; el rosa positivo a MB; el verde
positivo al DIV1; el rojo positivo a NHP y el naranja positivo a AHPND.
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Figura 16. Mapa de la granja 2 con todos los estanques positivos a la presencia de ADN de los diferentes agentes
patdogenos. Donde el color azul indica positivo a IHHNV; el gris positivo a BP; elrosa positivo a MB; el rojo positivo a
NHP y el naranja positivo a AHPND.
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3.3 Presenciade los agentes patogenos en las muestras de agua y sedimento

En la primera granja, se observé una mayor presenciade ADN de los agentes patégenos enlas muestras
de agua y sedimento. El porcentaje de muestras positivas al ADN de IHHNV fue mds elevado en el segundo
muestreo, mientras que, el porcentaje de muestras positivas al ADN de MB permanecié constante (Figura
17). Durante el segundo muestreo el porcentaje de muestras donde se detecté DIV1y AHPND fue mayor
en sedimento. Adicionalmente, el porcentaje de muestras positivas al ADN de NHP fue mas alto en el
primer muestreo (Figura 18).

La mayoriade los patégenosidentificados enlasegundagranjafue enel ADNe desedimento y la presencia
del ADN de BP y AHPND fue igual en el primer muestreo (Figura 20). Por otro lado, el porcentaje de
muestras donde se detectd el ADN de NHP fue mayor en el segundo muestreo. El MB permanecié
constante enlos dos muestreosindependientementedel ADNe. Sélo se identificéd IHHNV en las muestras

de ADNe de agua indicando que al menos enla mitad de los estanques muestreados se encuentra (Figura
19).
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Figura 17. Porcentaje de muestras de ADNe de agua positivas a agentes patégenos en los estanques de la granja 1.
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Figura 18. Porcentaje de muestras de ADNe de sedimento positivas a agentes patdgenos en los estanques de lagranja
1.
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Figura 19. Porcentaje de muestras de ADNe de agua positivas a agentes patdgenos en los estanques de la granja 2.
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Figura 20. Porcentaje de muestras de ADNe de sedimento positivas a agentes patdgenos en los estanques de lagranja
2.

3.4 Alineamiento de las secuencias obtenidas por el método de Sanger

Se obtuvieron 13 secuencias consenso de los patégenos detectados mediante PCR. Se alinearon las
secuencias “forward” y “reverse” para obtener consensos del tamafo esperado de IHHNV (N=3), MB
(N=3), DIV1(N=3), NHP (N=3) y AHPND (N=1). Los fragmentos consensos para IHHNV fueron de 267 bp,
270 bpy 296 bp. El tamafio de los fragmentos consensos para MB fue de 244 bp, 249 bpy 240 bp; mientras
gue, paraDIV1fueronde 188bp. Paralos patégenos bacterianos los tamaros de los fragmentos consensos
fueron de 368 bp, 369 bp y 431 bp para NHP y de 149 bp para AHPND. En la Figura 21, se muestran los
cromatogramas representativos de tres patdgenos, mientras que elresto se puede consultaren el Anexo

D.
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias “forward” y “reverse” de IHHNV (A), MB (B) y AHPND (C). En la parte
superior se observa la secuencia consenso, la cual indica el nimero de secuencias utilizadas para formarla. Por otro
lado, la linea de color verde indica el porcentaje de identidad entre la secuencia “forward” y “reverse”.

3.5 Anadlisis de BLAST de la Secuenciacion Sanger

Los resultados adquiridos mediante los andlisis de BLAST confirman que las secuencias obtenidas por el
método de Sangercorresponden a los patégenos identificados. En la Tabla 8, se denota el porcentaje de
identidad, el cual, corresponde al nimero de pares de bases que son iguales entre la secuencia de una
muestray una secuenciade referencia. Mientras que, la cobertura sefiala el porcentaje de lasecuenciade

la muestra que se superpone a la secuencia de referencia.

Todas las muestras para los diferentes patdgenos se encuentran dentro un rango de 100% y 92.91% de
identidad. Adicionalmente, las coberturas de consulta oscilan entre 100% y 60%. Con esta informacién se

puede sugerir un origen tentativo para estos patégenos (Tabla 8).
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Ademas, seindica el pais de procedencia de las secuencias de referencia. Con estainformacién, podemos

sefialar que paralHHNV, MB, DIV1y AHPND, las cepas detectadas en las granjas 1y 2 podria ser originarias

de Asia, mientras que, para NHP, pueden proceder de Ecuador.

Tabla 8. Analisis de BLAST de la secuenciacién Sanger. Para cada muestra se indica el patdégeno detectado,
porcentajes de identidad y cobertura, asi como, el nimero del acceso del resultado mas cercano en Genbank vy el

pais de origen.

Enfermedad Muestra Porcentaje de Cobertura de Nidmero de Pais
identidad (%) consulta (%) acceso

IHHNV 94M2G1 99.63 100 KY273368.1 Filipinas
54M1G1 100 100 KY273368.1
112M1G1 92.91 100 KY273386.1

MB 103M1G2 99.59 100 AY819785.2 Taiwan
57M2G2 100 100 AY819785.2
104M2G1 99.17 100 AY819785.2

DIV1 112M1G1 98.53 99 KY681040.1 China
43M2G1 94.18 86 KY681040.1
57M2G1 100 60 KY681040.1

NHP 104M1G1 100 100 MH230909.1 Ecuador
59M2G1 99.46 100 MH230909.1
103M1G2 99.48 88 MH230908.1 USA

AHPND 57M2G1 97.32 100 MN480428.1 Vietnam

IHHNV-Virus de necrosisinfecciosahipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; DIV1-Virus iridiscente
de hemocitos de camarén, NHP-Hepatopancreatitis necrotizante y AHPND-Necrosis aguda del hepatopancreas.

3.6 Mapeo de las secuencias obtenidas de la secuenciacion masiva

La secuenciacién masiva de segunda generacion generd 26846820, 22124540, 16548580, 21872324,

8363606, 1365109 y 1147460 lecturas para las muestras 103M1G2, 104M2G1, 57M2G1, 59M2G1,

94M2G1, 43M2G1y 112M2G1, respectivamente. A las secuencias se les removieron los adaptadoresy las

secuencias de baja calidad generando 26778344, 22041064, 16498130, 21790400, 8351638, 2730218 vy

2294920 lecturas para las muestras 103M1G2, 104M2G1, 57M2G1, 59M2G1, 94M2G1, 43M2G1 y

112M2G1. Después de realizar el mapeo a los patégenos correspondientes solamente se obtuvieron

resultados positivos para AHPND y NHP. Un resultado no esperado fue el no detectar agentes virales.
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Tabla 9. Mapeo de la muestra 57M2G1. Se indican los resultados de la deteccion de patégenos por medio de PCR y del mapeo. Se proporcio nan el nimero de secuencias
mapeadas, los porcentajes de identidad y cobertura de consulta, asi como, el nimero de acceso de la secuencia mas cercana en Genbank.

Numero de .
Muestra Enfermedad/patégeno Resultado s:cuencias Resultado del Porcentaje de Cobertura de
patog PCR mapeo identidad (%) Consulta (%)
mapeadas

Nimero de acceso

57M2G1 IHHNV Pos 0 Neg
MB Neg 554 Region repetida ~  —-------- 0 emeeees

BP Neg 0 Neg
DIV1 Pos 0 Neg
Vibrio
Vibrio Pos 152 parahemolyticus 100 50 CP034308.1
plasmid pv
Vibrio
parahemolyticus 100 100 CP034308.1
plasmid pv

Vibrio
parahemolyticus 100 100 CP034308.1
plasmid pv

Rodospirillaceae

i 8291 97 CP030885.1
bacterium

NHP Pos 1052

Sulfitobacter 83.07 49 CP018076.1

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; BP-Baculovirus penaei, DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante.
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Tabla 10. Mapeo de la muestra 59M2G1. Se indican los resultados de ladeteccidén de patdgenos por medio de PCR y del mapeo. Se proporcionan el nimero de secuencias
mapeadas, los porcentajes de identidad y cobertura de consulta, asi como, el nimero de acceso de la secuencia mas cercana en Genbank.

