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RESUMEN

Se realizd un estudio para la deteccion y genotipificacion del virus de la necrosis
pancredtica infecciosa (IPNV).

Se realizo una consulta en el Sistema de Informacion del Programa Nacional de Sanidad
Acuicola (PRONALSA), lo cual permitié detectar las principales importaciones que se han
realizado a México en el periodo 2001-2005, El resultado de esta consulta determiné que
se han realizado importaciones principalmente de Estados Unidos y Dinamarca. Con la
informacion antes mencionada se identificaron los posibles genotipos que existen en
México, determinandose el genogrupo | y al genogrupe Il como supuestos genotipos
existentes en la zona central de México, ya que un elemento importante en este estudio
era determinar si existia una relacién entre el genotipo y el origen geografico de los
organismos.

Para la deteccion del IPNV se muestrearon 22 granjas truticolas del Estado de Hidalgo y
39 granjas del Estado de Puebla, de cada una de ellas se analizaron dos muestras. La
deteccion del virus se realizé mediante la técnica de RT-PCR en uno y dos pasos, el virus
fue detectado en 19 muestras de las granjas del Estado de Hidalgo y 35 muestras de
granjas de Puebla.

A partir del genoma del virus se disefiaron oligonuclettidos especificos que identificaran al
genogrupo | y Il. Una vez detectado el IPNV en algunas de las granjas truticolas, se
seleccionaron muestras para detectar los dos genogrupos. La deteccion del IPNV para
genogrupa | y Il se realizo mediante |a técnica de RT-PCR en dos pasos.

Se encontré que 4 muestras de las granjas del Estado de Hidalgo y 3 muestras del Estado
de Puebla amplificaron para el genogrupo | y para el genogrupo Il solo una muestra de
cada Estado.

En lo que se refiere a la relacion que existe entre el genotipo y el origen geografico de los
organismos, se encontrd que si existe una relacion entre el genotipo y el origen geografico
de los organismos, ya que de las muestras analizadas, algunas estaban conformadas por
organismos que procedian de importaciones en las cuales se detectd el IPNV y
posteriormente al realizar la genotipificacion el resultado correspondid al genotipo
presente en el pais del que procedian.
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ABSTRACT

A study was conducted for the detection and genotyping of the virus infectious pancreatic
necrosis (IPNV).

First of all was consulted a database with Information of System of the National
Aquaculture Health (PRONALSA), which allowed identifying the main imports were made
to Mexico in 2001-2005. The result of this consultation determined that imports have taken
mainly in the U.S. and Denmark. With the above information identified possible genotypes
of virus that exist in Mexico, determining the genogroup | and genogroup Il genotypes as
assumptions that exist in the central area of Mexico as an important element in this study
was to determine whether there was a relationship between genotype and geographical
origin of organisms.

For detection of IPNV were sampled 22 trout farms in the Hidalgo State and 39 in the
Puebla State, of each one were analyzed two samples. The virus detection was performed
using the RT-PCR in one or two steps; the virus was detected in 19 samples from the
farms of Hidalgo and 35 samples from farms in Puebla.

From the genome of the virus-specific oligonucleotides that identify the genogroup | and |1
Once was detected IPNV in some of the trout farms was selected samples for the two
genogroups. Detection of IPNV for genogroup | and |l was performed by the RT-PCR in
twao steps.

It was found that 4 samples from the farms of the State of Hidalgo and 3 samples of the
State of Puebla amplified for genogroup | and genogroup Il for just a sample of each state.

Respect to the relationship between genotype and geographic origin of the fish was found
that there is relationship between these because some of the samples tested were imports
from countries in which IPNV was detected and then to perform the genotyping results
carresponded to genotype present in the country from which they came.
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. INTRODUCCION

El cultivo de la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) se inicié en México a finales del
siglo XIX, cuando se introdujo huevo oculado procedente de Norteamerica; desde
entonces la fruticultura ha tenido un notable desarrollo en algunas regiones del pais,
caracterizadas por el incremento en el nimero de granjas, uso de nuevas tecnologias y
aumento de la produccién (Enriquez et al, 2000). La truticultura es una actividad
productiva importante en nuestro pais, porque es rentable y en cuanto a la produccién de
organismos acuaticos fue una de las primeras que se desarrollé (Rodriguez, 2000).

Al igual que ofras actividades pecuarias, la truticultura no ha estado exenta de enfrentarse
a distintos tipos de enfermedad entre éstas, las virales que son de dificil control y
erradicacion y los organismos portadores estan restringidos tanto en el comercio nacional
como internacional, tal es el caso del Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV),
que produce una enfermedad sistémica contagiosa y aguda que ataca principalmente a
alevines y crias, razon por la que en la norma oficial mexicana NOM-10-PESC-1993, esta
considerada como enfermedad certificable (Ortega, 2000; NOM-010-SEPES-1993).

Este agente etiologico pertenece al genero Aquabimavirus y a la familia Birnaviridae
(Murphy et al., 1995); el virus esta formado por dos segmentos de RNA, el largo y el corto,
denominados A y B, respectivamente. El segmento A codifica tres proteinas, una
poliproteina precursora que se escinde para proporcionar la proteina de la capside: la
proteina VP2 que es una proteina no estructural NS, y la proteina estructural mas interna
VP3 que se caracteriza por su gran variabilidad antigénica y genotipica. El segmento B
codifica para una polimerasa de RNA conocida como VP1 (Hill, 1982; Brown, 1986).

La virulencia, definida como la habilidad del agente patogeno para causar enfermedad, es
una manifestacion de la interaccién entre los procesos de los componentes del virus y los
mecanismos de defensa desarrollados por las células del huésped para tratar de eliminar
la infeccion; sin embargo, el resultado de lal interaccion siempre es determinado por el
virus a través de sus factores de virulencia (Lyles, 2000). La virulencia para el caso del
IPNV refiere al grado de dano—mortalidad provocado por el patdgeno y evoluciona con
base en los mecanismos de variacion genética y seleccion natural, pero se acepta que
esta evolucion viene dirigida fundamentalmente por la interaccion con el huésped y la
produccion de la enfermedad (Read, 1994, Dobos, 1995).

Al respecto en Mexico, se desconoce el grado de virulencia y el genotipo que presenta
este virus, lo cual ha permitido plantear diversas interrogantes, por ejemplo; ;jPor qué
algunos organismos son resistentes al virus? ;Por qué la presencia de IPNV en México
no ha causado mortalidades devastadoras? ;Cual de los nueve serotipos afecta con
mayor intensidad a la trucha arco iris?, para ello en este trabajo se plantea aclarar la
identidad genética del serotipo de IPNV en la zona central de México.
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. MARCO DE REFERENCIA

1.1, Pesca

El 80 por ciento de la pesca marina a nivel mundial se encuenfra plenamente explotada,
sobreexplotada y agotada, y las repercusiones del cambio climatico estan afectando la
estabilidad de los recursos pesqueros sequn el ultimo informe de Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQ) sobre el Estado Mundial de
la Pesca y la Acuacultura 2008, donde se sefiala que el 19 % de las poblaciones de peces
marinos sujetos a la pesca estan sobreexplotadas, el 8 % agotadas, el 1 % en
recuperacion, el 2 % infraexplotados, el 18 % moderadamente explotados y el 52%
plenamente explotadas (FAO, 2008).

Por ofra parte, también sefiala que la mayor parte de las poblaciones de las diez especies
mas pescadas y que en términos de cantidad representan 30 % de la caplura marina
mundial, se hallan plenamente explotadas o sobreexplotadas y, por ello, no existen
aumentos en sus capturas (FAO, 2008).

Ademas, se menciona que el cambio climatico esta modificando la distribucion de las
especies marinas y de agua dulce. En general, las especies de aguas mas calidas estan
siendo desplazadas hacia los polos y estan experimentando cambios en el tamafio de su
habitat y en su productividad (FAO, 2008).

El cambio climatico esta afectando ya a la estacionalidad de determinados procesos
biologicos, modificando con ello las redes tréficas marinas y de agua dulce, con
consecuencias imprevisibles en la produccién de la pesca y la acuicultura. Es también
motivo de preocupacion el aumento del riesgo de invasidn por parte de otras especies y la
difusién de enfermedades transmitidas a través de vectores (FAO, 2008).

Las diferencias de calentamiento entre |a tierra y los océanos y entre las regiones polares
y las tropicales afectaran a la intensidad, frecuencia y estacionalidad de los patrones
climaticos, asi como a los fenomenos meteorologicos extremos y, por tanto, a la
estabilidad de los recursos marinos y de agua dulce adaptados a ellos 0 que sufren su
influencia (FAQ, 2008).

De acuerdo a la FAO, (2008), durante las tres Ulimas décadas, el nimero de pescadores
y acuacultores ha crecido mas rapidamente que la poblacion mundial y el empleo en el
sector pesquero ha aumentado con mayor rapidez que el de la agricultura tradicional, lo
cual ha incrementado la presién pesquera en algunos recursos, lo cual ha originado el
colapso de muchas pesquerias.

Ante el colapso de las pesquerias se ha planteado a la acuacultura como la solucién, sin
embargo, esta actividad que ha crecido a pasos agigantados, sigue dependiendo de la
pesca para la produccion de alimentos a partir de harina de pescado (FAO, 2008).

En México el 70 % de las pesquerias se encuentran catalogadas como explotadas al
maximo o en deterioro. En el Golfo de México pesquerias como la de liburdn, cazon,
sierra, robalo, guachinango tienen una tendencia descendente desde la década de los
noventa (FAO, 2008).
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I.2.  Acuacultura

La Acuacultura se define como el conjunto de actividades que tienen por objetivo la
produccin, crecimiento, conservacion y comercializacion de organismos acuaticos,
animales o vegetales de aguas dulces, salobres o saladas (CONAPESCA, 2006).

El origen de las actividades relacionadas con la acuacultura data desde los tiempos de
Aristoteles, quien menciona el cultivo de ostras en Grecia, mientras que Plinio da detalles
del mismo en Roma. En el caso de México, los origenes de la acuacultura se remontan a
la época prehispanica; sin embargo, practicamente es hasta finales de 1884 cuando
Esteban Chazari publica el primer tratado de piscicultura donde se apuntan las bases para
iniciar su desarrollo (Ceballos y Velasquez, 1988).

De esta manera, al término del siglo XX la acuacultura se constituye a nivel mundial en un
mecanismo alterno para la produccion de alimentos tanto en aguas continentales, como
en aguas marinas, con el cultivo de diversas especies de importancia no solo alimentaria y
comercial, incluso de aquellas especies en riesgo o en peligro de extincion que son
recuperadas mediante técnicas de cultivo (Alvarez, 2000).

En Ameérica Latina la acuacultura ha iniciado un desarrollo significativo en los Ultimos anos
y numerosos paises empiezan a destacar en la maleria, debido a la demanda de
alimentos con buena calidad de proteina y de bajo costo (Ceballos y Velasquez ,1988).

Por otro lado, la FAO sefiala que “la acuacultura crece con mayor rapidez que todos los
demas sectores de produccion de alimentos de origen animal, tomando en cuenta que
desde el afno de 1984 la produccion acuicola ha aumentado a una tasa media anual de
casi el 10%, en comparacion con el 3% correspondiente a la carne de bovino y el 1.6% de
la pesca” (FAQ, 2004).

Derivado de lo anterior, la acuicultura constituye una contribucién importante, no solo para
la produccion y comercializacién; sino también para la conservacion de muchas especies
del mundo, debido a que la pesca, consistente en la recoleccion de organismos acuaticos
a partir de las existencias silvestres, estd llegando a sus limites maximos por la
sobreexplotacidn, la degradacion del ambiente y la contaminacion de las aguas (Hepher y
Prugini, 1991).

La truticultura ha representado en el ambito de la produccion dulceacuicola una actividad
en crecimiento continuo en México, por otro lado, la trucha arco iris en la actualidad es
considerada como una especie resistente, facil de cultivar, con rapido crecimiento y un
alto indice de fecundidad, ademas tiene carne de excelente calidad y es codiciada en la
pesca deportiva (Rodriguez y Cortés, 2003).

En términos generales, se puede decir que la acuacuitura, y en particuiar la truticultura
adquiere especial atencion y requiere de un impulso decidido y dirigido que permita que su
desarrollo y crecimiento se realice en forma equilibrada con el entorno ambiental,
socioeconémico y cultural {Alvarez, 2000),
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I1.3. Estado actual de la acuacultura en México

En las titimas décadas, ante deterioro de las pesquerias a nivel mundial y el excesivo
esfuerzo pesquero concentrado en algunas pocas especies, la acuacultura se ha ido
convirtiendo de manera paulatina en una alternativa de produccién, considerandose al
mismo tiempo como un sector prioritario y estratégico para el suministro de alimentos, el
abasto de insumos a la agroindustria, la generacion de recursos, empleos e ingresos,
principalmente para los paises en desarrollo, ademas aporta la tercera parte de la
produccién pesquera mundial y es uno de los sectores de mas rapido crecimiento desde
finales de la década de 1980 (Guerra, 2005).

A partir de ésta década las capturas han tendido a estancarse en todo el mundo, de
acuerdo con la FAO el 47% de los bancos marinos del planeta estan ya sobre explotados,
es decir, estan llegando casi a su limite maximo sostenible. Se prevé que la extraccion
decaera entre 2015 y 2030, al tiempo que continuara creciendo la produccion derivada de
la acuacultura. Por ofra parte, cerca del 25% de los recursos estan explotados en forma
insuficiente 0 moderada y esa es la Unica porcién que puede ser fuente de expansion de
las capturas (Guerra, 2005).

En el periodo 1996-2001, la actividad extractiva alcanzd en el mundo volimenes cercanos
a los 92 millones de toneladas, con una contraccion importante en 1998 ocasionada por la
sobreexplotacién y los fenémenos climatolégicos. En consecuencia, esto ocasiono un
impulso a la acuacultura, entre 1997 y 2001 y crecio a una tasa promedio de 7% al afio.
Esto obedecié en parte al aumento de la demanda de alimentos, derivada del hecho que
la poblacién mundial crecio en ese periodo a una tasa anual de 1.2% (Guerra, 2005).

De esta forma, peces y mariscos estan constituyendo una fuente vital de alimento para la
poblacion, particularmente en regiones donde las provisiones de carne son limitadas. De
acuerdo con Avilés y Vazquez, (2006) "los mariscos aportan menos del 10% de la
proteina consumida en Norteamérica y Europa, pero representan 17% en Africa y 26% en
Asia. Mil millones de personas dependen de peces y mariscos como su principal fuente de
proteina.

El consumo de mariscos ha crecido de 40 millones de toneladas en 1970 a 86 millones en
1998, vy se espera que alcance 110 millones de toneladas en 2010, siendo el incremento
en la poblacién mundial el principal responsable de esta demanda. De este volumen, 40
millones de toneladas provendran de la acuacultura (Avilés y Vazquez, 2006).

Por lo antes sefalado la acuacultura se ha convertido en un factor importante para
mejorar y elevar los estandares nutricionales, aliviar la pobreza y la economia de los
paises en desarrollo (Avilés y Vazquez, 2006).

