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Introduccién. El sector camaronicola se ha visto afectado
por la aparicién de varias enfermedades virales que han
venido a causar grandes mortandades en cultivos,
conllevando a importantes perdidas econdmicas. Una de las
enfermedades que ha presentado mayores riesgos en este
rublo es el Sindrome de Taura (TSV), transmitiéndose de
progenitores a la descendencia, a través de utensilios y otros
mecanismos que pongan en contacto al patégeno con los
organismos que se cultivan (1). Dado lo anterior se han
establecido programas de diagnostico para la deteccion
oportuna del virus dentro de los cultivos acuicolas y en los
limites fronterizos, evitando su introduccion al territorio
nacional y movilizacion dentro del mismo de nuevas
variedades del virus. Se ha demostrado que la técnica de
diagnostico mas rapida y efectiva para el TSV es la RT-PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa y Transcriptasa
Reversa). Sin embargo, para llevar acabo este analisis a
menudo se requiere de un paquete comercial que brinde los
iniciadores especificos para detectar el TSV. Motivo por el
cual nos dimos a la tarea de obtener iniciadores que brinden
la misma efectividad de deteccién sin depender de estos
paquetes comerciales.

Obijetivo. Disefiar iniciadores y optimizar condiciones de
PCR para la deteccion del Virus del Sindrome de Taura.
Metodologia. Se llevo acabo la bisqueda de las secuencias
existentes del genoma viral del Virus del Sindrome de Taura
(TSV). En la base de datos del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (2) se obtuvieron varias
secuencias, con las que fue posible realizar un alineamiento
maltiple con Clustalw (3), que nos brindo el indice de
identidad, ubicando asi regiones a partir de las cuales se
consiguieran iniciadores viables. Se analizaron las
secuencias y se selecciono una regién conservada del
genoma de TSV, en base a la cual y con ayuda del programa
FastPCR(4) se llvo acabo el disefio de 50 juegos de
iniciadores. Finalmente, se llevaron acabo pruebas tedricas
para seleccionar 7 pares de iniciadores de acuerdo a sus
caracteristicas y probarlas en laboratorio para comprobar sus
efectividad en el diagnostico de TSV. Se optimizaron las
condiciones de PCR de los iniciadores disefiados, variando
las concentraciones de MgCl,, dNTPs y la temperatura de
alineamiento.

Los resultados fueron visualizados mediante electroforesis
en gel de agarosa.

Resultados y discusion. En base | alineamiento, se
seleccionaron los iniciadores de una regiéon altamente
conservada en el fragmento que codifica a la proteina de la
capside, de alrededor de 0.5 Kb (Figura 1).
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CCATCCACACATGCTGCTGGTCTG...AACACCTTCAGGTGTAGACCC
CCATCCACACATGCTGCTGGTCTG...AACACCTTCAGGTGTAGACCC
CCATCCACACATGCTGCTGGTCTG...AACACCTTCAGGTGTAGACCC
CCATCTACACATGCTGCTGGTCTG...AACACCTTCAGGTGTAGACCC

Figura 1. Alineamiento multiple de la secuencia de nucleotidos del Virus del Sindrome
de Taura mostrando los iniciadores en flecha sélida que vade 5° 3 y%linea
punteada el complementario 3

De los 7 juegos de iniciadores escogidos para ser probados
en el laboratorio, solo 2 juegos mostraron detectar de manera
efectiva el Virus del Sindrome de Taura en las repetidas
pruebas realizadas. EIl primer juego de iniciadores
denominado TSV03, logro ser optimizado a una temperatura
de alineamiento de 60°C, observandose un fragmento de
608pb (Figura 1). Asi también, se observo un diagnostico
acertado del TSV con los iniciadores llamados TSVO07, que
fueron optimizados con una temperatura de alineamiento de
59°C, observandose un fragmento de 635pb, como se
observa en la figura 2 a continuacion.

Figura 2. Carril 1y 2 son iniciadores que no brindaron resultados, carril 3 iniciadores
TSVO03, carril 4 iniciadores TSV07, carril 5 iniciadores comerciales, carril 6 control
negativo y carril 7 control blanco.

Conclusiones. Los resultados mostraron que con estos
iniciadores disefiados se puede realizar un diagnostico
confiable del TSV, reduciendo también el costo total del
analisis de diagnostico. Con esto, es posible ofrecer una
mejor opcién para los productores y comercializadores de
camaron, brindando un resultado rapido, veraz y a un menor
costo.
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