Muestra Enfermedad/patégeno Resultado Numero de Resultado del Porcentaje de  Coberturade Numero de acceso
PCR Secuencias mapeo identidad (%) consulta (%)
mapeadas
59M2G1 IHHNV Pos 0 Neg
MB Neg 238 Region repetida - s
BP Neg 0 Neg
DIV1 Neg 0 Neg
Vibrio Neg 3 Vibrio 100 50 MK368635.1
parahemolyticus
pirB
Vibrio CP034308.1
parahemolyticus
plasmid pv
NHP Pos 41 Candidatus 98.39 40 AP025225.1
hydrogenosomobac
ter
Candidatus 78.79 41 CP008936.1
paracaedimonas

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; BP-Baculovirus penaei, DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante.
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Tabla 11. Mapeo de la muestra 94M2G1. Se indican los resultados de la deteccidn de patdégenos por PCR y del mapeo. Se proporcionan el nimero de secuencias

mapeadas, los porcentajes de identidad y cobertura de consulta, asi como, el nimero de acceso de la secuencia mas cercana en Genbank.

Muestra  Enfermedad/patégeno Resultado Numero de Resultado del Porcentaje de Cobertura de Numero de acceso
PCR secuencias mapeo identidad (%) Consulta (%)
mapeadas
94M2G1 IHHNV Pos 0 Neg
MB Neg 197 Regiones = sememmeem s
repetidas
BP Neg 0 Neg
DIVl Neg 0 Neg
Vibrio Neg 6 Vibrio maritimus 92.86 100 CP090440.1
plasmid
Vibrio 100 100 CP064043.1
parahemolyticus
plasmid
Vibrio 100 100 CP034308.1
parahemolyticus
plasmid pv
NHP Pos 492 Candidatus 82.07 97 CP114561.1

manganitrophus

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; BP-Baculovirus penaei, DIV1-Virus iridiscente de los decapodos 1, NHP-

Hepatopancreatitis necrotizante.
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Tabla 12. Mapeo de la muestra 104M2G1. Se indican los resultados de la deteccién de patdégenos por PCR y del mapeo. Se proporcionan el numero de secuencias
mapeadas, los porcentajes de identidad y cobertura de consulta, asi como, el nimero de acceso de la secuencia mas cercana en Genbank.

Muestra Enfermedad/patégeno Resultado Numero de Resultado del Porcentaje de Cobertura de Numero de
PCR secuencias mapeo identidad (%) consulta (%) acceso
mapeadas
104M2G1 IHHNV Neg 0 Neg
MB Pos 0 Neg
BP Neg 677 Regiones repetidas =~ ----------- e
DIVl Neg 0 Neg
Vibrio Neg 2 Enterovibrio 96.92 100 KP795652.1
norvegicus
Vibrio 100 98 CP034308.1
parahemolyticus
NHP Pos 0 Neg

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; BP-Baculovirus penaei, DIV1-Virus iridiscente de los decapodos, NHP-

Hepatopancreatitis necrotizante.
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Tabla 13. Mapeo de la muestra 103M1G2. Se indican los resultados de la detecciéon de patégenos por PCR y del mapeo. Se proporcionan el nimero de secuencias
mapeadas, los porcentajes de identidad y cobertura de consulta, asi como, el nimero de acceso de la secuencia mas cercana en Genbank.

Muestra Enfermedad/patégeno  Resultado Numero de Resultado del Porcentaje de Coberturade Numero de acceso
PCR secuencias mapeo identidad (%) consulta (%)
mapeadas
103M1G2 IHHNV Neg 0 Neg
MB Neg 437 Region repetida ~  --eem s
BP Pos 0 Neg
DIV1 Neg 0 Neg
Vibrio Neg 4 Vibrio maritimus 92.92 100 CP090440.1
plasmid
Vibrio 99.58 51 CP064043.1
parahemolyticus
plasmid
Vibrio 100 100 CP034308.1
parahemolyticus
plasmid
NHP Pos 2 No se encontrd
significativamente
similar
Granulibacter 73.49 97 CP018192 .1
bethesdensis

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; BP-Baculovirus penaei, DIV1-Virus de los decapodos 1, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante.
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Tabla 14. Mapeo de la muestra 43M2G1. Se indican los resultados de la deteccidn de patdégenos por PCR y del mapeo. Se proporcionan el nimero de secuencias
mapeadas, los porcentajes de identidad y cobertura de consulta, asi como, el nimero de acceso de la secuencia mas cercana en Genbank.

Muestra Enfermedad/patégeno Resultado Numero de Resultado del Porcentaje de Cobertura de Numero de acceso
PCR secuencias mapeo identidad (%) consulta (%)
mapeadas
43M2G1 IHHNV Neg 0 Neg
MB Neg 0 Neg
BP Neg 0 Neg
DIV1 Neg 0 Neg
Vibrio Neg 1 Vibrio 92.80 82 CP034308.1
parahemolyticus
plasmid
NHP Pos 1 No se encontré

significativamente
similar

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; BP-Baculovirus penaei, DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1, NHP-

Hepatopancreatitis necrotizante.
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Tabla 15. Mapeo de la muestra 112M2G1. Se indican los resultados de la deteccion de patégenos por PCR y del mapeo. Se proporcionan el nimero de secuencias
mapeadas, los porcentajes de identidad y cobertura de consulta, asi como, el nimero de acceso de la secuencia mas cercana en Genbank.

Muestra Enfermedad/patégeno Resultado Numero de Resultado del Porcentaje de Cobertura de Numero de acceso
PCR secuencias mapeo identidad (%) consulta (%)
mapeadas
112M2G1 IHHNV Pos 0 Neg
MB Neg 0 Neg

BP Neg 0 Neg
DIV1 Pos 0 Neg
Vibrio Neg 13 Vibrio 95.21 97 CP069236.1
parahemolyticus
Vibrio 100 84 CP034308.1
parahemolyticus
plasmid
Vibrio 98.31 78 CP034308.1
parahemolyticus
plasmid
Vibrio 97.16 94 CP034308.1
parahemolyticus
plasmid
Vibrio 95.05 100 CP034567.1
parahemolyticus
plasmid P1
NHP Neg 6 No se encontré
significativamente
similar

IHHNV-Virus de necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética; MB-Monodon Baculovirus; BP-Baculovirus penaei, DIV1-Virus iridiscente de los decdpodos 1, NHP-
Hepatopancreatitis necrotizante.



36

Se confirmé la presencia de AHPND en las muestras considerando que las secuencias mapeadas al
plasmido de virulencia presentaban una similitud en un rango de 100% a 92.92%. El nimero de secuencias
mapeadas al pldsmido de virulencia de AHPND varié de 152 a 1. Considerando que el porcentaje de
similitud de las secuencias mapeadas algenomade NHP fue variable no se puede confirmar mediante esta
técnica la presenciadel patdégeno en las muestras. En la muestra59M2G1 se mapearon 41 secuencias que
presentaron un porcentaje de identidad del 98.39% con NHP y se puede considerar como positiva para
este patdgeno. Por otro lado, para la muestra 103M1G2 donde se mapearon 2 secuencias con un

porcentaje de identidad del 73.49% se puede considerar como negativa para NHP utilizando estatécnica.