En México, la pesca y la acuacultura han sido actividades promovidas principalmente por
el Estado, su desarrolio también ha estado determinado por diversos factores de caracter
politico, econdmico y social (Guerra, 2005).

En la actualidad, México es reconocido como un pais con gran potencial de desarrolio
acuicola debido al clima, recursos naturales y especies nativas con potencial de cultiva.
De acuerdo con el Atlas Pesquero de México y la Carta Nacional Pesquera 2000, el pais
cuenta con 11,500 kilbmetros de litoral, tres millones de kilbmetros cuadrados de Zona
Economica Exclusiva, mas 2.9 millones de hectareas de aguas interiores, 358 000 Km2
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de plataforma continental y un potencial maximo de captura de dos millones de toneladas
anuales {Guarneros y Pérez, 2006).

La acuacultura en México se ha desamollado en todas las regiones del pais, usando
practicas diversas, extensivas con sistemas abiertos y cerrados, asi como intensivas y
semi intensivas, en jaulas, encierros, lineas suspendidas, estanques artesanales de tierra,
canales de corriente rapida, estanques de concreto, cubiertas platicas y otras tecnologias
disponibles para criar especies acudticas para el autoconsumo o comercio de productos.

Esta actividad se basa particularmente en el cultivo de siete especies introducidas: carpas
chinas, tilapia, bagre, trucha, langostinos, ostras japonesas, mejillones y cinco especies
nativas: camaron blanco del Pacifico, ostra americana, abulon, almejas y langostinos
(SEMARNAT, 2005).

Como en ofras partes del mundo, la acuacultura incluye actividades de repoblacion en
ambientes naturales y artificiales de crias y juveniles de peces producidos en centros
piscicolas. La acuacultura extensiva de México se ha desarrollado exitosamente con
impactos positivos sobre la captura pesquera en aguas continentales, donde los embalses
son compartidos con acuicultores que ulilizan jaulas y encierros para la engorda de
tilapias, bagres y otras especies de valor comercial (SEMARNAT, 2005).

Los recursos que pueden ser aprovechados mediante esta actividad economica en el pais
incluyen 64 especies: 26 especies de peces dulceacuicolas (9 nativas, 14 introducidas y 3
hibridas), 5 especies de peces marinos nativos, 14 de moluscos marinos y salobres (12
nativas y 2 introducidas), 6 de crustaceos dulceacuicolas (4 nativos y 2 introducidos), 7 de
crustaceos marinos nativos y 6 especies de anfibios (5 nativas y una introducida) (DOF,
2004).

I.4. Aspectos generales de |a trucha arco iris

Il. 4, 1. Origen

Esta especie es originaria de América del Norte, con una distribucion natural que va
desde Alaska, Canada y Estados Unidos, hasta los frios y montafiosos rios de México. En
México de manera natural la trucha arco iris y por lo menos dos de sus variedades se
distribuyen en la Sierra Norte de Chihuahua, Durango, Baja California, Sonora y Sinaloa,
a su vez, desde finales del siglo X1X, han sido introducidos lotes de estas especies con el
propdsite de cultivo en las regiones montanosas y frias de los Estados de México,
Morelos, Michoacan, Hidalgo, Puebla, Querétaro, Tlaxcala, Guerrero, Guanajuato, Distrito
Federal, Jalisco, Veracruz, Tamaulipas, Nuevo Le6n y Coahuila (Arredondo y Lozano,
2003).

En México, el cultivo de crias de trucha arco iris se inicio a finales del siglo XIX, fecha en
la que se reperta su primera introduccion proveniente de Estados Unidos (Sosa et al.,
2000).

En 1883 oficialmente inicid esta actividad con la construccion del vivero nacional de

Chimaleapan en Ocoyoacac, Lerma, Estado de México, cuando se adquirieron 500, 000
huevos de trucha procedentes de Estados Unidos de Norteamérica. En el ano de 1893 se
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tiene informacion de que se produjeron crias en este vivero y fueron liberadas en algunos
tagos y rios (Medina et al, 1976).

En 1937, la estacion piscicola de Almoloya del Rio, fue la segunda que operd en México;
recibid 300, 000 huevos procedentes de Estados Unidos de Norteamérica (Arredondo y
Lozano, 2003).

Sin embargo, es en 1943, con la inauguracion del Centro Piscicola El Zarco, Edo. Méx.,
cuando se inicid el desarrollo sostenido del cultivo de esta especie (Alvarez et al.,, 1961,
citado por Arredondo y Lozano, 2003).

A partir de 1976 la acuacultura recibié un fuerte impulso y se inicia el establecimiento de
cultivos comerciales de produccidon semi-intensiva. En 1987, la Secretaria de Pesca
contaba ya con 6 centros acuicolas dedicados a la produccion de huevos y crias de trucha
y la iniciativa privada contaba con nueve entidades federativas con 143 unidades de
produccion en sistemas de cultivo intensivo, localizandose principalmente en el Estado de
México (Judrez, 1987).

En el ambito de la produccion dulceacuicola la trucha ha representado una actividad en
crecimiento continuo en México, esta sustentada por aproximadamente 1, 398 Unidades
de Produccion de las cuales 961 (68.7%) pertenecen a la acuacultura comercial y 437
(31.3%) a la acuacultura de autoconsumo o familiar (Rodriguez et al., 2003).

1. 4. 2. Taxonomia

Existe evidencia paleontolégica determinante, de que las especies de saimonidos
aparecieron al concluir el Plioceno, extendiéndose ampliamente hasta el Pleistoceno. Sus
ancestros probablemente correspondieron a peces cupleiformes (Nikolsky, 1971 citado
por Rodriguez, 2003).

La mayor parte de los especialistas como Berg, 1948; Viadimirov, 1948; Neave, 1958;
Viadykov, 1963, concuerdan que los salmonidos se originaron en agua dulce, aunque
algunos otros han propuesto un origen marino {Smith, 1895; Zenkevich, 1933). Los
estudios sobre evolucién y origen de los salmonidos son numerosos, y muchos de ellos
proporcionan esquemas de relaciones filogenélicas entre los géneros, los cuales estan
basados en morfologia comparativa y datos de genética molecular. Los resultados de
estos estudios mostraron que los géneros Salmo y Oncorhynchus son los géneros mas
avanzados evolutivamente.

En América, la fauna marina anadroma, incluyendo los salménidos, se extendieron
durante el Pleistoceno, desde el Norte del Pacifico Norteamericano hasta el sur de la
meseta Central en México (Latitud 21° N) (Miller y Smith, 1986). Los fésiles de salménidos
mexicanos estan fragmentados, por lo que sélo han sido referidas dos especies en los
géneros modernos Oncorhynchus (Cavender, 1986; Cavender y Miller, 1982) y el extinto
Rhabdofario (Smith, 1980; Smith, 1981).

En 1988, la American Fisheries Society’'s Comiltee on Names of Fishes, aceptd
Oncorhynchus como nombre genérico mas apropiado para designar a las truchas nativas
de la cuenca del Pacifico, después de sustentar que los Salmo, truchas nalivas en las
vertientes del Pacifico Norte, se encuentran genéricamente mas cercanas con el salmén
del Pacifico Oncorhynchus que con las especie Salmo del Atlanlico y Europa. Tal
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evidencia pone de manifiesto que Rhabdofario (truchas fésiles), Parasalmo (propuesto
para remplazar Salmo al referirse a la cuenca del Pacifico Norte) y Oncorhynchus no son
distintas a nivel de género. De estos nombres Oncorhynchus tiene prioridad historica
taxonomica para este grupo de peces (Smith y Stearley, 1988, Gall, 1990).

Paralelamente se aclaré que la trucha arco iris y la trucha “kamchatkan” Salmo mykiss de
Asia, constituyen una uanica especie y que el nombre mykiss tiene prioridad en la
nomenclatura. Por esta razdn el Names of Fishes Committee adoptd Oncorhynchus
mykiss Walbaum 1792, como nombre cientifico de esta especie, sustituyendo al anterior
Salmo gairdneri, Richardson 1836 (Smith y Stearley, 1988; Gall, 1990).

Las especies de América del Norte afectadas por estos cambios son las siguientes: trucha
apache, Oncorhynchus gilae apache; Cutthroat o trucha garganta cortada, Oncorhynchus
clarkii; trucha Gila, Oncorhynchus gilae gilae, Golden Trout o trucha agua bonita,
Oncorhynchus aguabonita, Trucha dorada mexicana, Oncorhynchus chysogaster y trucha
arco iris Oncorhynchus mykiss (Rodriguez y Cortés, 2003).

Por lo anterior, de acuerde con la clasificacién propuesta por Nelson, (1984) la trucha
arco iris pertenece a:

Reino: Animal
Subreino: Metazoos
Phylum: Chortada
Subphylum: Vertebrata
Superclase: Gnastosthomata
Clase: Osteichthyes
Subclase: Actinopterygii
Orden: Salmoniformes
Suborden: Salmonoidei
Familia: Salmonidae
Subfamilia: Salmoninae
Género: Oncorhynchus
Especie: mykiss

Il. 4. 3. Descripcién

La trucha arco iris tiene el cuerpo alargado, ligeramente comprimido; la cabeza representa
del 15 al 20% de la longitud corporal; cuenta con una aleta caudal pigmentada con puntos
oscuros, las aletas pélvicas en posicién abdominal y una segunda dorsal modificada como
adiposa situada equidistante a la anal y a la dorsal, y alineada aproximadamente con la
anal, presenta coloracion verdosa oscura con puntos negros en el dorso y se desvanece a
la altura de los costados, hasta ser blanca amarillenta en toda la zona ventral. Es en los
costados donde presenta la coloracion que le da el nombre de “arco ins”, franjas de
células indiscentes situadas por debajo de las escamas que producen las tonalidades
rosa, naranja y violeta, las cuales resultan mas evidentes en la época de reproduccion
(Cordoba, 1994).
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Il. 4. 4. Biologia de la especie

I.4.4.1. Habitat

La trucha arco iris en su ambiente natural, es un pez que habita espacios acuaticos con
aguas puras y cristalinas, con cauces que presentan marcados desniveles topograficos
que originan rapidos, saltos y cascadas que son muy comunes en los rios de alta
montafia, son estos rapidos con una pronunciada velocidad de corriente y suelo
pedregoso los mas frecuentados por las truchas. De manera que las truchas son peces
nativos de regiones elevadas y montafosas donde existen aguas frias, claras y bien
oxigenadas (Blanco, 1995).

1.4.4.2. Alimentacion
La trucha es un pez carnivoro que en la naturaleza se alimenta de las presas que captura
vivas, siendo la mayoria de ellas organismos acuaticos y algunos terrestres, como son los
insectos que en primavera y verano revolotean sobre el agua. Los moluscos como los
caracoles también son presas habituales, asi como los crustaceos (cangrejos, efc.),
gusanos, renacuajos y peces pequefios de la misma u ofras especies (Blanco, 1995).

11.4.4.3. Reproduccién
Los machos de la trucha arco iris siempre son de mayor tamafo y durante la etapa de
reproduccion suelen desarrollar dimorfismo sexual, la trucha tiene un ciclo reproductor
anual, siendo una condicion indispensable que el macho y la hembra sean adultos y
sexualmente maduros. Los machos pueden adquirir la madurez sexual a los 15 o 18
meses, mientras que en las hembras es un poco mas tardado, ya que necesitan un
minimo de dos anos.

Durante el proceso de maduracion sexual, las truchas van sufriendo una serie de cambios
morfolégicos en su aspecto, los cuales hacen que uno pueda distinguir facilmente los
machos de las hembras, dos de los cambios mas notorios sucede en el macho, uno de
ellos es en el maxilar inferior debido a que este sufre un proceso de prolongacion, asi
como una ligera curvatura dorsal del cuerpo.

La reproduccidon de las truchas al igual que la de los demas salménidos es sexual y
externa, esto quiere decir que la hembra como el macho, depositan libremente en el agua
los gametos (espermatozoides y ovules). En los rios o arroyos, los dvulos procedentes de
las hembras son depositados en el fondo en un nicho o nido previamente preparado por la
hembra, donde inmediatamente después el macho deposita el esperma, dando lugar con
esto a la fecundacion. Al proceso natural de emision de los productos sexuales al exterior
comunmente se le da el nombre de desove.

Es importante mencionar que la reproduccién de los salménidos es ciclica, esto significa
que tiene lugar una vez al afo y en una época determinada. Blanco (1995), menciona que
el desove en la trucha arco iris se da en el periodo comprendido entre los meses de
noviembre a febrero, pero que este fenémeno esta condicionado por la influencia de las
condiciones climaticas ambientales.

En el ciclo de vida de |a trucha arco iris se describen generalmente cinco etapas que son:

% Huevo: Una vez que se ha llevado la fertilizacion de los huevos, estos son
incubados en el nido construido por la hembra; la velocidad de desarrollo de los
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huevos depende en gran medida de la temperatura del agua, la dptima se sitia
entre los 8 y 12 °C. A una temperatura de 10 °C la eclosién del alevin sera a los 31
dias, mientras que a 15.6 °C la eclosién sera a los 19 dias.

< Alevin: Al concluir el desarrollo embrionario, el alevin eclosiona y se alimenta de
las reservas nutricionales contenidas en el saco vitelino durante dos o cuatro
semanas dependiendo de la temperatura. Una vez que estas reservas han sido
agotadas y el saco vitelino ha sido absorbido, el alevin se transforma en cria y
asciende a la superficie; esta fase dura entre 14 y 20 dias.

b

Cria: En esta fase empiezan a nadar mas libremente y procurarse el alimento por
si mismos. Conforme crecen y sobreviven, las crias contintan su desarrollo, cuyo
ritmo depende de una serie de factores, tales como la duracion del dia, la
temperatura y la abundancia de alimento.

o

Juvenil: En esta etapa los organismos tienen lodas las caracteristicas de los
adultos, es decir, ya tienen habitos propios de la especie, como ser activos y nadar
contra la corriente, atrapar sus presas para alimentarse, haciéndolo con pequeios
peces de otras especies, ranas, etc. Se diferencian de los adultos en que aun no
han madurado sexualmente.

% Adulto; Dependiendo de las condiciones fisicas del habitat, una buena parte de las
truchas de una determinada poblacion maduran entre los 15 y 18 meses de edad,
sin embargo, la mayoria alcanza su madurez dos meses después. Cuando ocurre
la maduracion, los peces cambian de coloracion, de tal manera que adquiere las
caracleristicas tipicas de la trucha adulta.

Il. 4. 4. 4. Condiciones para el cultivo de la trucha arco iris

La biologia de la especie ha permitido reproducir lo que ocurre en el medio natural bajo
condiciones de cultivo, en que hay varios factores que inciden en su desarrollo entre los
que se pueden citar:

I.4.4. 4. 1. Alimentacion

En los sistemas de cultivo el punto fundamental para obtener una buena rentabilidad es la
utilizacion del alimento adecuado que cubra los requerimientos nutricionales de la trucha,
el uso y manejo inadecuado del alimento repercute en el rendimiento esperado, en la
degradacion del agua y en posibles enfermedades (Bonilla, 1998, citado por Arredondo y
Lozano, 2003).

