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Introduccion. El cultivo de camaron es una actividad de
gran importancia econémica. Desafortunadamente, el
crecimiento de esta actividad también ha aumentado la
aparicion de enfermedades, sobre todo virales, que reducen
significativamente la produccién por las mortalidades tan
altas que producen. En la actualidad, el virus que produce el
sindrome de la mancha blanca (WSSV) es el mas devastador
que se ha conocido en la historia de la acuacultura de
camaron.

El WSSV es un virus de DNA de doble cadena con un
genoma de 305 Kb, el componente importante para la
infeccion es una proteina llamada VP28 que es la
responsable de la union al receptor celular. Sin embargo, a
pesar de que se conocen algunas proteinas involucradas en la
defensa de camarén, no se conoce cual es la participacion de
estas en la defensa contra virus. En este trabajo se realizo el
analisis de genes provenientes de una genoteca obtenida de
hemocitos de camardn infectado con WSSV, ademas busco
conocer la participacién de varias proteinas involucradas en
la defensa del camardn a través de evaluacion de los
transcritos  expresados en  camarones infectados
experimentalmente con WSSV, con el objeto de detectar
marcadores moleculares de diagnostico temprano y generar
las bases para el uso de la gendmica en la prevencion de
enfermedades virales en camaron.

Metodologia. Se inocularon 10 camarones un macerado de
musculo de camardn infectado con WSSV, en cada uno de
aparentemente sanos con talla promedio de 10 £ 2 g. Todos
los organismos fueron sangrados a 1.5, 3, 6 y 12 horas post-
inoculacidn, se aislé el RNA total utilizando Trizol. Se
construyd una genoteca usando el kit comercial SMART
cDNA library construction. Esta genoteca generd varias
secuencias EST, de estos, se eligieron 5 a genes involucrados
en la defensa de camarén y uno viral, para el analisis de
expresion a través de PCR y usando como templado los
cDNA obtenidos de hemocitos infectados con WSSV y
obtenidos a diferentes horas después de la inoculacion.
Resultados y discusion. Se secuenciaron un total de 310
clones se obtuvieron 204 secuencias diferente, 36 secuencias
eran repetidas por lo menos una vez. De las 204 secuencias
34 eran relacionadas con genes de sistema inmune de
camarén, incluyendo proteina de coagulacion, enzimas
antioxidantes, peneidinas, crustinas, lisozima, HSP70,
transglutaminasa, proeinas del sistema de la profenoloxidasa,
inhibidores de serin porteasa y péptidos antimicrobianos. De
la misma forma se obtuvieron varios genes pertenecientes al
WSSV. En general los genes obtenidos fueron clasificados
en 9 categorias, presentadas en la figura 1.

Para calcular el nivel de transcritos, en todos los casos se
utilizo igual cantidad de cDNA y se us6 el gen de la proteina
ribosomal L13 como transcrito constitutivo para normalizar
los resultados. Uno de los transcritos interesantes en este
ensayo fue el de la proteina VVP230 perteneciente a WSSV el
cual mostr6 un alto nivel de transcripcion desde las 3 horas
post-inoculacién, lo que demuestra que es un gen de
expresién temprana y puede usarse como  diagndstico
temprano de infeccidn.

La infeccibn por WSSV afectd significativamente la
supresion genes como peneidina, HSP70 y TGasa pero tuvo
un efecto contrario en genes de crustina (figura 2).
Conclusiones. El conocimiento de genes utilizando
genotecas u otras herramientas biotecnolégicas, permite
conocer el genoma completo de diferentes individuos, esta
informacion puede utilizarse con diferentes fines entre ellos
la manipulacién genética, para mejoramiento genético de
especies de importancia comercial como el camaron. El
andlisis de expresion de genes, evidencio la participacion de
HSP 70, peneidina y lisozima como moléculas activas en la
infeccion viral, pudiéndose utilizar, en un futuro como
posibles marcadores de salud.
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Figura 1:
Clasificacion de
genes obtenidos de
hemocitos de
camaron infectados
con WSSV.
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