En las muestras 112M2G1 y 43M2G1 se mapearon 6 y 1 secuencias donde no se encontrd una similitud
significancia con otras. En las Tablas 9, 10, 11, 12, 13, 14 y 15 se muestran los resultados del mapeo para

cada una de las muestras.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Deteccidon de ADN de agentes patdgenos en el ambiente

Las muestras de agua y sedimento revelaron una compleja amalgama de material genético, la cual
permitid la identificacion de ADN de distintos patdgenos en los estanques de cultivo de las dos granjas
camaronicolas muestreadas. El ADNe se erige como una herramienta de gran potencial para contribuir al
proceso de deteccidon de agentes patdgenos, al mismo tiempo que facilita la evaluacion delriesgo asociado
al desarrollo de enfermedadesy su monitoreo en el dmbito de la acuicultura (Bass et al., 2015). EI ADNe
engloba tanto el ADN celular como el extracelular presentes en el entorno acuatico (Pietramellara et al.,
2009). En el caso especifico de los estanques de cultivo, el ADNe presente en el agua se encuentra
predominantemente conformado por material genético proveniente de macroorganismos (animales
cultivados o presentes en los estanques), microorganismos pertenecientes a la microbiota (bacterias,
microalgas), y también por el ADN derivado de la muerte celular de estos junto con sus productos de
desecho (Creer et al., 2016). Por otra parte, el ADNe en sedimento se compone principalmente del ADN
de materia organica, tales como restos de organismos (caddveres de camarones muertos, zooplancton,
nematodos), alimento no consumido, heces y antibidticos profildcticos (Barraza-Guardado et al., 2014;
Musiazarietal., 2014). Este complejo mosaico genético brinda unavision integral de la diversidad biolégica
yde las interacciones en el ecosistema acuatico, destacandolarelevanciadel ADNe como una herramienta
clave en la gestién de la salud y la bioseguridad en la acuicultura. Considerando la disponibilidad de ADN
proveniente de diferentes fuentes en dichos ambientes, es factible la deteccién de agentes patdgenos
como parasitos, bacterias, virus y microsporidios en el ambiente de cultivo del camardén (Bastos-Gomes et

al., 2017; Sieber et al., 2020; Jun-Kiat et al., 2023; Schuster et al., 2023).

Los mecanismos de transmision de agentes patdgenospropician la presenciay persistencia de su material
genético en los estanques dedicados al cultivo de camardn. Todos los patégenos considerados en este
estudio exhibenla capacidad de transmisidn horizontal, es decir, através de practicas como el canibalismo,
la contaminacidn del agua y la excrecién de heces (Lightner et al., 1996; Aranguren et al., 2010; Soto-
Rodriguez et al.,, 2015; Qiu et al., 2017). Sin embargo, IHHNV, BP y WSSV también se transmiten
verticalmente, es decir, de hembras reproductoras infectadas a sus descendientes (transovarica) (Motte

et al., 2003; Cuéllar-Anjel, 2015). En menor medida, existe la posibilidad de transmision a través de
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reservorios como son los nauplios de Artemia sp. durante el cultivo larvario, o el zooplanctony aves enla

etapa de engorda (Vanpatten et al., 2004; Cuéllar-Anjel, 2015).

Es crucial sefialar que los virus IHHNV, MB y WSSV demuestran una notoria resistencia y la capacidad de
persistiren elentorno acuatico (Shike et al., 2000; Cuéllar-Anjel, 2015). Un aspecto destacado radica enla
presencia de bacterias del género Vibrio como parte integral de la flora microbiana en los estanques de
cultivo de camardn, siendo importante reconocer que, en caso de cambios bruscos en los parametros
fisicoquimicos del agua, estas bacterias pueden facilmente transformarse en patégenos oportunistas
(Saulnier et al., 2000). En consideracién de estos mecanismos de transmision de agentes patdgenos, es
evidente que el ADN correspondiente a estos patdgenos se encuentrade maneraconstante en el agua y
el sedimento de los estanques de cultivo, subrayando laimportancia de monitorear frecuentemente estos

elementos para gestionar eficazmente la salud y bioseguridad en las granjas camaronicolas.

El ADN de los virus IHHNV, MBYy DIV1 se identificé en muestras de aguay sedimento, mientras que, de BP,
NHPy AHPND solamente se identificd en muestras de sedimento. El sedimento delos estanques alojatoda
la materia orgdnica e inorganica del ciclo productivo en las granjas camaronicolas. G eneralmente no es
cambiado, ya que al terminar el periodo de produccién unicamente es secado y en algunos casos, puede
recibir tratamientos de cal para eliminar la existencia de microorganismos, incluyendo los patdgenos
(Boyd, 2017; Boyd, 2019). Por otro lado, el agua presente en los estanques estd mayoritariamente
compuesta por materia organica derivada de los propios individuos y sus subproductos de desecho. Este
liquido experimenta renovaciones que oscilan entre el 10% y el 20% en sistemas de producciéon semi-
intensivos (INAPESCA, 2018). Los ciclos de produccion en ambas granjas tuvieron una duracién en
promedio de 5 meses;siendo que enla primera granjase realizaron dos ciclos productivosenelafioy en
la segunda uno. Asimismo, el periodo de secado de los estanques no fue idéntico entre ambas granjas y
no se cuenta coninformacién sobre la aplicacidn de algun tratamiento durante este tiempo. Considerando
estainformacioén, es viable pensar que el secado de los sedimentosde los estanques no fue suficiente para
eliminar el ADN de los agentes patégenos que pudieron estar presentes durante el ciclo productivo
anterior, adiferenciadelagua, donde al existir la practica de recambio durante tod o el ciclo de produccién,
la cantidad de ADN de los agentes patdgenos pudo disminuir paulatinamente. De igual manera, debemos
de considerar el tamafo de los viriones de IHHNV, MB y DIV1 que son de 0.02 um, 0.079 pm, 0.15 um
(Lightneretal., 1983; Qiu etal., 2019; Pénzesetal., 2020) respectivamente, mientras que, las bacterias de
NHP y AHPND tienen un diametro de 0.32 um y 0.8 um (Frelier et al., 1992; UNAM, 2023), por lo que
seguramente al ser particulas mas grandes y de mayor peso se sedimentaron en la materia orgdnica,

mientras que, las particulas de los virus por ser mas pequefias se mantuvieron con mas facilidad
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suspendidas en el agua de los estanques. Los métodos empleados para obtener el ADNe posiblemente
influenciaron en los resultados; considerando que el ADN de los agentes patdégenos se encontraba en
menor proporcidén con respecto a otras particulas organicas en el agua no filtrada, mientras que, en el

sedimento el ADN estaba en una mayor cantidad.

La cantidad de ADN ambiental (ADNe) obtenido de las muestras de agua y sedimento puede estarsujeta
a diversasinfluencias. Pilliod y colaboradores (2013) registraron una concentracion de ADNe inferiora 200
pg/L en muestras de salamandras de acuarios, sugiriendo que el ADNe extraido de las muestrasde aguay
sedimento de este estudio podria presentar concentraciones similares o inferiores. No obstante, la
concentracion de ADNe en el sedimentovarid entre 4y 14 ng/pl, mientras que en el agua oscilé entre 10
y 30 ng/ul, con muestreos realizados de septiembre a noviembre. Es relevante sefialar que estas
concentraciones pueden variar a lo largo del afio, como indican los hallazgos de Valdez-Moreno y
colaboradores (2019), quienes reportaron cantidades comparables de ADNeen sedimentoy agua durante
diciembre y enero, pero observaron unincremento significativo en la cantidad de ADNe en sedimento en

el mes de abril en comparacién con el obtenido a partir de agua.

La cantidad de ADNe estd influenciada por diversos factores, incluyendo su produccidn, transporte y
degradacidn (Strickler et al., 2015), asi como el método de muestreoy procesamiento de la muestra
(Goldberg et al., 2016; Creer et al., 2016; Deiner et al., 2017). Aspectos adicionales, como la especie
estudiada, la época del afio, la ubicacidn del muestreo, la densidad de individuos y los factores
ambientales, también desempefian un papel significativo en la variabilidad de las concentraciones de
ADNe (Pilliod et al., 2013; Strickler et al., 2015; Seymour et al., 2018; Valdez-Moreno et al., 2019).
Considerar estos factores es crucial para interpretar con precision los resultados y asegurar la validez de

las conclusiones en estudios de ADNe.