Es importante supervisar el Factor de Conversién de Alimento (FCA), el cual debe variar
entre 1.0 y 2.0 para que sea rentable econdémicamente. Si este factor es mayor de 2 la
practica de alimentacion debe ser ajustada o bien puede obedecer a un problema de
enfermedad o estrés (Bonilla, 1998; citado por Arredondo y Lozano, 2003).

II.4.4.4.2  Parametros ambientales para el cultivo de la trucha
arco iris

El éxito del cultivo de la trucha depende de la calidad del agua, debido a que los
salmédnidos en general son muy susceptibles a las condiciones adversas del medio, por lo
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tanto las caracleristicas fisicas y quimicas deben satisfacer las demandas de esta
especie; debido a sus exigencias la trucha arco iris puede ser considerada como indicador
de la calidad del agua (Wedemeyer y Wood, 1974).

De acuerdo con Wedemeyer y Word (1974), los parametros de calidad del agua
permisibles para el cultivo de la trucha arco iris se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros de calidad del agua permisibles para el cultivo de la trucha arco iris

Parametros Nivel aceptable
Temperatura (°C) 13a15
Temperatura para crecimiento (°C) 7.2a176
Temperatura para reproduccion e 7.2a128
incubacion (°C)
Oxigeno disuelto (mgfl) >5
pH 6.7a9.0
Alcalinidad (mg/l como CaCOs) 20 a 200
Dioxido de carbono (mg/l) <2
Calcio (mg/l) > 52
Zinc (mg/l) <004 aunpHde7.6
Cobre (mg/l) < 0.006 en agua blanda
< 0.3 en agua dura
Hierro (mg/l) <1.0
Amoniaco (NHs) (mgfl) <0.012
Nitrito (NO3) (mgfl) <0.55
Nitrato (NO4) (mgll) <1.0
Nitrogeno total < 110% de saturacion total
Solidos suspendidos (mg/l) < 80
Solidos disueltos (mgfl) < 500
Sulfuro de hidrégeno (mg/l) < 0.002

II.4.4.4.3. Técnologias de cultivo

Existen diversas tecnologias para el cultivo de la trucha arco iris, que van desde las
técnicas extensivas hasta el cultivo intensivo que se practica principalmente en
estanques, jaulas y en canales de corriente rapida,

»,

“» Cultivo extensivo

La trucha arco iris se cultiva de manera extensiva en embalses de diferentes dimensiones,
inclusive en cuerpos de agua lemporales en donde se ha demostrado que es posible
realizar el cultivo sin muchos problemas y con costos de produccién bajos. Algunas
granjas han construido represas donde liberan organismos adultos para realizar la pesca
deportiva, lo que permite un mayor atractivo y can ello obtener un valor agregado en la
produccion (Cabrera y Garcia, 1982; citado por Arredondo y Lozano, 2003).

El rendimiento en este sistema, generalmente es incierto, ya que depende de la cantidad
de crias o adultos que son sembrados en los cuerpos de agua (Cabrera y Garcia, 1982;
citado por Arredondo y Lozano, 2003).
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< Cultivo semi-intensivo

Este tipo de cultivo es realizado principalmente por el sector social y en especifico por
pequefios productores. El éxito depende del suministro constante de crias y de alimento
balanceado. Para este cultivo se utilizan pequenas presas u otros cuerpos de agua,
estanques rusticos o encierros en rios, arroyos o canales de riego (Arredondo y Lozano,
2003).

Generalmente, se utilizan diversos cuerpos de agua pequenos tales como presas, bordos
o0 jaglieyes, en donde se tiene un control del mismo. El rendimiento es superior al sistema
extensivo y puede alcanzar hasta mas de 500 kg por hectarea (Arredondo y Lozano,
2003).

<+ Cultivo intensivo

La mayoria de las granjas utilizan diversos dispositivos en sus instalaciones en funcién a
la fase de cultivo de que se trate.

Hay cuatro modalidades de cultivo intensivo:
a) En estanques de concreto semi-rusticos, fibra de vidrio 0 de metal

El cultivo de la trucha en estanques es el mas popular en nuestro pais y también el mas
viejo. La ventaja de estos estanques es que son baratos y faciles de construir (Anénimo,
1988; citado por Arredondo y Lozano, 2003).

En términos de rendimiento expresado como kilogramos por metro cibico, depende de la
capacidad de carga del estanque, que a su vez esta relacionado con algunos factores de
la calidad del agua, como el contenido de oxigeno disuelto, temperatura, flujo de agua y
volumen. La capacidad de carga es un término que se utiliza para expresar los kilogramos
de trucha por metro cubico de espacio aprovechable o flujo de agua (Arredondo y Lozano,
2003).

b) En canales de corriente rapida

Los canales de corriente rapida varian en sus dimensiones y generalmente son
construidos con cemento armado. Para su construccion se requiere un abasto suficiente
de agua para gue funcione adecuadamente sobre todo cuando se pretende incrementar la
capacidad de carga (Arredondo y Lozano, 2003).

c) En jaulas

Algunos productores recomiendan el cultivo de trucha en jaulas, ya que no siempre es
posible la construccion de estangues o canales de corriente rapida y esta tecnologia
representa una buena alternativa. Algunas ventajas que pueden ser consideradas en la
aplicacion de esta tecnologia, es que son sistemas de cultive mas baratos; el crecimiento
y estado de salud de los peces es mas facil de supervisar; la cosecha es sencilla y se
elimina el costo de la construccion de estanques y canales de corriente rapida, ya que se
aprovechan los cuerpos de agua que presentan caracteristicas limnoldgicas apropiadas
(Arredondo y Lozano, 2003).
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Desde el punto de vista econdmico se ha demostrado que el cultivo intensivo de
salmonidos en jaulas es mas rentable que otros sistemas (Arredondo y Lozano, 2003).

Las formas mas comunes de colocar las jaulas son: fijas, flotantes, sumergidas y
subsumergidas (Beveridge, 1984).

Las jaulas deben ser seleccionadas de acuerdo con los siguientes criterios:

1. La especie y etapa del desarrollo que se va a cultivar

2. Condiciones limnologicas prevalecientes en el medio ambiente
3. Intensidad del cultivo

4. Tenencia de la tierra

5. Costos disponibles de materiales

6. Experiencia del personal en el manejo de peces

La trucha arco iris puede ser faciimente cultivada en jaulas cuyas dimensiones pueden ser
de 3 x 3 m hasta 12 x 6 x 2 m. Generalmente se introducen juveniles de 10 a 15 cm de
longitud total, cuando la temperatura del agua disminuye a 18° C y cosechando los peces
cuando éstos alcanzan entre 23 y 25 cm (con peso de 300 a 400 g). Si las condiciones del
agua son adecuadas y las jaulas son bien operadas durante todo el cicio de cultivo es
posible obtener una produccion de 15 a 20 kg/m® (Beveridge, 1984).

d) En sisternas cerrados de recirculacion y reacondicionamiento de agua

Esltos sistemas de produccion ofrecen una buena alternativa, ya que utilizan menos del
10% del agua requerida por los estanques para obtener rendimientos similares. Esta
tecnologia se puede utilizar cuando no se dispone de grandes cantidades de agua, pero
para mantener las condiciones de calidad de agua que requiere la trucha, esta tiene que
ser tratada para eliminar los metabolitos toxicos como el amonio (NH3) y el nifrito (NO,),
los sdlidos disueltos y en suspension y el didxido de carbono (CO,), ademas, de mantener
el oxigeno disuelto en niveles cercanos a la saturacion (Losordo ef al., 1992).

Il. 5. Sanidad Acuicola

El desarrollo de tecnologia y la cria de peces en condiciones intensivas genera factores
de estrés ligados a las condiciones de la produccion, es decir, altas densidades y mala
calidad de agua favorecen el desarrollo de enfermedades que pueden ser de tipo
ambiental, toxicologico e infeccioso, considerando a las Gltimas como uno de los
problemas mas severos que afectan a la truticultura, lo cual trae como consecuencia en
ocasiones la pérdida total de la poblacién y con ello disminucidn de los recursos
economicos que se generan de esta actividad (Reno, 1998).

Por lo anterior surge la sanidad acuicola que atiende todas aquellas enfermedades de
origen infeccioso como son las ocasionadas por virus, bacterias, hongos, parasitos, etc. y
enfermedades no infecciosas como las de tipo genético, nutricional o funcional. El objetivo
primordial es mantener la salud de los peces para obtener el optimo desarrollo y
reproduccion en el tiempo minimo recomendable, lo cual es importante para alcanzar la
tasa de crecimiento sefialada para cada especie (Rodriguez et al., 2001).

Para lograr lo anterior es necesario disponer de métodos de diagnodstico que permitan fa
deteccién oportuna de microorganismos patdgenos y con ello la aplicacion de medidas de
control o prevencién segun sea el caso, desarrollando asi una acuacultura sana donde se
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mantengan condiciones adecuadas de la calidad del agua, una alimentacidon que reina
los requerimientos nutritivos de los organismos en calidad y cantidad, densidades
adecuadas a la especie en cultivo y medidas profilacticas al final de cada ciclo de
produccion (Rodriguez et al., 2001).

1. 6. Normatividad Internacional

Para tener control sanitario, se formularon regulaciones que permitieran identificar,
mantener y evitar la propagacion de patdégenos a nivel mundial.

Para llevar a cabo esto, se cred la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), en el
Acuerdo internacional firmado el 25 de Enero de 1924, quien a partir de mayo de 2003 se
convirtio en la Organizacién Mundial de Sanidad Animal, conservando las siglas de OIE,
que es una organizacion intergubernamental encargada de regular el comercio con
relacion la sanidad animal.

Este organismo creo el Codigo Sanitario para los Animales Acuaticos (Codigo Acuatico)
cuyo objetivo es garantizar la seguridad sanitaria del comercio internacional de animales
acuaticos: anfibios, crustaceos, moluscos y peces y productos derivados de animales
acuaticos gracias a una descripcidon detallada de las medidas sanitarias que las
Autoridades Veterinarias de los paises importadores y exportadores deben aplicar para
evitar la transmisién de agentes patdgenos a los animales o a las personas e impedir la
instauracion de barreras sanitarias injustificadas (Codigo Acuatico, 20086).

En este Cddigo entre otras cosas se clasifican las enfermedades de acuerdo al grado de
virulencia, en su evolucion ha realizado cambios importantes tanto en la clasificacion
como en la lista de estas, en el primer caso, se suprimieron los términos notificables y
certificables, gue se venian usando, dejando solo la categoria de enfermedades de
declaracion obligatoria (OIE, 2006).

En cuanto a las enfermedades en la Sesién General de 2006, del Comité Internacional de
la OIE se aprobod suprimir de la lista de enfermedades de declaracion obligatoria a la
Necrosis Pancreatica Infecciosa, imponiendo la obligacién de que los Paises Miembros la
reporten cuando se registre por primera vez en su pais, ya que actualmente es
considerada como una enfermedad que no cumple con los criterios para figurar en la lista
de declaracién obligatoria de OIE, pero se conservaria el capitulo de esta enfermedad en
el Codigo Acudtico para ayudar a los Paises miembros que aun no la tienen a establecer
sus normas de Importacion (OIE, 2007).

. 7. Normatividad Nacional

En el contexto Nacional en cuanto a sanidad, la legislacion que rige la acuacultura
principalmente se basa en la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos de
1917 y en la Ley General de Pesca y Acuacultura Sustentable (LGPAS) (2007), donde en
el titulo undécimo con relacién a la sanidad, inocuidad y calidad, en el capitulo | de la
sanidad de especies acuicolas se refiere a que se estableceran las medidas de
diagnostico, deteccion, erradicacion, prevencion y control para evitar la introduccion y
dispersion de enfermedades, determinar y clasificar las patologias de alto riesgo; asi
como para evaluar los danfos, restaurar las areas afectadas y establecer procesos de
sequimiento.
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En cumplimiento de lo anterior, €l Gobierno Federal se apoya en las normas oficiales
mexicanas, entre ellas las relacionadas con sanidad acuicola son:

1. 7.1. Normas Oficiales Mexicanas

A partir de 1993, mediante la instalacion del Comité Consultive Nacional de Normalizacion
de Pesca, se han elaborado las siguientes disposiciones juridicas que permiten el
desarrollo arménico de la acuacullura, de las cuales siguen vigentes las normas
especificas cuya aplicacion incluye disposiciones prohibitorias en caso de riesgo notorio
para el ambiente, |a salud humana y en general para la calidad de vida. Su potencialidad
se logra cuando los productores encuentran el beneficio propio al aplicarlas en la
realizacion de proyectos propios

Dentro de las normas que se relacionan con la sanidad acuicola y que aun se encuentran
vigenles son las siguientes:

NOM-010-PESC-1993. Establece los requisitos sanitarios para la importacion de
organismos acualicos vivos en cuales quiera de sus fases de desarrollo, destinados a
la acuacultura u ornato, en el territorio nacional (DOF 16/06/94).

NOM-011-PESC-1993. Se desarrollo para regular la aplicacidbn de cuarentenas, a
efecto de prevenir la introduccién y dispersion de enfermedades certificables y
notificables, en la importacién y/ o movilizacién de organismos acuaticos vivos en
cualesquiera de sus fases de desarrollo, destinados a la acuacultura y ornato en los
Estados Unidos Mexicanos (DOF 16/06/94).

De estas normas se establece la clasificacion de las enfermedades de organismos
acuaticos dividiéndolas en enfermedades certificables y notificables, debido a que estas
fueron publicadas y entraron en funciones en 1994 y aun son aplicables a pesar de haber
sido actualizadas como es el caso de OIE en gue se han hecho cambios en cuanto a la
clasificacion de enfermedades y eliminacion de algunas.

Il. 8. Enfermedades certificables y notificables

Por lo antes expuesto, en Mexico se continua empleando la clasificacion de
enfermedades en: certificables y notificables, en las Normas Oficiales Mexicanas 010 y
011, entre las primeras incluidas en el "Apéndice C". Normativo. "Enfermedades
Certificables de las Especies de Organismos Acuaticos Vivos Destinados a la Acuacultura
y Ornato” son aquellas que no tienen fratamiento actual conocido o que son de dificil
control y causan altas mortalidades. Mientras que las enfermedades Notificables, estan
incluidas en el "Apéndice D". Normativo. "Enfermedades Nofificables de las Especies de
Organismos Acuaticos Vivos en Cualquiera de sus Fases de Desarrollo Destinados a la
Acuacultura u Ornato en los Estados Unidos Mexicanos"(Norma Oficial Mexicana NOM-
011-PESC-1993).son aquellas susceptibles de tratamiento y que no causan altas
mortalidades,

Tanto a nivel internacional como nacional se pretende que no se difundan estas
enfermedades, debido a las grandes pérdidas econdmicas que ocasionan. En nuestro
pais, El Servicio Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA)
es un o6rgano desconcentrado de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
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Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), orientado a realizar acciones de orden sanitario
para proteger lo recursos agricolas, acuicolas, y pecuarios de plagas y enfermedades de
importancia cuarentenaria y economica, asi como regular y promover la aplicacion y
certificacion de los sistemas de reduccion de riesgos de contaminacion de los alimentos y
la calidad agroalimentaria de éstos, para facilitar el comercio nacional e internacional de
bienes de origen vegetal y animal,

Il. 9. Necrosis Pancreatica Infecciosa

La necrosis pancreatica infecciosa es una enfermedad sistémica aguda y contagiosa que
afecta a varias especies de salmonidos jovenes, es ocasionada por un birmavirus, y tiene
un impacto considerable debido a la mortalidad de crias y alevines (Roberts y Pearson,
2005).

Esta enfermedad ha sido identificada en varios paises como: Australia, Canada, Chile,
Dinamarca, Escocia, Espana, Finlandia, Francia, Inglaterra, ltalia, Japon Noruega y Suiza
entre otros (Salgado 2006).

Los organismos infectados con el IPNV generalmente muestran anorexia y nadan de
forma irregular, cambian a un color oscuro, presentan exoftalmia y distension abdominal,
también se observan las branquias palidas y hemorragias en la parte ventral, incluidas las
aletas (Wolf, 1988).

En lo que se refiere a los dafios internos que puede causar este virus, se han observado
hemorragias petequiales en visceras, en algunas ocasiones se puede encontrar liquido
ascitico en la cavidad abdominal. En el estémago e intestino anterior se ha enconfrado un
moco lechosos cohesivo (Wolf, 1988).

Las principales lesiones encontradas en estudios histopatolégicos incluyen focos de
necrosis coagulativa en pancreas, rifién e intestino. En muchos casos, el tejido renal
contiene focos pequefos con cambios degenerativos (Smail ef al., 1995).

La forma de transmision de esta enfermedad se puede realizar a través de dos vias:
horizontal y vertical. La transmision horizontal es cuando los peces eliminan el virus por
medio de la orina y heces y se da la dispersion del virus a ofros organismos (Billi y Wolf,
1969). En peces reproductores, se ha demostrado que el IPNV se transmite de manera
vertical mediante la adsorcion viral a la superficie de los espermatozoides (Mulcahy y
Pascho, 1984) o puede estar presente en el liquido folicular pero no en el interior de las
ovas no fertilizadas (Wolf, 1988).

1. 10. Bimavirus

Los Bimavirus forman una familia de virus de RNA de doble cadena (dsRNA), son virus
que infectan a diferentes especies de animales como vertebrados, moluscos, insectos, y
rotiferos (Delmas ef al., 2004). Los viriones no envueltos son particulas icosahédricas de
triangulacion T = 13 con un diametro de aproximadamente 700 A (Bottcher et al., 1997).
Un birnavirus econdémicamente importante en la acuacultura es el IPNV que ataca
principalmente a salmonidos (Delmas et al., 2004).

E! esguema de clasificacion serologica propuesto por Hill y Way (1995) reconoce nueve
serotipos diferentes del IPNV en el serogrupo A, el serotipo A1 contiene aislados de
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Estados Unidos de Norteamérica, los serotipos AB- A9 se han encontrado principalmente
en Canada y los serotipos A2- A5 encontrados en paises europeos. El serogrupo B
incluye un solo serotipo, representado por el arquetipo TV-1 aislado en trucha café (Salmo
trutta) y carpa comun (Cyprinus carpio).

Il. 11. Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa

El IPNV es el agente etiologico de la necrosis pancreatica infecciosa, enfermedad de
distribucién mundial que provoca severas pérdidas econdmicas en varias especies de
peces, principalmente en salmonidos jovenes (Wolf 1988, OIE 2005).

El IPNV pertenece a la familia Birmavirndae del género Aquabimnaviridae, (Dobos 1995a).
Fue aislado por primera vez en 1957 de la trucha de arroyo (Salvelinus fontinalis) en
Norteamérica (Wolf 1988) y se considera un agente infeccioso de riesgo en el cultivo de
salmaénidos; pero también puede causar enfermedad en ofras especies de peces (Wolf
1988, Reno 1999, OIE 2005).

Como ya sefald el genoma de este virus es de doble cadena de RNA (dsRNA),
contenidos dentro de una capside icosahédrica sin envoltura de 60 nm de diametro. El
segmento A presenta dos marcos de lectura abiertos (ORF open reading frame), que
codifica para cuatro proteinas. El ORF mayor codifica una poliproteina (pp) precursora de
106-kDa, que es escindida por la proteasa viral (VP4) para generar las proteinas mayores
de la capside: pvP2, VP3 y la propia VP4 (Duncan et al., 1987). Durante la maduracion
viral, la pVP2 de 62-kDa es escindida a VP2 (54 kDa) (Villanueva et al., 2004, Song ef al.,
2005). Vp2 es la principal proteina de la capside viral a la cual se dirigen los anticuerpos
neutralizantes especificos, y también actia como la proteina de union a las células
(Granzow ef al., 1997). VP3 es una proteina inlerna de la capside y participa en el
ensamblaje de la particula viral; su extremo C-terminal, se une al RNA viral formando la
estructura central de la ribonucleoproteina (Maraver, et al., 2003). EIl ORF menor del
segmento A, precede al ORF mayor y lo solapa parcialmente en su extremo
aminoterminal, codificando una proteina no estructural de 17 kDa, rica en arginina llamada
VP5 (Santi et al., 2005a).

El segmento B de IPNV codifica sélo una proteina de 94 kDa, conocida como VP1, que en
el virion se encuenira en forma de polipéptido libre de ambos segmentos del RNA
genomico (VPg) (Song ef al., 2005), actia como RNA polimerasa dependiente de RNA
{RdRp), con funcion de polimerasa para la trascripcion o sintesis de mRNA y para la
multiplicacion, participando también en el ensamblaje de la particula viral (Maraver ef al,
2003).

Il. 12. Factores de virulencia del IPNV

Existen dos serogrupos de IPNV, el serogrupo A incluye 9 serotipos patogenos para
peces; el serogrupo B comprende un solo serotipo, avirulento para peces. Las cepas del
serogrupo A presentan variacion en su nivel de virulencia; no obstante, la variacion
también se presenta entre cepas del mismo serotipo (Dobos, 1995a).

Las proteinas VP2 y VPS5 codificadas por el segmento A, se consideran los principales
factores de virulencia de IPNV. La primera es una proteina que raramente se O-glicosila
en al menos tres sitios del tercio central de su regién hipervariable. Las evidencias indican
que la glicosilacion se realiza libremente en el citoplasma y no en el reticulo endoplasmico
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o el complejo de Golgi (Espinoza et al., 2000). A este respecto, la virulencia de las
distintas cepas y su relacién con la glicosilacion no se ha definido (Park y Reno 2005).

La proteina VP5 es una proteina no estructural, su funcion en la actividad biolégica del
virus es poco concluyente. Esta proteina se detecta sélo en células infectadas, no es
evidente en virus purificado, siendo frecuente la existencia de cepas de campo carentes
del codon de inicio de la traduccion. La ausencia de su expresidn no influye para
establecer el proceso de infeccion y la multiplicacién viral tanto in vitro como in vivo (Santi
ef al., 2005 a y b).

Una caracteristica de esta proteina es su probable efecto antiapoptdtico, limitando la
expresion de proteinas virales estimuladoras de apoptosis, al posponer dicho proceso
VPS5 ejerce efecto positivo de sobrevivencia viral (Ortega y Enriquez, 2007).

Por ofra parte, las mutaciones pueden considerarse parte de las habilidades de los virus
de RNA para adaptarse al medio, e influyen en el reconocimiento de receptores, adhesion
y los pasos de ingreso a la célula, el crecimiento viral y el tropismo. Las adaptaciones de
virus sin envoltura generalmente ocurren en las proteinas externas de la capside (VP2);
estas alteraciones pueden modificar el tropismo y la patogenicidad dado que usualmente
participan en la unién y reconocimiento de proteinas receptoras.

1. 13. Métodos de Deteccion para el Virus de la Necrosis Pancreatica
Infecciosa (IPNV))

Una herramienta importante para el diagnéstico de las enfermedades en peces, es sin
duda la historia clinica o anamnesis y el examen anatomopatologico, ya que pueden
proporcionar indicios sobre la presencia de una infeccion virica (Salgado, 2000).

La identificacion del agente causal virolégico se puede realizar utilizando técnicas
diagnosticas indirectas y directas.

Il.13. 1. Identificacion indirecta del virus

Existen técnicas serologicas con el uso de antigenos y anticuerpos como la
inmunofluorescencia y el ELISA.

La deteccion del IPNV por inmunofluorescencia se puede realizar utilizando el kit
comercial Ensayo de Inmunofluorescencia (IPNV-FluoroTest Indirecto) (BIOS Chile) en
muestras de tejidos de peces asi como en lineas celulares infectadas con el patégeno.
Utiliza una mezcla de anticuerpos monoclonales que son especificos el tipo Sp como VR-
299, al agregar este reactivo a preparaciones de tejidos que contienen el patogeno, los
anlicuerpos reaccionan con las proteinas VP2 y VP3 del virus, después de una etapa de
lavado para remover el anticuerpo libre, la presencia del virus se detecta con un
anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado con FITC y se observa en un microscopio de
fluorescencia. La presencia de virus se visualiza como una intensa fluorescencia verde en
el citoplasma de las células infectadas.

Para la deteccion de IPNV mediante la prueba de ELISA existen Kits comerciales como el
producido en la RepUblica Checa por Test- Line.
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Para la idenlificacion directa del virus existen técnicas rapidas, sensibles y especificas.
Estas técnicas pueden ser por medio de cultivos celulares o sin ellos, siendo el cultivo
celular el estandar de oro.

Para realizar el aislamiento del virus, se debe cultivar el virus en lineas celulares
especificas, siendo esta técnica la recomendada en el Manual de Diagnostico de las
Enfermedades de los Animales Acuaticos, editado por la Organizacién Mundial de
Sanidad Animal (OIE) (Salgado, 2000).

Para el caso de la propagacion, cuantificacion e identificacion del IPNV se han ulilizado
las siguientes lineas celulares: Chinook salmon embryo cells (CHSE-214), Bluegil
Lepomis macrochirus (BF-2), Steelhead trout Salmo gairdneri Richardson embryo (STE-
137) y la Epithelioma Papillosum Cyprini (EPC) (Espinoza y Kuznar, 2002; Alonso et al.,
1999; Hedrick et al., 1978 y Salgado, 2000).

Mediante los cultivos celulares se puede identificar el virus a través de su efecto citopatico
que producen para su posterior aislamiento y tipificacion con métodos inmunoldgicos,
serolégicos o moleculares (Salgado, 2000).

Dentro de las técnicas sin cultivo de células, se tiene; observacion directa por medio de
microscopia electrénica (con sus variantes), inmunofluorescencia en cortes o improntas
del tejido afectado, técnicas bioldgicas moleculares para la identificacién de los acidos
nucleicos por medio de PCR y RT-PCR (Salgado, 2000).

II. 13. 2. 1. Deteccién del IPNV por RT-PCR

En las ultimas décadas se han desarrollado diversas técnicas para la identificacion de
virus tanto de RNA como de DNA, a partir de la especificidad de las moléculas de los
acidos nucleicos por medio de técnicas de Biologia Molecular, que cuentan con una gran
sensibilidad, entre las que se encuentra el RT-PCR para la deteccion del IPNV (Rodriguez
et al., 2001).

Esta técnica requiere de varios pasos entre los que se encuentra:

Purificacién de acidos nucleicos

La extraccion y purificacién de acidos nucleicos constituye la primera etapa de la mayoria
de los estudios moleculares.

Los métodos de extraccion permiten obtener acidos nucleicos a partir de diversas fuentes
de origen organico para después realizar andlisis especificos de modificaciones genéticas
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La calidad y pureza de los acidos nucleicos son dos de los elementos mas importantes
en este tipo de andlisis (Hernandez et al., 1994). Dada la gran variedad de métodos de
extraccion y purificacion de acidos nucleicos, la eleccion de la técnica mas adecuada
suele efectuarse mediante:

* Tipo de acido nucleico
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« Tipo de organismo
« Material de inicio (tejido, sangre)
+ Resultado deseado ( Rendimiento, pureza)
s Uso posterior (PCR, RT-PCR, Clonacién).

Para el caso del IPNV por estar constituido su genoma de RNA, la extraccion del RNA se
puede llevar a cabo utilizando métodos como el de Trizol, solucién monobasica de fenol e
isotiocianato de guanidina; propuesto por Chomczynsky y Sacchi en 1987.

Otros productos comerciales que permiten fa extraccion del RNA es el Kit QlAam Viral
RNA de la marca QIAGEN que combina las propiedades de una membrana con Silica —
gel a través del proceso de centrifugacion (QIAamp® Viral RNA Mini Handbook, 2007).

Sintesis de cDNA ¢ RT-PCR

Reaccion de la Cadena de Polimerasa en Transcripcion Reversa (RT-PCR del inglés
Reverse transcription polymerase chain reaction) es una variante de la PCR, técnica
usada en biologia molecular para generar una gran cantidad de copias de ADN, proceso
llamado "amplificacion”. En el RT-PCR, sin embargo, una hebra de ARN es retrotranscrita
en ADN complementario (ADNc) usande una enzima llamada transcriptasa reversa
(Marone et al., 2001).

La transcripcion reversa, tanto utilizando RNA total como mRNA, es la etapa clave en una
Transcriptasa Reversa de la Reacciéon en Cadena de la polimerasa (RT-PCR). Existen
factores que influencian la eficiencia del proceso, como la accion de la enzima que va a
llevar a cabo esta reaccion, la presencia de estructuras secundarias en el RNA, etc
(Marone et al., 2001).

Las franscriptasas reversas virales, tales como las presentes en Moloney Murine
Leucemia Virus (M-MLV} y la del Virus de la Mieloblastosis Aviar (AMV), son enzimas
termolabiles, y no pueden llevar a cabo la transcripcién reversa cuando existen
estructuras secundarias en el RNA. En este caso, se suelen utilizar franscriptasas
reversas termoestables, que pueden llevar a cabo la reaccion a 55-70 °C, permitiendo la
desnaturalizacion de las estructuras secundarias, y aumentando la eficiencia global de la
reaccion (Marone et al., 2001).

Para la sintesis de cDNA del IPNV se ha utilizado la enzima de Moloney Murine Leucemia
Virus (M-MLV) por alcanzar altas temperaturas incrementando asi su especificidad
{Invitrogen, 2003).

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta técnica permite amplificar pequefas cantidades de ADN en cientos de miles y
millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede tener desde cincuenta hasta
mas de dos mil nucledtidos de longitud (Rodriguez y Barrera, 2004).