Dentro de las ventajas de utilizar muestras de sedimento parala obtencién de ADNe, podemos destacar,
gue se requieren maximo 2.5 g de sedimento fresco para los estudios dirigidos a la identificacidon de
bacterias, protistas, hongosyvirus (Gilbertet al., 2014; Pawloski et al., 2014; Creeretal., 2016). Mientras
gue, para obtenerel ADNe a partir de muestras de agua se necesitaal menosrecolectar de 500 mL hasta
1L de aguaya que generalmentese recomiendafiltrarelagua para concentrarla materia organica (Sieber
et al., 2020). Por otro lado, el método de muestreo utilizado en este estudio facilita la obtencidn de las
muestras de sedimento, en cambio, larecoleccidn de las muestras de agua se vio limitada a sélo muestrear
la superficie de la columnaa partir de las orillas de cada estanque. Las muestras de sedimento no requieren

de un proceso de filtracién para su procesamiento. La eficacia del kit DNAeasy PowerSoil para extraer
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ADNe hasido corroborada por Branelly y colaboradores (2020), ya que reportaron una mayor deteccidony
cuantificacién con respecto al uso de otros kits. Una desventaja considerable del uso de muestras de
sedimento es que existe una gran posibilidad de contener el ADN de microorganismos que actualmente
ya no se encuentran en el ambiente (Rouseel et al., 2015; Boyd, 2019). De igual manera, existen dos
desventajas considerables deluso de muestras de agua, la primera es que, considerando los recambios de
agua de los estanques de cultivo, la cantidad de ADN de los patégenos disminuye frecuentemente, y la
segunda, esque el uso de bolsas de plastico estéril para recolectar las muestras represento la posibilidad
de perder su contenido incluso en su totalidad durante el traslado al laboratorio. Pese a ello, se obtuvo
ADNe de las muestras de agua con el que se pudo detectar ADN de diferentes patdégenos exitosamente a

partir de la técnica de PCR convencional.

La implementacién del PCR convencional con condiciones universales se revelé como una estrategia
eficiente para reducir significativamente el tiempo requerido en la deteccién de ADN de cada agente
patégeno en este estudio. El disefio de los primers, en términos generales, se ajusta a su propdsito
especificoy a la plataforma para la cual estdn destinados (Sandoval-Rodriguez et al., 2013). Un factor
crucial en dicho disefio es la temperatura de fusidon (Tm), la cual asegurala completa activaciéon de los
primers y su precisa unién a la cadena molde de ADN; una Tm similar entre los primers garantiza una
eficiente amplificacion de estos (Sandoval-Rodriguez et al., 2013). En el contexto de este estudio, los
primers disefiados exhiben unaTm que abarca un rango de 54°C a 64°C; sin embargo, la Tm seleccionada
para las pruebas de funcionalidad fue de 60°C, demostrando resultados positivos. MantenerunaTm alta
aumenta la especificidad de la prueba reduciendo los resultados falsos positivos. La técnica de PCR
convencional empleada apropiadamente (condiciones y diseiio de los primers) puede ser hasta en un

100% sensible y especifica (Sandoval-Rodriguez et al., 2013).

La estandarizacidon del programa para la PCR se revelé como una estrategia eficaz, ya que permitié la
ejecucion simultanea de todas las muestras con los primers, independientemente de la enfermedad
asociada con el ADN que se busco detectar. Este enfoque no solo optimizd la eficiencia del proceso, sino
que también generd un ahorro considerable de horas de trabajo en el laboratorio, simplificando
notablemente el protocolo. Ademas, se destacé la alta sensibilidad de esta herramienta molecularfrente
al ADN proveniente de muestras de sedimento, obteniendo resultados positivos en la deteccién del ADN
de diversos agentes patégenos en los cultivos de las granjas camaronicolas. La aplicacién de esta técnica
no solo acelerd la identificaciéon de ADN patdgenos especificos, sino que también resalté su utilidad como

una herramienta sensible y eficaz en el monitoreo de la salud en entornos camaronicolas.
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4.2 Presencia del ADN de los patdégenos detectados

Los estanques de engorda de camardn son ambientes donde interactian diversos factores que favorecen
la presencia de agentes patdgenos. La temperatura, pH, salinidad, oxigeno disuelto pueden afectar la
comunidad microbiana de los estanques, provocando un desajuste en su equilibrio y favoreciendo la
aparicion de agentes patégenos (Tenecota-Paucar et al., 2018). De forma general, un incremento en la
temperatura del agua puede representar un estimulo estresory generar un aumento del consumo de
oxigeno disuelto por los camarones. Una condicidn estresante puede afectar el sistemainmune de los
camarones, disminuyendo sus defensas ante un patégeno oportunista (Puente, 2009). De acuerdo con lo
reportado por Montgomery-Brocky colaboradores (2007) y Cuellar-Anjel (2015) la replicacidon de los virus
de IHHNV, BP y WSSV puede ser favorecida por un rango de temperatura de 22°C hasta 24°C, mientras
que, DIV1 persiste a una temperaturamaxima de 32°C (Qiu et al., 2019). Por otro lado, las temperaturas
superiores a29°C durante periodos largos favorecen la presenciade NHP y AHPND (Morales-Covarrubias,
2008; NACA, 2014). Considerando que la temperaturaes un factor ambiental que favorece la replicacion
y persistencia de los agentes patdgenos, podemosdeterminar que en nuestro estudio la mayoria del ADN
de los patégenos diana permanecieron en los estanques de cultivo al encontrarse en un rango de
temperaturade 25°C a 29°C. Por otra parte, ante la deteccidn de WSSV se considerd como una estrategia
disminuir la salinidad de los estanques de cultivo camaronicolas para reducir su capacidad infecciosa, pese
aello, se demostré que aun a bajas concentraciones de salinidad (5y 15 g/L), el virus seguia infectando a
los organismos (Ochoa et al., 2006; Carbajal et al., 2008). No obstante, Godinez-Siorda y colaboradores
(2012) reportaron que al combinar una temperaturade 33°C y una salinidad de 15 g/L en juvenilesde P.
vannameij expuestos a WSSV obtuvieron una supervivencia del 65%. Las bacterias causantes de NHP y
AHPND de forma natural requiere de sal para su desarrollo (Rodriguez-Camacho etal., 2014), por lo que
una salinidad de 20 ppm a 38 ppm favorece su presencia en el ambiente (Morales-Covarrubias, 2008;
Estrada-Pérez et al., 2020) Para IHHNV, BP, MB, DIV1 no existen estudios donde se correlacione
directamente la salinidad con la presencia de las enfermedades. El porcentaje de muestras positivas al
ADNe de los seis agentes patégenosencontrados en lagranja 1fue superior de forma general con respecto
ala granja 2, lo que puede atribuirse facilmente a los factores ambientales presentes en los estanques de
cultivo, ademds de las condiciones del manejo de cultivo al sélo existir un ciclo productivoen la segunda
granja. Por otro lado, en la primera granja, existen dos ciclos anuales de cultivo. Otros factores por
considerar son la presencia constante de aves e inclusive de ejemplares de camardn silvestres dentro de

los cultivos.
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Los agentes patdgenos pueden diseminarse y permanecer facilmente en los cultivos camaronicolas a
través de factores externos a las condiciones del cultivo. La infeccidon provocada por IHHNV y BP puede
presentarse de forma tardia, ocasionando que los organismos infectados no presenten signosy se
conviertan en portadores pasivos que puedan infectar alresto de la poblacién de los estanques de cultivo,
asi como, también en caso de ser reproductores puedan incluirse erréneamente en programas para su
reproduccién (Montgomery-Brock et al., 2007; Guevaray Alfaro, 2012; Duran-Cobo, 2016). Aunque los
camarones afectados porel WSSV pueden presentar un estadio subclinico, resulta improbable que pasen
desapercibidos durante su cultivo. Sin embargo, se ha corroborado la transmision de este virus a través
del plancton presente en los estanques hacia organismos sanos, como se evidencid en investigaciones
previas (Hernandez-Lépezetal., 2020). Este fendmeno destaca laimportancia de comprenderladindmica
de la propagacion del WSSV. Por otro lado, de forma general se puede contemplar la posibilidad de que
todos estos agentes patdgenos puedan encontrarse en ejemplares silvestres que tengan la facilidad de
incorporarse en los estanques de cultivo de las granjas camaronicolas. De acuerdo con Overstreet y
colaboradores (1988) elvirus de BP puede infectar hasta seis especies diferentes de camarones peneidos,
mientras que, para el virus de WSSV no se ha reportado a ninglin crustaceo decapodo resistente a este
(OMSA, 2023). Unavariedad de especies dentro de los camarones, langostinosy langostas son susceptibles
a la infeccién provocada por el virus de DIV1 (OMSA, 2023). Por otro lado, el Vibrio parahaemolyticus

puede ser hospedado por una gran variedad de peces, moluscos y crustaceos (Su y Liu, 2007).