El método se basa en la realizacion de tres reacciones sucesivas llevadas a cabo a
distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten ciclicamente entre veinte y cuarenta
veces en un periodo de 1 a 2 horas. La muestra se calienta, en el primer paso, hasta
lograr la separacion de las dos cadenas que constituyen el DNA, hecho que se conoce
como "desnaturalizacion” (Rodriguez y Barrera, 2004).
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En el segundo paso, la temperatura se reduce para permitir el "apareamiento” de las dos
cadenas cortas de nucledtidos (oligonucleodtidos) con cada una de las hebras separadas
del DNA molde. Los oligonucledtidos son segmentos de DNA de cadena simple,
sintetizados en el laboratorio y disefiados de manera tal que permiten definir los limites
del tramo de DNA que se desea replicar. Para que se pueda producir el apareamiento,
cada uno de estos oligonucledtidos, a los que se denomina "iniciadores” o primers, debe
ser complementario del tramo al que tienen que unirse en las cadenas separadas del ADN
molde (Rodriguez y Barrera, 2004).

En tercer lugar, una enzima DNA polimerasa (Tag- polimerasa) extiende los primers en el
espacio comprendido entre ambos, sintetizando las secuencias complementarias de las
hebras del DNA molde. Para ello, la DNA polimerasa usa desoxinucleétidos trifosfato
(dNTPs) agregados a la mezcla de reaccion. La temperatura a la que se realiza el tercer
paso esta condicionada por aquélla a la cual "trabaja” la enzima. Al cabo del primer ciclo
de tres reacciones (desnaturalizacion, apareamiento, extension) el tramo de DNA elegido
se ha duplicado y el doble de la cantidad original se encuentra disponible para ser
nuevamente replicado en un segundo ciclo. El resultado de la aplicacion de numerosos
ciclos "en cadena” da lugar a la amplificacion geométrica del segmento de ADN delimitado
por los primers (Rodriguez y Barrera, 2004).

Para la amplificacion de un segmento de 524 pb cuya secuencia codifica para la proteina
VP2 del IPNV se realiza con los primers Forward 5-GCCGACATCGTCAACTCCAC-3' y Revers
5' GACAGGATCATCTTGGCATA-3' propuestos por Lee et al., 1994,

Una vez amplificado el segmento de interés, para confirmar que la secuencia del
segmento corresponde al esperado es necesario realizar la secuenciacion.

Secuenciacion

Es una técnica que permite saber el orden o secuencia de los nucledtidos que conforman
parte de la estructura de un gen.

A lo largo del tiempo se han desarrollado diferentes métodos para obtener la secuencia de
nucledtidos del ADN, sin embargo, actualmente los métodos mas utilizados son el de
secuenciacion automatica y el método enzimatico de terminacién de cadena de Sanger
también conocido por el método didesoxi (Hall, 2007).

El método automatico utiliza fluorescencia y realiza cuatro mezclas de reaccion, cada una
con 1 nucledtido trifosfato (dTTP) marcado con un fluocrocromo distinto. Este sistema
permite automatizar el proceso de manera que es posible leer al mismo tiempo los DNAs
de nueva sintesis producto de las cuatro mezclas de reaccién (Hall, 2007).

El método enzimatico se realiza en cuatro tubos diferentes, cuatro mezclas de reaccion.
Cada mezcla de reaccion contiene los cuatro nucleotidos trifosfato (dATP, dCTP, dTTP y
dGTP), ADN polimerasa |, un cebador marcado radiactivamente y un nucleétido dideoxi,
por ejemplo ddATP, a una concentracién baja. El nucledtido didesoxi utilizado (ddATP en
este ejemplo) competira con su homoélogo (dATP) por incorporarse a la cadena de ADN
que se esta sintetizando, produciendo la terminacion de la sintesis en el momento y lugar
donde se incorpora (Hall, 2007).



Genotipificacion def Virus de la Necrosis Pancrealica Infecciosa (IPNV) que afecta a la (rucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss) en la zona Central de México
B — —_——

Por este sistema, en cada mezcla de reaccion se producen una serie de moléculas de
DNA de nueva sintesis de diferente longitud que terminan todas en el mismo nucledtido y
marcadas todas radiactivamente por el extremo 5' (todas contienen en el extremo 5 el
cebador utilizado) (Hall, 2007).

Para comparar la secuencia del fragmento de interés con ofras secuencias ya
identificadas es necesario contar con herramientas informaticas que permitan realizar un
andlisis y dar una interpretacion biologica.

Para ello surge la Bioinformatica que es la rama de las Ciencias de la Computacién, que
estudia sistemas de computo y tratamiento de la informaciéon para el analisis de datos
experimentales a nivel molecular de sistemas biolégicos, asi como la simulacién de los
mismos. Una de las principales aplicaciones de la bicinformatica es la simulacion, el
analisis de los datos obtenidos en el estudio de moleculas relevantes para la vida,
principaimente del DNA/RNA/genoma o de las proteinas {cuyo conjunto en un
determinado organisma biclégico forma su proteoma), asi como el disefio y desarrollo de
herramientas tales como bases de datos, directorios web, etc (Chapman y Hall, 2006).

Con lo anterior se han podido determinar las similitudes y diferencias entre enzimas,
proteinas y moléculas estructurales importantes de los organismos. Con el desarrolio de
técnicas de secuenciacion de las moléculas de DNA y RNA, se han podido comparar
organismos a través de los genes.

Actualmente la Filogenia expresa las interrelaciones de los componentes de una especie
o grupo como resultado de la evolucion debida a la descendencia y a la transformacion de
los caracteres hereditarios (Lopez y Pérez, 1999).
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. ANTECEDENTES

A nivel mundial la presencia de IPNV ha causado un fuerte impacto econémico ya que la
mayoria de las pérdidas afectan generalmente a organismos jovenes, para los cuales los
costos de produccién se ven aumentados por el tiempo de cuidado y la cantidad de
alimento consumido. Por esta razon se han realizado diversos estudios que han permitido
realizar la identificacion de este patégeno y con ello contar con un analisis que permita
evaluar el efecto que tiene la presencia de este virus en paises dedicados a la
salmonicultura (Fernandez, 2005),

Para la identificacion de virus que atacan a los salménidos se han realizado estudios
como el que llevaron a cabo Maganja et al., 2002; quienes compararon la eficiencia y
sensibilidad del aislamiento y su identificacion a través de métodos moleculares del virus
de la necrosis pancrealica infecciosa y del virus de la necrosis hematopoyetica infecciosa.

Los resultados de este estudio son que de las 320 muestras de trucha arco iris
inoculadas, 54 presentaron efeclo citopatico. Los primers utilizados amplificaron
secuencias de los genes de la proteina VP2, el fragmento obtenido fue de 1180 pb para la
primera amplificacion y en la anidada 509 y 524 pb respectivamente.

Por otra parte, también se han realizado estudios que han permitido aislar el IPNV en
otras especies de peces, tal es el caso del estudio de Adair ef al., 1981 quienes aislaron
y caracterizaron el virus de la necrosis pancreatica infecciosa a partir de peces de aleta
dorada de aproximadamente | kg, procedentes de habitats contaminados.

Paralelamente se han desarrollado otros estudios como el de Williams et al, 1999,
quienes realizaron un ensayo molecular multiple para detectar simultaneamente otros
birnavirus del serogrupo A: IHNV, IPNV y VHSV. Para ello utilizaron la cepa IPNV West
Buxton, propagada en la linea celular Chinook Salmon Embryo 214. Realizaron extraccion
de RNA total con Trizol LS, sintetizaron la cDNA a partir de la RT- moloney Murine
Leucemia virus de Promega y, para la amplificacion usaron primers que codificaran
fragmentos de la proteina VP2 de los birnavirus utilizando la enzima Ampli taq polimerasa
de Perkin Elmer.

Los resultados fueron la deteccion de tres fragmentos virales de diferente tamano, para
VHSV 625 pb, para IHNV 371 pb y para IPNV 206 pb.

Otro estudio importante fue el realizado por Rodriguez et al., 2001 quién compard
métodos de diagnéstico como: la inmunofluorescencia indirecta, la citometria de flujo, la
inmunooperoxidasa, inmuno dot blot, RT-PCR etc.

En México unos de los antecedentes con que se cuenta es el de Guerrero et al., 2002
quien menciona que en 1996 v 1997 en el municipio de Amanalco de Becerra, Edo. de
México ocurrié un brote que tenia varias caracteristicas compatibles con la necrosis
pancreatica infecciosa. En este brote se presentd una mortalidad acumulada del 60% de
un lote de 100, 000 crias provenientes de una importacion.

En los organismos analizados se presentaron signos de la enfermedad como distencidn
abdominal, oscurecimiento de la piel, estudios histopatologicos evidenciaron lesiones
severas en pancreas, intestino y ciegos piloricos, pero no se encontraron evidencias de
bacterias.
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La evaluacion al microscopio electronico evidencio algunas particulas hexagonales en el
citoplasma de células infectadas. Otro método utilizado para la identificacion del patégeno
fue la prueba de ELISA con 5 pools de tejido de 6 rifiones, los resultados obtenidos de
esta prueba fueron negativos. También se realizo Citometria de Flujo, los resultados
indicaron que en las muestras no existian linfocitos infectados con el IPNV.

Posteriormente en enero del 2000 en una granja de truchas de la regién central de México
cerca de Toluca se reportaron los signos tipicos de la necrosis pancreatica infecciosa en
crias de trucha arco iris de 5.0-5.5 cm y con un peso de 3 g aproximadamente que fueron
importadas como huevo oculado en noviembre de 1999. Los peces enfermos presentaron
alta mortalidad, signos y lesiones no observados ni documentados antes en la region. Se
realizaron estudios para determinar la enfermedad, resultando positiva la infeccion por el
virus de la necrosis pancreatica infecciosa (Ortega et al., 2002).

Estos fueron los primeros casos del IPNV diagnosticado en trucha arco iris en México, la
cepa viral identificada tiene un 95% de similitud con la cepa Buhl del IPNV, que pertenece
al serogrupo A de los birnavirus acuaticos (Ortega et al., 2002). La cepa Buhl pertenece
al genogrupo 1 de los Aquabimavirus (Nishizawa et al., 2005).
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. PROBLEMATICA A RESOLVER

En México una vez confirmada la presencia del IPNV, en el laboratorio de Sanidad
Acuicola del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA), el
cual en un principio se constituyé como el (nico laboratorio de diagnostico de esta
enfermedad a través de la técnica de cultivo celular con la linea CHSE— 214 (Chinook
salmon embryo).

Ante la necesidad de resolver la problematica de los productores de trucha para delectar
de forma rapida al IPNV, se considero necesario incrementar el numero de laboratorios y
estandarizar pruebas de deteccion rapida como la RT-PCR (Ortega et al., 2002; Salgado
2000).

Por otro lado, no solo la deteccion del IPNV es importante por considerarse dentro de la
normatividad nacional, si no determinar el o los genotipos presentes en México ya que de
ello dependera el control y/o prevencion que se pueda realizar en el sector truticola del
pais.

V. FACTORES QUE INTERVIENEN EN EL PROBLEMA DE ESTUDIO

Factores Ambientales. Ubicacion geografica de las unidades de produccion, calidad del
agua, fuente de abastecimiento y factores fisico-quimicos.

Factores Genéticos. Expresion de genes resistentes a la presencia de patogenos, o
modificacion de la expresion genética por cambios climaticos que se presenten en el
medio ambiente.

Factores Epidemiologicos. Consecuencia de la contaminacién o bien del estrés al que
estan sometidos por las altas densidades en los estanques.

Factor microbiolégico: Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa.

VI.  UBICACION DEL PROBLEMA

+ Econoémico

En México el cultivo de la trucha arco iris ocupa los primeros lugares de produccion en
entidades federativas como el Estado de México (53%), Puebla (24%) e Hidalgo (9%); ¥y
la presencia de enfermedades infecciosas ocasionadas por virus, trae como consecuencia
deficiencias en el crecimiento de los organismos o bien la muerte de éstos, mermando los
recursos econdmicos que de estos se puede tener.

+ Biologico
La presencia del IPNV afecta a la trucha arco iris en condiciones de cultivo ya que los
organismos pueden desarrollar la infeccion a partir de desechos bioldgicos como heces y

otros que se generen dentro del agua, lo cual trae como consecuencia la diseminacién del
virus a otras granjas acuicolas o bien a cuerpos de agua naturales.
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Vi. IMPACTO

- Economico

El cultivo de la frucha es altamente rentable y la presencia del virus de la necrosis
pancreatica infecciosa trae como consecuencia grandes pérdidas economicas.

+ Biologico
La introduccion de organismos portadores con IPNV puede traer como consecuencia la
diseminacion de genotipos virulentos.
Vil. PREGUNTAS BIOLOGICAS

¢El genogrupo del IPNV presente en la zona central de México esta relacionado con el
origen geografico de las truchas?

¢ Cuales y cuantos son los genotipos del IPNV que afectan a la trucha arco iris de la zona
central de México?

¢A que genogrupos pertenecen los IPNV gque estan presentes en la zona central de
México?

IX. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Qué genogrupos del virus de la necrosis pancreatica infecciosa estan presentes en la
zona central de México?

X.  JUSTIFICACION

En México la truticultura es una actividad productiva generadora de fuentes de empleo, de
alimentos que se vio impactada por la presencia del IPNV, contando con solo un
laboratorio para la deteccion a partir de cultivo celular.

Ante este escenario se planteo la posibilidad de crear un laboratorio en la Universidad
Auténoma Metropolitana Xochimilco, que desarrollara una metodologia de rapida
deteccion de patogenos, siendo este el Laboratorio de Reproduccion, Genética y Sanidad
Acuicola, capaz de detectar por la técnica de RT-PCR al IPNV.

Razones por las que se realizo la presente investigacion con el objetivo de estandarizar la

técnica de RT-PCR para la deteccion del IPNV y confirmar a través de la secuenciacion el
genogrupo presente en México.

XL OBJETIVOS

Objetivo General

< Detectar e identificar los genogrupos de las cepas virales de IPNV que afectan
a la trucha arco iris en la zona central de México

Objetivos particulares
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+ Detectar el IPNV en trucha arco iris de granjas acuicolas de la zona central de
México.

+ Genotipificar las cepas de IPNV encontradas en granjas acuicolas de la zona
central de México.

+ Establecer la relacién que existe entre el genotipo y el origen geografico de los
organismos.

Xll. HIPOTESIS

En las granjas truticolas de la zona central de México se espera encontrar al Virus de la
Necrosis Pancreatica Infecciosa dentro de los Genogrupos | y Il, de los Aquabirmavirus.
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XIl. METODOLOGIA

Este estudio es descriptivo ya que cuenta con una poblacion que se describié en funcion
de un grupo de variables, es observacional porque solo puede describir y no se pueden
modificar los factores que intervienen en el proceso y es experimental porque evalla a
través de la experimentacion a las variables.