En este estudio se considerd el nUmero de muestras positivas al ADN de cada patégeno en ambas granjas
para poder determinar su presencia, por lo que, es ideal que los resultados obtenidos se discutan con
investigaciones de la misma indole. Sin embargo, hastala actualidad no hay literatura al respecto, asi que
nos enfocamos en el porcentaje de muestras positivas para cada agente patégeno. La prevalencia de
IHHNV puede variar de 0% hasta un 100%, sin embargo, los valores promedios reportados son de 46% y
57% en P. stylirostris para el golfo de California (Pantoja et al., 1999; Morales-Covarrubias et al., 1999).
Considerando los resultados obtenidos en este estudio, podemos asumir que la carga viral haya sido alta
en el ambiente y que el ADN de este patdgeno persistio fuertemente. Ademas, las condiciones
ambientales, asicomo, el manejo de los estanquesfavorecid su presencia. Duran-Cobo (2016) reportd que
la prevalencia de BP en ejemplares adultos de P. vannamei de cinco granjas en Ecuador fue tan sélo del
2%; mientras que, en este estudio su presencia fue de hasta 16%. Por otro lado, se ha registrado una
prevalencia de MB en granjas semi-intensivas de Penaeus monodon en India que oscila entre el 18% y el
42%, segun investigaciones anteriores (Vijayan et al., 1995). No obstante, en el presente estudio, se
observa un porcentaje de muestras positivas inferior, lo cual resulta relevante al considerar que se trata

de una especie diferente de camardn peneido. De acuerdo con lo reportado por Morales-Covarrubias y
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colaboradores (2011), la prevalencia de WSSV en ocho paises latinoamericanos fue del 21.7%, obteniendo
inclusive una mdaxima de 40% en Honduras. No hay estudios previos que aborden la prevalencia de DIV1.
Sin embargo, en el curso de esta investigacion, observamos porcentajes de presencia de ADN del 11% y
22%. Estas cifras podrian atribuirse a las condiciones ambientalesy al manejo de reproductores/post-
larvas. Es importante sefalar que no existen estudios en Latinoamérica que aborden la presencia de este
patégeno. Por ende, la obtencidn de resultados positivos mediante PCR convencional y confirmacién
mediante secuenciacidn Sanger confirma la presencia de su ADN en México. Aunque el porcentaje de
muestras positivas para DIV1 es bajo en comparacién con el ADN de otros patdgenos detectados en este
estudio, su hallazgo subraya la necesidad de confirmar su presencia (infeccién) en los camarones
cultivados y estudios mas extensos paracomprender, ensu caso, la dindmica de este agente patégeno en
la region. Es destacable la presencia de ADN de NHP en nuestro estudio, ya que anteriormente se han
reportado prevalencias de 15%y 17% en poblaciones silvestres (Aguirre -Guzman et al.,2010) y tan sélo del
25% en el cultivo de P. vannamei en México (Morales-Covarrubias etal., 2011). Por ultimo, Rubio-Limonta
y colaboradores (2020) reportaron una prevalencia promedio del 29.3% de AHPND en granjas semi-
intensivas camaronicolas en Cuba para los meses de septiembre a diciembre, mientras que, en este

estudio la presencia del ADN de este patégeno se detectd en el 33% de las muestras.

4.3 ldentificacién de AND de patdgenos especificos mediante NGS

La secuenciacién Sanger de productos de PCR con ADNe es una herramienta molecular con potencial de
apoyo para la gestién sanitaria en el campo de la camaronicultura. La secuenciacidon Sanger es un método
estandar que desde 1977 se utiliza para identificar las variaciones en el ADN; sin embargo, actualmente
no es tan popular como la NGS (Rubio et al., 2020). A pesar de sus limitaciones, la técnica molecular
presentauna precisién notable y se destaca por su formatode analisis sencillo. No obstante, es importante
tener en cuenta que su uso estd condicionado por los costos operativos asociados y la cantidad
relativamente reducida de lecturas en comparacién con otras plataformas disponibles (Pinilla-Bermudez,
2019). En la actualidad, la secuenciacién de productos de PCR obtenidos de ejemplares con signos clinicos
o sospechosos de tener unaenfermedaden particular esta indicada como una herramienta de diagndstico
confirmativo viable, sensible y especifico por la OMSA para las enfermedades de IHHNV, BP, MB, WSSV,
NHP y AHPND. En el caso de DIV1, sdlo se considera para un diagndstico presuntivo (OMSA, 2023). Los
resultados de la secuenciacidn de los productos de PCR a partir de ADNe demostraron una concordancia

con los resultados obtenidos por PCR punto final, lo que podria ser indicador de la confiabilidad y
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especificidad de ambas herramientas para la identificacion de ADN de agentes patdgenos en los cultivos

camaronicolas.

La NGS es una herramienta molecular que puede ser utilizada a partir de ADNe como un método de
identificacion de ADN de patdgenos bacterianos en el cultivo camaronicola. La NGStiene la capacidad de
secuenciarunagran cantidad de fragmentos de ADN, asicomo, de tenerunabajatasa de error durante el
proceso (Pinilla-Bermudez, 2019). La plataforma de lllumina es de las dos mas utilizadas hoy en dia, ya que
sus costos de operacion son relativamente bajos, asi como, que cuentan con una amplia gama de
instrumentos (Rubio etal., 2020). No obstante, la precision de su lectura es determinada porla intensidad
de la sefialy nimero de ciclos. La NGS puede verse limitada por la generacién de errores en productos de
PCR amplificados, principalmente en las regiones que tienen una gran cantidad de guanina-citosina
(Ulahannanetal., 2013). De igual forma, la longitud corta de las secuencias dificulta su analisis (Vigy Wang,
2012). Los estudios que utilizan la NGS a partir de ADNe y mapeo de genomas de referenciaen ambientes
marinos principalmente van dirigidos a la rama de la metagendmica, porlo que, son escasos aquellos que
tienen una direccién al mismo enfoque que este estudio. En el caso de la acuicultura, de forma general,
en los ultimos cuatro afos si bien han empezado a utilizar el ADNe para poder detectar ADN de agentes
patégenos, lohan hecho através de herramientas moleculares como el PCR de gota digital (ddPCR) y qPCR
(Sieberetal., 2020; Mérou etal., 2020; Jun-Kiatetal., 2023; Schusteretal., 2023) sin abordar el potencial
deluso de la NGS. Por otro lado, Rios-Castroy colaboradores (2022) reportaron la identificacion de ADN
delpardsito Perkinsus olsenien muestras ambientales de aguay sedimento utilizando laNGS, sin embargo,
para poderdetectarsu proliferacién activa en los animales combinaron el ADNe con el ADN obtenido de
diferentes tejidos, siendo todaviamas sensible y especifica la técnica. En este estudio se logré identificar
exitosamente a V. parahaemolyticus agente patdégeno causante de AHPND en las granjas de camardn por
medio delmapeo de genomas de referencia; sin embargo, paralas enfermedades virales no se obtuvieron
lecturas. Existen diferentes factoresque pudieron influir directamente sobre los resultados, tales como los
kits utilizados para la extraccion del material genético y los kits de amplificacién gendmica completa, ya
que estan disefiados a partir de bacterias, generando un efecto sinérgico que tenga predileccién por la
deteccién de agentes bacterianos. Otros factores que pueden considerarse son la degradacidon del ADN
ambiental, ya que comienzaa descomponerse de formainminente tras el muestreo, lo cual se atribuye a
la actividad de las nucleasas, fuerzas mecanicas e inclusive reacciones quimicas espontaneas (Nielsen et
al., 2007). Ademas, los resultados de secuenciaciéon por NGS pueden ser afectados por el método de
muestreo, procesamiento de la muestra, amplificacién, purificacién, cuantificacién y profundidad de

secuenciacion (Gihring et al., 2012; Clooney et al., 2016).
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La aplicacién de la secuenciacién Sanger y la tecnologia de NGS a partir de ADN ofrece una nueva
perspectiva en la identificacién de agentes patégenos en la acuicultura. En términos generales, estas dos
herramientas moleculares adn no han sido exhaustivamente exploradas en el dmbito acuicola, lo que
sugiere un amplio campo de investigacion por descubrir. Aunque métodos de identificacion
convencionales, como el PCR y qPCR a partir de ADN o ARN directamente de los organismos, ofrecen
resultados oportunos y eficientes, es importante considerar que sus protocolos pueden obstaculizar la
cadenaproductivay aumentarlos costos asociados. En comparacion, las técnicas de secuenciacidon ofrecen
la capacidad de procesarsimultdneamente multiples muestras utilizando un Unico protocolo y equipo, si
bien su principal limitacién reside en el tiempo requerido para obtener un resultado. Los resultados de
este estudio respaldan el potencial de estas herramientas; no obstante, al tratarse de ADN, no pueden
considerarse indicativas de la presenciade unaenfermedad enlos camarones delcultivo (MacAulay et al.,
2022). Sin embargo, la combinacién de ADN extraidoy tejido de organismos infectados podria permitir la

identificacion mas precisa de la presencia activa de la infeccion.

4.4 Importancia del desarrollo de metodologias de diagndstico de

enfermedades para el cultivo camaronicola

Los avances tecnolégicos de los métodos de diagnéstico de agentes patdgenos que provocan
enfermedades en la industria camaronicola han vuelto mas segura la salud de los cultivos. El diagndstico
es el arte de identificar una enfermedad através de los sintomas y signos clinicos que sufre un individuo
(RAE, 2001; Coronado-Hurtado, 2015); sin embargo, al aplicarse en animales Unicamente se consideran
los signos clinicos detectados tras un examen fisico general. La aplicacién del diagndstico en la acuicultura
es un proceso diferente, donde en primera instancia se observa el comportamiento y apariencia de los
especimenes cultivados. No obstante, las condiciones fisicoquimicas del agua, asi como, los factores
ambientales puedendificultar este proceso (MacAuley et al., 2022). En el drea de la camaronicultura, antes
de 1993, solamente se utilizaban los métodos de diagndstico de enfermedades tradicionales, tales como
la observacién de los signos clinicos, la observacién al microscopio de tejidos frescos, microbiologia,
histologia e histoquimica (De la Rosa-Vélezy Bonami, 2006). Los métodos de diagndstico de enfermedades
como la observacién del comportamiento y condicidn corporal de los individuos tienden a tener una
sensibilidad y especificidad bajas (Earle et al., 2014); pese a ello, son muy baratos de costeary el tiempo
de deteccién eslento (Zeldis y Prescott, 2000). Por otra parte, los métodos como la microscopia, histologia,

histoquimica y actualmente la teledeteccion (Oh etal., 2017), son métodos que implican el desarrollo del
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“ojo clinico” ya que requieren de personal capacitado y experimentado para tener un resultado certero
(Shinin et al., 2010; Ferguson et al., 2014). La histologia e histoquimica son métodos de diagndstico de
enfermedades con sensibilidad y especificidad bajas. La microscopia electrénica de transmisién, no
obstante, tienen un menor costo de operacion (De laRosa-Vélezy Bonami, 2006). Asi mismo, los métodos
de identificacién bacteriana como la microbiologia son selectivos y susceptibles alacontaminacién (Evelyn
et al., 1987; Stewart et al; 2017); ademas, también necesitan de un periodo largo de tiempo para su
procedimiento. Adicionalmente, no todos los patdgenos del camardn son cultivables en medios especificos
o en lineas celulares. Otros métodos que forman parte de esta rama son los bioquimicos y de serologia;
sin embargo, no son muy empleados en el campo acuicola (Jaramillo et al., 2017; Pawluk et al., 2019). De
forma general, estos métodos tradicionales pueden ser facilmente burlados por agentes patégenos que
tienenun largo periodo de incubacién, asi como, aquellos que pueden permanecer en los organismos de

forma asintomatica.

El uso de sondas genéticas moleculares para la identificacion del parvovirus causante de HHNV fue el
parteaguas para el diagndstico de la enfermedad en el cultivo camaronicola (Mari et al., 1993). Las
herramientas moleculares para contribuiren el diagndstico de enfermedades tienenunagran variedad de
ventajas sobre los métodos tradicionales, tales como, una sensibilidad, especificidad y eficacia altas;
ademas con el paso de los afios se han vuelto econdmicamente mas accesibles (Rios-Castro et al., 2021,
JunKiatet al.,2023). La técnica de PCR convencional, asi como el gPCR necesitan de cebadores especificos
para que sea exitosala identificacion de los agentes patégenos (Rios-Castro, etal., 2022), pese a ello, un
efecto negativo de su aplicacién es la presencia de inhibidores en muestras ambientales (Porter y
Hajibabaei, 2018). Actualmente, la NGS facilita el analisis de miles de secuencias obtenidas, ademas de
garantizar una identificacién rapida y confiable de los microorganismos presentes en la muestra; incluso
es mas seguro para el operadoral no exponerlo areactivos quimicos y disminuye eltiempo de sujornada
laboral (Ercolini, 2013). El uso de ADNe para detectar ADN de patégenos en elambiente es un método no
invasivo que facilita la recoleccion de datos de su prevalencia (Hall et al., 2015; Branelly et al.,2020,). El
desarrollo de los métodos de deteccion de agentes patdgenos en elcampo de la camaronicultura a través
de los afos ha facilitado de forma dramatica el diagnéstico oportuno, eficiente, precisoy ha permitido el

desarrollo de medidas zoosanitarias, asi como, de la vigilancia del estado de salud de los cultivos.

La importancia de este estudio radica en ser el primero en detectar ADN de agentes viralesy bacterianos
en el ambiente de cultivo de P. vannamei usando tres diferentes herramientas moleculares: PCR
convencional, secuenciacion Sangery la NGS con mapeo a genomas de referencia. De forma general, el

manual de diagndstico para enfermedades de los animales acuaticos (OMSA, 2023) estipula los métodos
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de deteccién aceptados mundialmente para cada uno de los agentes causales de las enfermedades
presentes en esteestudio. Laformamads convencional de estas herramientas moleculares es el PCR punto
final, el cual, se destacd por ser sensible y especifico para las muestras de ADNe a partir del sedimento.
Ademadsde ser un método de deteccién confiable, presentala ventajade ser menos costoso en cuanto a
los insumosy mas rapido de efectuaren tiempo. Es sumamente destacable que el programa estandarizado
para el termociclador beneficia al operador, facilitando la corrida de las muestrasy ahorrando tiempo en
el laboratorio. Por otro parte, dentro de las desventajas de esta herramienta, es que pueden darse falsos
positivos ya sea por la contaminacion de las muestras con otras o de la contaminacién de los reactivos. La
secuenciacidn Sanger se realizd a partir de productos de PCR positivos con la finalidad de respaldar los
resultados obtenidos por PCR convencional. Los resultados indicaron que ambas herramientas fueron
eficientes y sensibles para detectar al ADN de los agentes patdgenos en el agua y sedimento de los
estanques en las granjas, pese a ello, debe de considerarse que la Secuenciacién Sanger fue mds costosa
y tardada al dependerdellaboratorio Eton Bioscience (USA).Actualmente la Unica enfermedad que puede
ser confirmada oficialmente por secuenciacidon de productos de PCR a partir de ADNe esla Girodactilosis,
la cual es provocada por el ectoparasito Gyrodactylus salaris que afecta a diferentes especies de peces
(OMSA, 2022). Asi que, este trabajo es un parteaguas para considerar la deteccidn de agentes patogenos

a partir de ADNe en el dmbito acuicola y principalmente, dentro de la industria camaronicola.