Para este estudio se realizaron algunas actividades tales como busqueda de informacion
de la distribucién genética y geografica del IPNV, busqueda de informacion en el Sistema
de Informacién del Programa Nacional de Sanidad Acuicola (PRONALSA) de las
principales importaciones de huevo oculado de trucha arco iris asi como la identificacion
de granjas positivas a su presencia, seleccion de cepas de IPNV, bisqueda de Genomas
de las cepas seleccionadas, alineamiento multiple con las secuencias de los genomas
seleccionados de IPNV, identificacion de la variabilidad genética de las cepas de PNV,
disefio de oligonuclettidos especificos para 2 genogrupos.

XIN. 1. Caracterizacion molecular de IPNV

La caracterizacién molecualr de IPNV se obtuvo mediante la busqueda de informacion en
articulos cientificos de las diferentes revistas que abordan temas de enfermedades en
organismos acuaticos. Dicha busqueda permitié identificar el trabajo realizado por
Nishizawa et al., (2005) en el que se plantea con base a la comparacion de secuencias
nuclectidicas de la regidon de unién de la proteina VP2 y la proteina NS del IPNV la
caracterizacion molecualar de las diferentes cepas aisladas en América, Europa y Asia;
estableciendo con ello siete genogrupos de este virus y otros aguabimavirus.

Xl .2. Distribucion de granjas de trucha arco iris de la zona central de
México positivas a IPNV

La obtencion de la informaciéon se realizd ingresando en el Sistema de Informacién del
Programa Nacional de Sanidad Acuicola (PRONALSA), a Ia pagina web
http://xcsc.xoc.uam.mx/pronalsal, previa autorizacién de la Coordinacion del Programa, se
acceso al icono de listar servicios, se selecciond la opcion de las consultas y se pidié al
sistema realizara un listado multiple de los servicios realizados a las importaciones de
trucha arco iris; obteniéndose como resultado, los paises de origen de los que se habia
importado huevo oculado, y en los que se detectd la presencia de IPNV.,

Con auxilio de este mismo programa fue posible la ubicacion de las granjas de trucha de
la zona central de México que habian realizado importaciones y el pais de origen del que
procedian las que fueron positivas a IPNV.

Xill. 3. Definicion de posibles cepas de IPNV presentes en México

La seleccion de cepas de IPNV se realizd a través de la bisqueda de literatura cientifica
en la que se establecié la distribucion mundial que este virus tiene, asi como la relacion
comercial existente entre los paises en los que se ha detectado este patogeno y el origen
de importaciones que se han realizado a nuestro pais.
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La busqueda de las secuencias genéticas de las cepas seleccionadas se realizd
accesando a la pagina web del Genbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ en la cual se solicitd
en todas las bases de datos el numero de referencia para cada una de las cepas,
obteniéndose asi las secuencias de estas.

Xlll. 4. Comparacioén de las secuencias de las cepas de IPNV con el
software Clustal W

Para la realizacién de los alineamientos miultiples, se ordenaron las secuencias genéticas
posteriormente en el software Clustal W de la red cuya pagina web es
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html se realizo el alineamiento multiple con las
4 secuencias de IPNV.

Xll. 5. Deteccion del IPNV con primers universales utilizando la Técnica de
RT-PCR en dos pasos y en un paso

La deteccion de cualquier genotipo de IPNV se realizo a través de la técnica de RT-PCR
en dos pasos y en un paso, para esto se utilizaron primers universales propuestos por Lee
et al., 1994, que parten de la posicion 807-1330 de |a proteina VP2.

Para la deteccion del IPNV fue necesario salir a campo a muestrear para la obtencién de
las muestras.

Una vez ubicadas las granjas, la seleccion de los estanques de muestreo fue aleatorio
tomando de cada uno 2 muestras por granja con 10 individuos, se colocaron en bolsas de
plastico, se les puso oxigeno y se sellaron, colocandose sobre hielo para mantenerlas
frescas.

XN.5.1. Muestreo

El muestreo de este estudio se realizd en granjas acuicolas de los Estados de Hidalgo y
Puebla en México.

< El Estado de Hidalgo se localiza al norte, 21° 24" al sur, 19° 36' de la latitud
norte; al este, 97° 58'; al oeste, 99° 53' de la longitud oeste. Colinda al norte con
el estado de Querétaro, San Luis Potosi, Veracruz y Puebla; al sur, con los
estados de Puebla, Tlaxcala y México; al oeste con México y Querétaro. En este
estado se registran tres principales climas: el cdlido, que ha registrado
temperaturas de hasta 44°C a la sombra, el templado y el clima frio, con una
temperatura de 5°C bajo cero en el dia y hasta —15 grados centigrados durante
la noche. Tiene regiones con lluvia de 2,800 mm. al afio, que contrastan con la
resequedad del municipio de Ixmiquilpan, donde se registran escasos 250 mm.

% El Estado de Puebia se encuentra ubicado al Sureste del Altiplano de la
Reptblica, entre la Sierra Nevada y al Oeste de la Sierra Madre Oriental tiene la
forma aproximada de un triangulo isésceles cuyo vértice apunta hacia el norte y
la base hacia el sur, se encuentra entre los paralelos 17° 52" - 20° 52' latitud
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norte y los 96° 43' y 99° 04’ de longitud Oeste; esta limitado al Norte con
Veracruz, al sur con Oaxaca y Guerrero, al oeste con Morelos, Estado de
México, Tlaxcala e Hidalgo y al este con Veracruz. La situacion geografica y la
diversidad de alturas y regiones naturales, han conferido al Estado de Puebla
una integracion climatolégica de las mas variadas del pais. Las caracteristicas
climaticas promedio de la entidad son temperatura media de 16°C, llegando en
verano a 17.1°C y en invierno a 16°C, la estacion de lluvias se inicia en mayo, se
establece en junio y termina en octubre, con un promedio anual de precipitacion
de 801 milimetros.

«» Caracteristicas para la obtencién de la Muestra

De acuerdo a lo anterior las consideraciones en funcién de tamafno de los peces fue el
siguiente:

1. Huevo y/o alevines.- 10 a 15 huevos o alevines, en el caso de los alevines sin
saco vitelino

2. Peces hasta de 2 a 4.9 cm.- Se cortd la cabeza y la aleta caudal justo antes del
ano

3. Peces a partir de 5 cm. - Solo bazo y rifion

X5 2. Obtencitn de 1a Muestra

Las muestras y el analisis de las mismas se realizd en el Laboratorio de Reproduccion,
Genética y Sanidad Acuicola de la Universidad Autbnoma Metropolitana Xochimilco.

Los organismos se pesaron en una balanza y se midieron con un ictiometro; en funcion de
su tamafo, se determind si se hacia la diseccion para extraer los 6rganos blanco del
IPNV: bazo y rifidn o bien si se utilizaba el cuerpo completo de los organismos.

La diseccion de los organismos se realizd en un area y con material estéril, previamente
desinfectada con solucion antiséptica y consistid en diseccionar con unas tijeras estériles
la parte ventral al pez y el flanco derecho con el fin de exponer las visceras, se tomé el
bazo y se deposité en un tubo eppendorf colocado sobre hielo, se extrajeron las visceras,
quedando expuesto el rindn el cual se disectd con tijeras iris a partir de la parte media
anterior y con el estilete acanalado se extrajo el tejido y con las pinzas se coloco en el
mismo tubo eppendorf hasta que se completd el pool de 5 organismos, durante todo el
proceso las muestras se mantuvieron en hielo para evitar la degradacion del RNA.

Las muestras, debidamente etiquetadas, se colocaron en N; liquido durante 2 minutos y
después se conservaron a-20° C hasta su utilizacion.

Cabe sefialar que cada muestra se conformd por un pool de bazo y rifién de 5 organismos
o bien de cuerpos completos y se homogenizo adecuadamente tomando 50 mg de ese
pool para la extraccion de RNA.
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XIN.5.3. Procesamiento de la Muestra

“ Extraccion de RNA

El proceso de extraccion de RNA se realizd con el Kit QlAamp Viral RNA (QIAGEN). En
un tubo eppendorf de 1.5 mL, se colocaron 50 mg de de bazo y rifidn del pool de muestra
y se homogenizd en 200 pL de agua DEPC (dietilpirocarbonato), posteriormente se
transfirié 140 uL de este homogenizado a un tubo eppendorf nuevo y se agregd 560 pl de
Buffer AVL (Tiocinato de guanidina), se mezclaron las muestras vigorosamente durante
15 segundos, las muestras se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se adiciond 560 uL de etanol absoluto, después se mezcld vigorosamente
cada una de las muestras durante 15 segundos y se cenfrifugaron, enseguida se retiraron
630 pl de la muestra y se transfirié a una columna, se centrifugd a 12, 000 rpm 2 minutos,
concluida la centrifugacion se decantd el contenido del filtrado y se realizd el mismo
proceso con el resto de la muestra, después se adicionaron 500 pL del buffer AW1
(Clorhidrato de guanidina) a las mini columnas y se centrifugd a 12, 000 rpm 2 minutos, se
decantd el contenido del filtrado y se adicionaron 500 L del buffer AW2 (etanol) a las mini
columnas y se centrifugd a 12, 000 rpm 3 minutos, se decantd el contenido del filtrado, se
transfirid la columna a un tubo eppendorf nuevo y se adicionaron 50 pL de Buffer de
rehidratacion, el RNA se rehidraté en hielo y se congelé a -20 °C hasta su uso.

La concentracion del RNA se realizd en un espectrofotometro Eppendorf, para la medicion
se prepararon las muestras con un factor de dilucién 1:100, la concentracién se midio a la
observancia de 260/280 nm.

La calidad del RNA extraido se verifico en un gel de agarosa al 1%.
* Electroforesis en gel de agarosa al 1%

Se pesaron 0.4 g de agarosa y se disolvieron en 40 mL de TAE (Tris base, acido acético
glacial, 100 ml de EDTA 0,5 M y agua), la solucion se calentd 50 segundos y se
adicionaron 2 pL de bromuro de etidio, se verti6 la agarosa disuelta en el molde de los
geles, se coloco el peine, se dejé solidificar la agarosa a temperatura ambiente durante 20
minutos, solidificado el gel se colocd en la camara de electroforesis, se adiciond el buffer
de corrida TAE de tal forma que el gel quedo sumergido, se preparé la muestra
mezclando 2 pl del buffer de carga y 5 pL de muestra y se colocd cada muestra en el
pozo correspondiente, se introdujo con una micropipeta en el pozo 1, 3.5 pl del marcador
de peso molecular para RNA, posteriormente se colocaron después de las muestras, el
control positivo y negativo. La electroforesis se llevo acabo a 100 volts/30 minutos.
Concluida la electroforesis se retiro el gel de la camara y se colocé en el Transiluminador,
se tomaron las fotografias en el software Alpha Imagen y se realizd el analisis de la
imagen.

< Reaccion en cadena de la Polimerasa de la Transcripcion reversa en dos pasos
Sintesis de cDNA
Se colocd en hielo un tubo eppendorf, se adicionaron 0.3 pL Primer sentido de los

universales para IPNV (5-GCCGACATCGTCAACTCCAC-3), 1 pL dNTP Mix 10mM, 10.7 pL de
agua DEPC 1% y 5 pL de RNA total, la mezcla se calentd a 65° C 5 minutos.
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Posteriormente se colocaron los tubos en hielo y se agregaron 4 pL de Buffer First Strand
5X, 2 pL de solucion DDT 0.1M y 1.0 pL de RNAsin se mezcld el contenido de reaccién,
se incubé a 42° C 2 minutos y se adicioné a la mezcla de reaccion 1.0 pL de
SuperScript™Il (Invitrogen), se incubb a 42° C 50 minutos y la inactivacion de |a reaccion
se llevé a cabo incubando a 70° C 15minutos.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En un micro tubo estéril se colocaron 11.9 pL de agua, 5 pL de Buffer 1X (solucién de
buffer Tris pH 8.5 y (NH,);S0O4), 0.5 uL de dNTP’s (0.2 mM), 3 uL de MgCl; {3 mM), 0.5 uL
de primer sentido (50 pmol) 5-GCCGACATCGTCAACTCCAC-3, 0.5 pL de primer antisentido
(50 pmol), 5-GACAGGATCATCTTGGCATA-3', 0.6 uL de Taq polimerasa (3 U) (Promega), se
homogenizd la mezcla de reaccion y se centrifugd 30 segundos y después se agregaron
3.0 pl de cDNA para cada muestra.

Posteriormente se colocaron las muestras en el termociclador bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion a 94°C 1 minuto, alineamiento a 55°C 1 minuto, elongacion
a 72°C 1.5 minutos, repitiéndose 35 ciclos y por Ultimo se realizé una post-elongacion a
72°C 7 minutos.

Concluida la amplificacion el fragmento viral obtenido se observo en un gel de agarosa al
2%.

<+ RT-PCR en un solo paso

Para la técnica de RT-PCR en un paso se utilizardn los primers universales propuestos
por Lee et al,, 1994.

Se preparo en un tubo la master mix la cual contenia 21.1 pL de agua, 10 pl de Buffer de
PCR 1X (KCl y (NH4);S0,), 2.0 pL de dNTP’s (400 uM), 3.6 uL de primer sentido (0.6 uM}
5.GCCGACATCGTCAACTCCAC-3, 3.8 puL de primer antisentido (0.6 pM), 5 -
GACAGGATCATCTTGGCATA-3', Inhibidor de RNAsas 0.3 pL (10 U) 2.0 uL de enzima
(Qiagen), se mezclo la reaccion vigorosamente y distribuyo el volumen de reaccién a cada
tubo, a cada reaccion se le coloco 7 uL del templado de RNA.

Posteriormente se colocaron las muestras en el lermociclador bajo las siguientes
condiciones: transcripcién reversa 50°C 30 minutos, activacién inicial 95° 15 minutos,
desnaturalizacién a 94°C 1 minuto, alineamiento a 55°C 1 minuto, elongacién a 72°C 1.5
minutos, repitiéndose 35 ciclos y por ultimo se realizd una post-elongacion a 72°C 7
minutos.

El fragmento obtenido de la amplificacion se observa en un gel de agarosa al 2%.

XIll.6. Diseno de oligonucledtidos especificos para Genogrupo | y
Identificadas las regiones variables de las secuencias de IPNV, en el software Primer3 se

disenaron dos pares de oligonucledtidos: un par especifico para identificar a las cepas del
genogrupo | y otro par que permita identificar al genogrupo 1l en el que se localiza la cepa
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danesa, obleniéndose para el Genogrupo | los primers que parten de la posicion 868-1020
y para el Genogrupo Il de la posicién 310-765.

XNL7. Deteccién de los genotipos de IPNV

Con el uso de oligonucleotidos especificos para Genogrupo | y Il se analizaron 8 muestras
procedentes de 8 granjas truticolas del Estado de Hidalgo y 10 muestras procedentes de
10 granjas del Estado de Puebla que previamente fueron analizadas con los primers
universales.