La NGSvy el mapeo a genomas de referencia a partir de ADNe es una herramienta poco explorada para
contribuir al diagnéstico acuicola. Hasta la fecha, los trabajos publicados sobre el uso de la NGS para
detectar a un agente patdégeno en organismos acudticos a partir del ADNe en combinacién del ADN de
tejido se dirigen principalmente a peces y moluscos bivalvos dejando de lado a los crustaceos; aunado a
esto, varios de ellos no se dirigen a especies de alto valor comercial e impacto econdmico a nivel mundial.
De tal manera, que existe un gran espacio para la investigacion. La industria camaronicola es altamente
rentable y de gran impacto a nivel mundial por lo que es necesario prescindir de estudios dirigidos a esa
rama. En este estudio, elusode la NGS junto con el mapeo de genomas de referencia obtuvo un resultado
destacable al serposible detectara V. parahaemolyticus causante de AHPND a partirde ADNe, pese aello,
la cantidad de lecturas obtenidas fue muy baja. Esto puede atribuirse a diferentes factores como son la
degradacion del ADNe, los kits utilizados para su obtencién e inclusive la plataforma de secuenciacion
utilizada. No obstante, representa un punto de partida para continuar investigando sobre su potencial
como herramientade apoyo al diagnéstico de enfermedades bacterianas en el cultivo camaronicola. Esta
herramienta molecular representa la posibilidad de una identificacion simultanea de ADN de diferentes
agentes patégenos. Ademas, de que ser muy Util para lavigilancia zoosanitaria de los cultivos, permitiendo

una detecciéntempranade los posibles agentes patégenosy facilitando las medidas de control sanitario.
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Capitulo 5. Conclusiones

Se estandarizé la extraccion de ADNe a partir de muestras de agua y sedimento. Es importante destacar
que la concentracion de ADNe obtenido a partir de sedimento fue menorcon respecto a las muestras de

agua, lo cual, posiblemente se relacione con la cantidad de muestra utilizada para realizar la extraccion.

La deteccidon del ADN de un agente patdgeno especifico en muestras de agua y sedimento es factible
mediante la aplicacidon de la técnica de PCR convencional y secuenciacidon Sanger. En términos generales,
se logré identificar el ADN de seis agentes patdégenos, observandose un nimero superior de detecciones
en las muestras de sedimento en comparacidn con las muestras de agua. Esta disparidad podria atribuirse
a la capacidad del sedimento, como un depdsito no perturbado de materia organica e inorganica en los

estanques de cultivo, para preservar de manera mas efectiva el ADN de los agentes patégenos.

La presenciadel ADN de los agentes identificados en las granjas puede relacionarse con diversos factores,
tales como las condiciones fisicoquimicas del agua, la presencia de alimento contaminado, la posible
infeccién de las postlarvas sembradas, la introduccién de organismos silvestres al cultivo y el procesode
secado de los estanques entre cada ciclo de produccion. Es importante sefialar que los porcentajes de
presencia varian significativamente reflejando la influencia de factores locales y temporales en la

distribucidn y propagacién de estos agentes patégenos.

Los resultados derivados del mapeo a los genomas de referencia permitieron la confirmacién de la
presencia de ADN correspondiente al plasmido de virulencia de Vibrio parahaemolyticus, el cual es el

agente causal de la Necrosis Hepatopancreatica Aguda.

No se logré la identificacidon simultdanea de ADN de virus, bacterias y hongos a nivel de ADN, asociados a

enfermedades en la acuicultura del camardn mediante la NGS.

Por ultimo, contemplando los resultados obtenidos a partir de PCR convencional, secuenciacidon Sangery
NGS podemos concluir que estas técnicas al ser combinadas con ADNe tienen el potencial de utilizarse
para la deteccién temprana y seguimiento de ADN de agentes patdégenos en agua y sedimentos de

estanques de cultivo de camarén.
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Capitulo 6. Recomendaciones

Para futuras investigaciones, se sugiere utilizar botellas de plastico estérilesde 500 mLa 1 L parala toma
de muestras de agua. Esta eleccién facilitara la recoleccidny transporte, al mismo tiempo que reducira el
riesgo de contaminaciony pérdida delliquido. Ademas, se recomienda eluso de filtros para concentrarla

materia orgdnica de las muestras.

Se aconseja realizar la extraccién de ADN en un plazo maximo de 24 horas después del muestreo para
evitarsu degradacién. Ademads, se sugiererealizar dos o tres extracciones de ADN a partir de una muestra,
con elobjetivo de obtener unaconcentracién mas elevada paralos procedimientos de PCR, secuenciadén

Sangery NGS.

Para las granjas, es recomendable que el sedimento de los estanques de cultivo sea removido, al menos
10 cm, esto es con la finalidad de evitar la humedad durante el periodo de secado y que disminuya el
contenido de materia organica e inorgdnica presente (Boyd, 2019). Ademas, debe de alargarse el periodo
de secado entre los ciclos productivos, de un mes hasta tres meses como minimo. Y de ser posible
econdmicamente, que se utilice el tratamiento de cal tras el periodo de secado de los estanques, de

acuerdo con las recomendaciones de Boyd (2017).
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Anexos

Guia parala obtencién de ADN utilizando el kit comercial Power Water

DNA lIsolation Kit Sample (MO BIO Laboratories)

Recomendaciones importantes: las soluciones PW1y PW3 deben ser calentadas a 55°C durante 5 a 10
minutos y ser usadas mientras estén calientes.

1. Afiadir 5 mL de agua dentro del PowerWater® Bead Tube de 6 mL.

2. Ahadir 1 mLde la solucién PW1 al PowerWater®Bead Tube.

3. Asegurar el PowerWater®Bead Tube horizontalmente a un adaptador de Vortex.

4. Vortexear a una velocidad maxima durante 5 minutos.

5. Centrifugar los tubos < 4000 x g por 1 minuto a temperatura ambiente. La velocidad dependera de la
capacidad de la centrifugadora.

6. Transferir todo el sobrenadante aun tubo de recoleccidn limpio de 2 mL. Extraer el sobrenadante con
una punta de pipeta de 1 mL colocandolo hacia debajo enlas perlas. Nota: Es necesario colocar la punta
de la pipeta en las perlas. Pipetear mas de una vez asegura la eliminacidon de todo el sobrenadante.
Cualquier transferencia de cuentas no afectara los pasos posteriores. Recuperar entre 600-650 uL de
sobrenadante dependiendo del tipo de la membrana filtrante utilizada.

7. Centrifugar a 13,000 x g por 1 minuto.

8. Evitando succionar el pellet, transferir el sobrenadante a un tubo de recoleccién limpio de 2mL.

9. Agregar 200 pL de la solucién PW2 y vortexear. Incubar a 4°C durante 5 minutes.

10. Centrifugar los tubos 13,000 x g por 1 minuto.

11. Evitando el pellet, transfiera el sobrenadante a un tubo de recoleccion limpio de 2mL.

12. Anadir 650 pL de la solucién PW3 y vortexear brevemente para mezclarlo.

13. Cargar 650 uL de sobrenadante en un filtro de centrifugaciéon y centrifugar a 13,000 x g durante 1
minuto. Desechar el flujo y repeyir hasta que todo el sobrenadante se haya cargado en el filtro de
centrifugado. Nota: Se requiere un total de dos cargas por cada muestra procesada.