X7, 1. Deteccion de IPNV con oligonucledtidos para Genogrupo |

Se extrajo RNA de las muestras, se realizo la sintesis de cDNA, y por ultimo se realizé la
PCR. En un micro tubo estéril se colocaron 10.6 uL de agua, 5 pLde Buffer de PCR 1X
(solucion de buffer Tris pH 8.5 y (NH.);S0Q,), 0.5 uL de dNTP's (0.2 mM), 2 ul de MgCl; (2
mM), 1.7 uL de primer sentido (0.2 pM) 5-GCCAAGTTCACCCAGTCAAT-3', 1.9 uL de primer
antisentido (0.2 uM), 5 GTTCCCGGATGAGAATGAGA-3, 0.3 uL de Taq polimerasa (1.5 U)
(Promega), se homogenizod la mezcla de reaccion y se sometié a un pulso de centrifuga y
después se agregd 3.0 uL de cDNA para cada muestra.

Se colocaron las muestras en el termociclador bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién a 94°C 1 minuto, alineamiento a 60°C 1 minuto, elongacion a 72°C 1
minuto, repitiéndose 35 ciclos y por ultimo se realizd una post-elongacion a 72°C 5
minutos.

El fragmento de la amplificacion se observo en un gel de agarosa al 2%.

X1, 7. 2. Deteccion de IPNV con oligonucledtidos para Genogrupo Il

Se extrajo RNA de las muestras, se realizo la sintesis de cDNA, se realizé la PCR para
esta prueba. En un micro tubo estéril se colocaron 10.6 pL de agua, 5 pL de Buffer de
PCR 1X (solucion de buffer Tris pH 8.5 y (NH4),S04), 0.5 ul de dNTP's (0.2 mM), 2 uL de
MgCl. (2 mM), 4.2 ul de primer sentido (0.3 uM) 5'- GAC GTT CAA AGC TCC ACG CTG CCG-3',
4.3 pL de primer antisentido (0.3 uM), §-CTT GAT GTC TGC GGT GGG GTT GTT TGC-3, 0.3 pL
de Taq polimerasa (1.5 U) (Promega), se homogenizd la mezcla de reaccion y se sometié
a un pulso de centrifuga y después se agregd 3.0 pl de cDNA para cada muestra.

Se colocaron las muestras en el termociclador bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion a 94°C 1 minuto, alineamiento a 65°C 1.5 minutos, elongacion a 72°C 1
minuto, repitiéndose 35 ciclos y por ultimo se realizé una post-elongacion a 72°C 5
minutos.

Los productos de PCR se observaron en un gel de agarosa al 2%.
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XNl 8. Purificacién de productos de PCR

La purificacion se realizd con el Kit "Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” de
Promega. Se corto el fragmento viral del gel de agarosa con un bisturi estéril, se colocé el
trozo de agarosa en un tubo eppendorf, se pesd y se adicionaron 10 pL de solucion
astringente por cada 10 mg de gel de agarosa, se incubd en bafio maria a 65 “C durante
10 minutos hasta disolver completamente |la agarosa, posteriormente la solucién se coloco
a una minicolumna y se incubo 1 minuto a temperatura ambiente.

Después las minicolumnas se centrifugaron a 14, 000 rpm 1 minuto, se retiro la mini
columna del tubo y se decanto el sobrenadante, se coloco la minicolumna al tubo y se
adiciond 700 uL de solucion de lavado y se centrifugaron las muestras a 14, 000 rpm 1
minuto, posteriormente una vez mas se retiro la mini columna del tubo, se decanto el
sobrenadante, se coloco la minicolumna al tubo, se adicionaron 500 pL de solucién de
lavado, se centrifugaren las muestras a 14, 000 rpm 5 minutos, se retiro la mini columna
del lubo y se decanto el sobrenadante. Se coloco la minicolumna al tubo y se centrifugo
una vez mas a 14, 000 rpm 3 minutos, se dejaron las muestras a temperatura ambiente 2
minutos para que se evaporaran los residuos de etanol, se colocaron las minicolumnas en
un nuevo tubo eppendorf y se adiciond 30 pL de agua libre de nucleasas y se centrifugo a
14, 000 rpm 2 minutos.

XIIl. 9. Secuenciacion

El DNA purificado del fragmento viral obtenido por la RT- PCR en dos pasos, como en un
paso, se envio al Laboratorio de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la
Universidad Nacional Autonoma de México para ser secuenciados.

X1 10. Analisis de la relacién que existe entre el genogrupo y el
origen geografico de los organismos

La relacion que existe entre el genogrupo y el origen geografico de los organismos se
determino con base a la informacion de cada una de las granjas, con la que se detectaron
las importaciones y el lugar de prcedencia.
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XIV. RESULTADOS

XIV. 1. Caracterizacion molecular de IPNV

Como parle de la busqueda de informacién para conocer la caracterizacién molecular del
IPNV se encontrd el articulo de Nishizawa et al., 2005 que descibe perfectamente como
se han establecido los diferentes genogrupos en los que se ha agrupado el IPNV con
base a caracteristicas genéticas.

Por tal razon un resultado de esta busqueda de informacion fue el conocimiento de la
caracterizacion molecular del IPNV y de otros aquabirnavirus en el mundo.

De acuerdo al analisis nucleotidico de la region terminal NS de la proteina VP2 se ha
caracterizado que el IPNV y otros aquabirnavirus se han agrupado en siete grupos: el
genogrupo | que incluye la cepa Jasper de Canada, la cepa Reno, VR299, Buhl, Dry Mills
y West Buxton de Estados Unidos de Norteamerica; genogrupo Il la cepa Abild de
Dinamarca, asi como aislados asiaticos como PV, EIS, EEV y CV-HB1; genogrupo Il el
aislado de Bonnamy en Francia, N1 en Noruega, DPL en Tailandia, d'Honnincthum, OV2
de Inglaterra y Spajarup en Dinamarca; genogrupo IV el aislado ASV en Canada, Canada
1y Tellina en Inglaterra; genogrupo V agrupo el aislado Canada 2 y Canada 3; genogrupo
V1 el aislado Hecht de Alemania y el genogrupo VII compuesto por el virus de la ascitis
amarilla (YTAV) y ofros bimavirus aislados de peces marinos moluscos y delfines
Nishizawa et al., (2005)

Cabe sefialar que se considera que todas estas cepas de IPNV se han aislado en
diferentes paises debido a que este se transmite de un continente a otro con la
importacion de ovas salménidos y es muy probable que el virus tenga una distribucion
mundial antes de detectarse por primera vez en el siglo 19 y principios del 20 (Reno,
1999).

El aislado de IPNV detectado en México, se ha categorizado dentro del genogrupo | que
corresponde a IPNV americanos.

En la figura 1 se presenta el dendrograma de los 7 genogrupos de IPNV y otros
aquabirnavirus.

La distribucion geografica del IPNV y de otros aquabirnavirus en el mundo muestra gque
estos se han clasificado en dos serogrupos el A y el B.

36



Genotipificacién del Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV) que afecta a la trucha arco iris
{Cncorhynchus mykiss) en la zona Central de México
I

;}En ua 2

| bru

002

Genaogroup VII

1000

Genogroup Il R

‘i o vnmnctnm Fr2
i

'U_t‘umim'l'hum
I {—f\'—r ."3';." arupy
W — ST

969 f e

ElS
cenegron p—c

999 617[

M0
B
AR
GEHUQQJD IV s
i

Genogroup V

Genogroup VI :l"{'ﬁ' 2
1 oC

Figura 1. Dendrorama del serogrupo A, en donde se ubica el IPNV y otros Aguabirnavirus. Fuente.
Nishizawa et al., (2005)
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XIV.2. Distribucion de las granjas de trucha arco iris de la zona central de
México positivas a IPNV

Los resultados obtenidos del analisis en el Sistema de Informacion del PRONALSA, es
que en México se detectd IPNV por el Laboratorio de Sanidad Animal del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal, de la UAEM en 2003, el cual
constituye el primer reporte de esta enfermedad en México.

Antes de esta fecha, la informacion estaba registrada en formatos en los informes del
PRONALSA, pero a partir de 2003, se integraron en el Sistema de Informacién, a partir
del cual se obtuvieron los siguientes resultados.

En la Figura 2 en sombreado se muestra los estados del pais en los que se cultiva trucha
arco iris, y con estrella en los que se ha detectado el IPNV.

Figura 2. Estados en que se cultiva la trucha arco iris (en sombreado y con ¢ en los que se ha
reportado la presencia del IPNV durante el periodo 2000-2005. Fuente: PRONALSA, 2006

En la Tabla 2 se presenta el niumero de casos detectados tanto positivos como negativos
por estado y por ano hasta el 2006.

De acuerdo a los resultados que se muestran en la figura 2 y tabla 2, el IPNV se localiza
en algunos de los estados donde se produce. Es importante sefalar que en los estados
en que no se presentd debido a que en este periodo no se hicieron los andlisis para su
deteccion, razon por la gue no se puede afirmar que sean negativos.
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Tabla 2. Nimero de casos estudiados con relacion al IPNV por Estado, periodo 2000 - 2006
. Fuente: PRONALSA, 2006

Ghihuahua T I I
Durango i 1
Ealn;l: de México | 8 20 42 10 23 1 H 55 54 a0 0 0 | 133
Hudalgo 2 16 | B FLl Fy 1 1 1 ¥ Fi
Michoacan IENERE 2 [z |5 |3 |s0]| 3 |58
Pusbla 2 1 1 3 3 1 1 15 el
Semots | | 1
!
Veracrur 4 ]
Morsios 1 ' 3
Total & 22 18 82 LF] a7 i ¥ a (1] ma 118 155 a4 217
D. Detectado ND. No detectado

El analisis cuantitativo denota que en el Estado de Chihuahua no se tienen reportes de la
presencia de IPNV en los dlimos 4 afes de ese periode, se desconoce si fueron
controlados los brotes evitando asi su diseminacién, mientras que en Sonora se reporto
un caso en el 2005 lo cual sugiere la misma situacion o bien el nimero de casos positivos
se debe a un limitado numero de muestreos.

De la consulta realizada en el Sistema de Informacién durante el periodo 2000- 2006, de
un total de B72 servicios, se diagnosticaron positivos a IPNV 297 casos distribuidos en 9
estados: Chihuahua, Durango, Edo. de México, Hidalgo, Michoacan, Puebla, Sonora,
Veracruz y Morelos (Tabla 2). A partir de este analisis se determino que el IPNV se
encuentra en un mayar numero de granjas de la region central del pais, regién donde se
encuentran los centros de distribucién y comercializacion de crias de trucha arco iris
procedentes de |la importacion.

En la Tabla 3 se presentan las importaciones que se realizaron a México con los
resultados sobre la certificacion sanitaria de los lotes de huevo oculado de trucha arco iris
que ingresaron durante el periodo de 2001-2005.

Tabla 3. Importacién de huevo oculado de trucha arco iris periodo 2001-2005. Fuente: PRONALSA,

2006
2001 Edo de Mexico 14 E U y Australia 1]
Eduo de Mexico Dinamarca 2
Edo de Mexico T Eu R
2002 e ™ = S el g e
Edo de Mexico Chile 0
Eduo de Mexico Desconocido o 3
2003 Eda de Mexico 14 E U yChile 0
N T
2005 Edo de Mexico 7 EU a
TOTAL a9 11
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XIV. 3. Definicion de las posibles cepas de IPNV presentes en México

De acuerdo a la informacidn recabada en el inciso anterior (tabla 3) se puede mencionar
que el IPNV ha sido reintroducido en varias ocasiones procedente de Estados Unidos, y
en menor grado de Dinamarca.

De acuerdo con Nishizawa et al., 2005, con relacion a la distribucion en el mundo de
cepas de IPNV considerando los posibles paises de procedencia, se considera como
posibles cepas introducidas a México, la Buhl y VR299 de Estados Unidos y la cepa Abild
de Dinamarca.

En cuanto a la deteccion de IPNV en México reportada por Ortega et al., 2002, quién
realizéd la comparacion con el estudio de Nishizawa et al., 2005, lo categorizé como
miembro del genogrupo | con alta similitud a la cepa Buhl, por lo tanto, se confirma al
menos |la presencia de una cepa de este genogrupo procedente de Estados Unidos.

Las cepas antes mencionadas fueron localizadas en el Genbank con los nimeros de
referencia AF343573, AF343572 AF342729 y AF537289. En los cuadros 1, 2, 3y 4 se
presentan los genomas respectivos de los aislados americanos y europeos.

Cuadro 1. Secuencia nucleotidica del genoma de la cepa Buhl. Fuente BLAST.

GenBank: AF343573

Infectious pancreatic necrosis virus Buhl polyprotein mRNA, partial cds
LOCUS: AF343573 2904bp mRNA linear VRL 31-JUL-2001
DEFINITION: Infectious pancreatic necrosis virus Buhl polyprotein mRNA, partial cds.
ACCESSION: AF343573
VERSION: AF343573.1 GI: 13604285
KEYWORDS.
SOURCE: Infectious pancreatic necrosis virus
ORGANISM: Infectious pancreatic necrosis virus: Viruses; dsRNA viruses; Bimaviridae;
Aguabimavirus.
REFERENCE: 1 (bases 1to 2904)
AUTHORS: Blake,S., Ma J Y., Caporale D A, Jairath,5. and Nicholson B.L.
TITLE: Phylogenetic relationships of aquatic bimaviruses based on deduced
amino acid sequences of genome segment A cONA
JOURNAL. Dis. Aqual. Org. 45 (2), 83-102 (2001)
PUBMED 11463106
REFERENCE 2 (bases 1 to 2904)
AUTHORS Blake,S., Ma,J.-Y , Caporale,D., Jairath,S. and Nicholson,B.
TITLE  Direct Submission
JOURNAL Submitted (30-JAN-2001) Biochemistry, Microbiology and Molecular Biology, University
of Maine, Orono, ME 04469, USA

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2904
lorganism="Infectious pancrealic necrosis virus
fmal_type="mRNA"
Istrain="Buhl”

/host="trout"
fdb_xref="taxon:11002"
/segment="A"

CDS 1..>2904
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Inote="contains VP2/NS/VP3"
fecodon_slart=1
/product="polyprolein”
Iprotein_id="AAK32165.1"

fdb_xref="Gl:13604286"
ftranslation="MSTSKATATYLRSIMLPENGPASIPDDITERHIL

KQETSSYNLE

VSESGSGLLVCFPGAPGSRYGAHYRWNLNOQTALEFDOWLETSQDLKKAFNYGRLISRK
YDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQDKVNNQLYTKG
ITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIAPRRYEIDLPSERLPTVAA
TATPTTIYEGNADIWVNSTTVTGDITFQLEAEPANETVFDFILQFLGLDNDVPVVTVTS
STLVTVDNHRRASAKFTQSIPTEMITKPITRVKLAYQLNQQTAIANAATLGANGPASY
SFSSGNGNVPGVLRPITLVAYEKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPDLLENMYTKYGKYD
PEGLNYAKMILSYREELDIRTVWRTEEYKERTRAFKETDFTSOLPTSKAWGWRDLVR
GIRKVAAPVLSTLFPMAAPLIGAADQFIGDLTRTNSAGGRYLSHAAGGRYHDVMDSWA
SGSEAGSYSKHLKTRLESNNYEEVELPKPTKGVIFPVVHTVESAPGEAFGSLVWIPG
AYPELLDPNQOVLSYFKNDTGCVWGIGEDIPFEGDDMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKI
FAGPAMGPSSQLALSLLVNDIDEGIPRMVFTGEIADDEETVIPICGVDIKAMAAHEHG
LPLIGCQPGYDEMVANTSLASHLIQSGALPVOKAQGACRRIKYLGQLMRTTASGMDAE
LOGLLOQATMARAKEVKDAEVFKLLKLMSWTRKNDLTDHMYEWSKEDPDAIKFGRLVST
PPKHOEKPKGPDQHTAQEAKATRISLDAVKAGADFVSPEWIAENNYRGPAPGQFKYYM
ITGRVPNPGEEYEDYVRKPITRPTDMDKIRRLANSVYGLPHQEPAPDDFYQAVVEVFA
ENGGRGPDQDOMQDLRDLAROMKRRPRPAETRROTKTPPRAATSSGSRFTPSGD"