14. Colocar la cesta del filtro en un tubo de recoleccién limpio de 2mL.

15. Sacudir hasta que se mezcle la solucién PW4 antes de su uso. Aiadir 650 uL de la solucién PW4 y
centrifugar a 13,000 x g por 1 minuto.

16. Retirar el flujo y afiadir 650 pL de la solucidn PW5 vy centrifugar a 13,000 x g por 1 minuto.

17. Desechar el flujo y centrifugar de nuevo a 13,000 x g por 2 minutos para eliminar el residuo.



18. Colocar la cesta del filtro en un tubo de recoleccién limpio de 2mL.
19. Aiadir 30 pL de la solucién PW6 al centro del filtro blanco de la membrana.
20. Centrifugar a 13,000 x g por 1 minuto.

21. Retirar la cesta del filtro. EI ADN esta listo para cualquier aplicacion.
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Guia parala obtencion de ADN utilizando el kit comercial DNeasy Power

Soil Pro Kit 50 (QIAGEN)

Recomendaciones importantes:

e Asegurese de que los tubos PowerBead Pro giran libremente en la centrifuga sin rozar.

e Sila solucidn CD3 ha precipitado, calentar a 60°C hasta que el precipitado se disuelva.

e Realizar todos los pasos de centrifugacion a temperatura ambiente (15-25°C).
1. Girar el PowerBead Pro tube brevemente para asegurarse de que las perlas se hayan asentado en la
parte inferior. Afadir hasta 250 mg de tierra y 800 uL de solucién CD1. Vortexear brevemente para
mezclar.
2. Asegurar el PowerBead Pro tube horizontalmente en un adaptador de vortex para tubos de 1.5-2 mL.
Vortexear a una velocidad maxima durante 10 minutos.
3. Centrifugar el PowerBead Pro tube a 15,000 x g por 1 minuto.
4. Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio de 2 mL.
5. Afladir 200 pL de la solucion CD2 y vortexear por 5 segundos.
6. Centrifugar a 15,000 x g por 1 minuto. Evitando succionar el pellet, transfiera hasta 700 pL de
sobrenadante a un tubo de microcentrifuga limpio de 2 mL.
7. Aiadir 600 pL de la solucion CD3 y vortexear durante 5 minutos.
8. Cargar 650 pL de lisado en unacolumna de centrifugado MB. Centrifugara 15,000 x g durante 1 minuto.
9. Descartar el sobrenadante y repetir el paso 8 hasta que todo el lisado pase a través de la columna de
centrifugado MB.
10. Coloque con cuidado la columna de centrifugado MB en un tubo de recogida limpio de 2 mL. Evite
salpicar cualquier flujo en la columna de giro MB.
11. Afiadir 500 pL de la solucién EA a la columna de giro MB. Centrifugar a 15,000 x g durante 1 minuto.
12. Descartar el sobrenadante y vuelva a colocar la columna de centrifugado MB en el mismo tubo de
recoleccién de 2 mL.
13. Anadir 500 pL de la solucidn C5 a la columna de centrifugado MB. Centrifugara 15,000 x g durante 1
minuto.
14. Descartar el sobrenadante y vuelva a colocar la columna de centrifugado MB en un nuevo tubo de
recoleccién de 2 mL.
15. Centrifugar a 16,000 x g durante 2 minutos. Con cuidado coloque la columna de centrifugado MB en
un nuevo tubo de elucién de 1.5 mL.

16. Afadir 30 pL de la solucién C6 al centro de la membrana de filtrado.
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17. Centrifugara 15,000 x g durante 1 minuto. Descartar la columna de centrifugado MB. El ADN esta listo

para ser usado. Nota: Se recomienda guardar el ADN congelado a una temperatura de -30a -15°C.
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Geles de agarosa al 2% tefiidos con GELRED

Figura 22. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se sefialan con flechas negras las muestras de agua que
amplificaron para Baculovirus penaei. La primera hilera corresponde a los estanques de la granja 1, mientras que, en
la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.

Figura 23. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se sefialan con flechas negras las muestras de agua que
amplificaron para Monodon baculovirus. La primera hilera corresponde a los estanques de la granja 1, mientras que,
en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 24. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se sefialan con flechas negras las muestras de agua que

amplificaron para el virus iridiscente de los decdpodos tipo 1. La primera hilera corresponde a los estanques de la
granja 1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 25. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde la ausencia de flechas negras en las muestras de agua que

son negativas para el virus de la mancha blanca. La primera hilera corresponde a los estanques de la granja 1,
mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 26. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde la ausenciade flechas negras en las muestras de agua indica
que son negativas para Candidatus hepatobacter penaei causante de la necrosis hepatopancreatica. La primer hilera

corresponde alos estanques de la granja 1, mientras que, en la segunda hilerase muestran los resultados de la granja
2.
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Figura 27. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde la ausenciade flechas negras en las muestras de agua indica

que son negativas para la necrosis aguda hepatopancredtica La primera hilera corresponde a los estanques de la
granja 1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 28. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde la ausenciade flechas negras en las muestras de agua indica
que son negativas para Enterocytozoon hepatopenaei. La primera hilera corresponde a los estanques de la granja 1,
mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 29. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se seiialan con flechas negras las muestras de sedimento
que amplificaron para Baculovirus penaei. La primera hilera corresponde a los estanques de la granja 1, mientras
que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 30. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se sefialan con flechas negras las muestras de sedimento

que amplificaron Monodon baculovirus. La primera hilera corresponde a los estanques de la granja 1, mientras que,
en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 31. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se sefialan con flechas negras las muestras de sedimento

que amplificaron para el virus iridiscente de los decapodos tipo 1. La primera hilera corresponde a los estanques de
la granja 1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 32. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde la ausencia de flechas negras en las muestras de sedimento
indica que son negativas parael virusde la mancha blanca. La primera hilera corresponde alos estanques de la granja
1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 33. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se seiialan con flechas negras las muestras de sedimento
que amplificaron para Candidatus hepatobacter penaei causante de la necrosis hepatopancreatica. La primerahilera
corresponde alos estanques de la granja 1, mientras que, en la segunda hilerase muestran los resultados de la granja

2.
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Figura 34. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde se sefialan con flechas negras las muestras de sedimento
que amplificaron para la necrosis aguda hepatopancreatica. La primera hilera corresponde a los estanques de la
granja 1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Figura 35. Gel de agarosa al 2% tefiido con GelRED donde la ausencia de flechas negras en las muestras de sedimento
indica que son negativas para Enterocytozoon hepatopenaei. La primera hilera corresponde a los estanques de la
granja 1, mientras que, en la segunda hilera se muestran los resultados de la granja 2.
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Anexo D Cromatogramas representativos de los patégenos IHHNV, MB,
DIV1 y NHP.
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Figura 36. Alineamiento de las secuencias “forward” y “reverse” de la necrosis infecciosa hipodérmica vy
hematopoyética. En la parte superior se observa la secuencia consenso, la cual indica el nUmero de secuencias
utilizadas para formarla. Por otro lado, la linea de color verde indica el porcentaje de identidad entre la secuencia
“forward” y “reverse”.
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Figura 37. Alineamiento de las secuencias “forward” y “reverse” de Monodon baculovirus. En la parte superior se
observa la secuenciaconsenso, la cual indica el nUmero de secuencias utilizadas para formarla. Por otro lado, la linea
de color verde indica el porcentaje de identidad entre la secuencia “forward” y “reverse”.
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Figura 38. Alineamiento de las secuencias “forward” y “reverse” del virus iridiscente de los decapodos tipo 1. En la
parte superior se observa la secuencia consenso, la cual indica el nimero de secuencias utilizadas para formarla. Por
otro lado, la linea de color verde indica el porcentaje de identidad entre la secuencia “forward” y “reverse”.
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Figura 39. Alineamiento de las secuencias “forward” y “reverse” de la necrosis hepatopancreatica. En la parte
superior se observa la secuencia consenso, la cual indica el nimero de secuencias utilizadas para formarla. Por otro
lado, la linea de color verde indica el porcentaje de identidad entre la secuencia “forward” y “reverse”.