ORIGIN

1 atgagcacal ccaaggcaac cgcaacclac ttgagatcca ttalgctice cgagaatggg

61 ccagcaagcea ttccggacga cataacagag aggeatalac taaaacaaga gacclegtca
121 tacaacttag aggtciccga atcaggaagt gggcticitg tetgcttcee tggagcetect

181 ggatccaggg tcgglgccca ctacaggtgg aatctgaace agacggeact agaattcgac
241 caglggctag agacgtcaca ggacctaaag aaggcattca actacgggag actgatctca
301 cggaaatacg acatccagag ctcaaccctt cecegetggte tgtatgeact caacgggace
361 ctgaacgclg ccaccticga aggaagtctg tctgaagtag agagectaac ctacaacage
421 ttgatgicce taacaacaaa cccacaggac aaggicaaca atcaactagl gaccaaagga
481 atcaccgtce tgaatctacc aactgggttt gacaagecat acgtecgect agaggacgag
541 acgecacagg geccccaglic catgaacgga gcaaggatga gglgcacage tgeaatcgea
601 ccaaggaggt atgaaatcga cctcccatce gaacgactge cgaccgtgge cgegactgeg
661 accccaacaa caatctatga ggggaatgce gacatcgtga actccacaac agttaccggg
721 gacataacat fccagetcga ggecgaacce gecaatgaga cagtgticga ctteaticta
781 cagtlcctgg ggetggacaa cgacglccce glgghtaceg tgacaagele cacgetagic
841 acagtggaca accacaggag ggcglcagee aagttcacce agtcaalcce aacagaaatg
901 atcaccaaac caatcacacg ggicaagclg gectaccage tcaaccagea gaccgctatt
961 gcaaacgcag caacgctcgg agecaatggg ceggcatcag tetcaticte atccgggaac
1021 ggcaatgtge cgggagtect acgacccata accctagtgg cgtacgagaa gatgacccee
1081 cagtcaatce tgaccgtgoc tggegtatce aactatgage tgatcccaaa cocagaccla
1141 citgaagaaca lggtcactaa gtatggaaag lacgaccelg agggectcaa clatgecaag
1201 atgatccigt cctacagaga ggagotggac atcagaaccyg tctggaggac tgaggaatac
1261 aaagaaagga caagagcalt caaagagalc accgactica caaglgacct accaacctca
1321 aaggcalggg gatggaggga cctagicaga ggeatcagaa aagtggecge cececglgetg
1381 tcaacgcetet tcccaatgge ggetececete ataggagegg cegaccaaltt cattggggac
1441 ctcaccagga ccaactcage cgggggacgc tacctgtcac acgeagecgg aggecgelac
1501 catgatgtca tggactcatg ggecageggg tecgaggeag gaagcetacte aaageaccte
1561 aagaccegge ttgagtccaa caactatgaq gaagtggage tccaaagee aacaaaggga
1621 gicatctttc ctgtggtgea caccgttgag agtgecaccag gtgaggcectt cgggtcgcete

1681 gtggtagtaa taccaggagc gtacceggaa cticttgace caaaccaaca ggtectatee
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1741 tacttcaaga acgacacagg ttgcgiclgg gggataggag aagacatcce cttigaagga
1801 gatgacalgl gctacaccgce actgecectc aaggagatca agaggaacgg aaacalcgig
1861 gtggagaaaa taticgctgg cceccgegatg ggaccglect cecaactige actgtoecetg

1921 ctegtcaacg acatagacga agggattcca aggatggtct tcacaggega gatcgetgat
1981 gacgaagaaa cagtcalccc aatctgegga gtggacatca aagecatgge cgcccatgaa
2041 cacgggctge cectocattgg ctgeccageca gggglegacy agatggtgge aaacacatct
2101 cicgeatcac acclgatica gagcggagee claccaglge agaaagcaca gggageclge
2161 aggagaalca agtacclggg ccagetgalg agaacaactg calcagggat ggacgeagaa
2221 ctgcagggge tgctgocagge caccatggee agagcaaaag aaglgaagga cgecgaaglg
2281 ticaaactic tgaaactcat gicalggaca agaaagaacg acctcacaga tcacatgtat
2341 gagtggtcaa aggaggacce cgatgeaatc aaattiggea ggctegtcag cacceeccca
2401 aaacaccaag agaagccaaa aggacccgac cagcacaccd ¢ecaggagge aaaggeeacs
2461 aggatcicac tggacgecegt caaagecgge geagacticg telccoccaga glggatcgeg
2521 gagaacaact accgcggtee agctccagge cagticaagt actacatgat aacgggeaga
2581 gtcecaaace ccggagaaga gtacgaggac tatgtgegaa aaccgataac ccgaccaace
2641 gacatggaca aaatcagacg cctagecaac agigtctacg gectgececa ccaagaacee
2701 gcaccagacg aclictacca ggeagtegtc gaggtgttcg cagaaaacgg gggaagaggg
2761 ccecgaccaag accaaalgea agacclgagg gactiggcaa ggcagalgaa acgacgacce
2821 cgaccagelg agacacgcag geaaaccaag actccaccca gggeggceaac clecagtgga
2881 tcgeggttta cececteegg cgat

Cuadro 2. Secuencia nuclectidica del genoma de la cepa VR299. Fuente BLAST.

GenBank: AF343572

Infectious pancreatic necrosis virus VR299 polyprotein mRNA, partial cds

LOCUS AF343572 2904 bp mRNA linear VRL 31-JUL-2001
DEFINITION: Infectious pancreatic necrosis virus VR299 polyprotein mRNA,

partial cds.

ACCESSION: AF343572

VERSION: AF343572.1 Gl:13604283

KEYWORDS:

SOURCE: Infectious pancreatic necrosis virus

ORGANISM: Infectious pancreatic necrosis virus, Viruses, dsRNA viruses, Bimaviridae;
Aquabimavirus.

REFERENCE: 1 (bases 1 to 2904)
AUTHORS Blake,S., Ma J.Y., Caporale,D.A., Jairath,S. and Nicholson,B.L.
TITLE  Phylogenetic relationships of aquatic bimaviruses based on deduced

amino acid sequences of genome segment A cDNA

JOURNAL: Dis. Aquat. Org. 45 (2), 89-102 (2001)

PUBMED: 11463106

REFERENCE: 2 (bases 1 to 2904)
AUTHORS Blake,S., Ma J.-Y , Caporale D, Jairath S and Nicholson B.
TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (30-JAN-2001) Biochemistry, Microbiology and Molecular

Biclogy, University of Maine, Orono, ME 04469, USA

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..2904
forganism="Infectious pancreatic necrosis virus"
fmol_type="mRNA"
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Istrain="VR299"
fhost="trout”
/db_xref="taxon:11002"
/segment="A"

CDS 1..>2904
Inote="contains VP2/NS/VP3"
fcodon_start=1
fproduct="polyprotein”
[protein_id="AAK32164.1"
fdb_xref="Gl:13604284"
ftranslation="MSTSKATATYLRSIMLPENGPASIPDDITERHIL

KQETSSYNLE

VSESGSGLLVCFPGAPGSRYGAHYRWNLNQTALEFDOWLETSQDLKKAFNYGRLISRK
YDIQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQDKVNNQLVTKG
ITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIAPRKYEIDLPSERLPTVAA
TGTPTTIYEGNADIVNSTTVTGDITFQLEAEPVNETRFDFILOFLGLDNDVPVYTVTS
STLVTADNYRGASAKFTQSIPTEMITKPITRVKLAYQLNQQTAIANAATLGAKGPASY
SFSSGNGNVPGVLRPITLVAYEKMTPQSILTVAGYSNYELIPNPDLLKNMVTKYGKYD
PEGLNYAKMILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRAFKEITDFTSDLPTSKAWGWRDLY
GIRKVAAPVLSTLFPMAAPLIGAADQFIGDLTKTNSAGGRYLSHAAGGRYHDVMDSWA
SGSEAGSYSKHLKTRLESNNYEEVELPKPTKGVIFPVVHTVESAPGEAFGSLVVVIPG
AYPELLDPNQQVLSYFKNDTGCVWGIGEDIPFEGDDMCYTALPLKEIKRNGNIVVEKI
FAGPVMGPSSQLALSLLYNDIDEGIPRMVFTGEIADDEETVIPICGVDIKAIAAHEHG

LPLIGCQPGVDEMVANTSLASHLIQSGALPVOKAQGACRRIKYLGQLMRTTASGMDAE g
LOGLLQATMARAKEVKDAEVFKLLKLMSWTRKNDLTDHMYEWSKEDPDAIKFGRLVST
PPKHREKPKGPDQHTAQEAKATRISLDGVKAGADFASPEWITENNYRGPSPGQFKYYM PR |
ITGRVPNPGEEYEDYVRKPITRPTDMDKIRRLANSVYGLPHQEPAPDDFYQAVVEVFA ;'E
ENGGRGPDODQMADLRDLAROMKRRPRPAETRRATKTPPRAATSSGSRFTPSGD" r "';‘
ORIGIN b4

1 atgagcacat ccaaggcaac cgcaacctac ttgagatcca ttatgcttcc cgagaatggg ;’_7;_

61 ccagcaagea ticcggacga cataacagag aggeatatac taaaacaaga gacctogtca e

121 tacaacttag aggtatccga atcaggaagt gggcetictig tetgettcee cggagetect g
181 ggalccagygg tegglgecca clacaggtgy aalclgaace agacggeact agaaticgac ?g
241 cagtggclag agacgtcaca ggacctaaag aaggcatica actacgggag aclgatcica =
301 cggaaatacg acatccagag ctcaaccctt cecgetggic tgtatgeact caatgggace :_-;;
361 ctgaacgctg ccaccticga aggaagtctg tctgaagtag agagectaac ctacaacage 3

421 tigatgteee laacaacaaa cecacaggac aagglicaaca atcaaclagl gaccaaagga -'-_~‘=:_
481 attaccgtce tgaatctace aactgggttt gacaagecat acgtccgect agaggacgag
541 acgccacagg geccceagle calgaacgga geaaggatga ggtgcacage tgecalcgea
601 ccaaggaagt algaaatcga cclcccatce gaacgactge cgaccglgge cgegactggg
661 accccaacaa caatttatga ggggaatgcet gacatcgtga actccacaac agtcaccgag
721 gacataacat lccagclcga ggecgaacce glcaatgaga cacggticga cltcaticta
781 cagticctgg ggctggacaa cgacgtecee gtggttaceg tgacaagete cacgetagtc
841 acagcggaca actacagggg ggcgtcagece aagttcacce agtcaatcec aacagaaalg
901 attaccaaac caatcacacg ggtcaagctg gectaccage tcaaccagea gaccgeaatt
961 gcaaacgcag caacgcicgg agccaagggg ceggealcag tcteatictc atccgggaac
1021 ggcaatgtge cgggggtect aagacceata accelaglgg cgtacgagaa gatgacccce
1081 caglcaalce tgaccgtgge tggeglatee aactatgage lgatcccaaa ccocagaccta
1141 clgaagaaca lgglcaccaa glalggaaag tatgaccelg agggecicaa clatgecaag
1201 atgatcctgt cccacagaga ggagetggac attagaaccg tctggaggac tgaggaatac
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1261 aaagaaagga caagagcatt caaagagatc actgactica caagtgacct accaaccica
1321 aaggcalggg gatggaggga cclgglcaga ggcatcagaa aaglggecge ceecgtgetg
1381 tcaacgctct teccaatgge gyctecoct ataggagcetg cegaccaatt cattggagac

1441 cicaccaaga ccaactcage cgggggacgce tacclgtcac acgecagecgg aggecgetac
1501 catgatgtca tggactcatg ggccageggg tccgaggeag gaagcetatic aaageaccic
1561 aagacccgge ttgagtccaa taactatgag gaagtggage ticcaaagec aacaaaggga
1621 gtcalcitic cigtggtyca caccgtigag agtgeaccag gtgaggectt cgggtegete

1681 gtggtagtaa taccaggagce gtacccggaa clicttgace caaaccaaca ggtcctatce
1741 tacttcaaga acgacacagg ctgcgictgg gggataggag aagacalcce cltigaagga
1801 gatgacatgt getacacege actgecectc aaggagatca agaggaacgg aaacatcgtg
1861 gtggagaaaa tattcgctgg cccogtgatg ggaccgtect cocaactige actgtococtg

1921 ctcglcaacg acatagacga agggattcca aggatggict tcacaggega gatigecgat
1981 gacgaagaaa caglcalcce aatclgcgga glggacaica aagecatage cgcccaigaa
2041 cacgggctge cecteattgg ctgicageca ggggtegacg agatggtgge aaacacalct
2101 ctcgeatcac accigatica gageggggec ctaccagige agaaagcaca gggegecige
2161 aggagaatca agtacctggg ccagetgatg agaacaactg calcagggat ggacgcagaa
2221 ctgcaggage tgctgcagge caccatggec agagcaaaag aagigaagga cgccgaagtg
2281 Hcaaacttc tgaaactcat glcatggaca agaaagaacg acclcacaga tcacaligtat
2341 gagtggtcaa aggaggatce tgatgcaatc aaatttggea ggctegleag caccccccea
2401 aaacaccgag agaagccaaa aggacctgac cagcacaceg cccaggaggce aaaggecace
2461 aggatticac tggacggegt caaagecgge geagactitg cctecccaga glggalcacg
2521 gagaacaact accgeggtcce atctccaggce cagttcaagt actacatgat aacgggeaga
2581 gtcccaaace ccggagaaga gtacgaggac tatgtgcgaa aaccgataac ccgaccaace
2641 gacalggaca aaatcagacg cctagecaac aglgtctacg gectgeccea ccaagaacee
2701 gcaccagacg actictacca ggcagtcglc gagglgticg cagaaaacgg gggaagagag
2761 cccgaccaag accaaatgca agaccltgagg gactiggcaa ggecagatgaa acgacgacce
2821 cgaccagclg agacacgcag gcaaaccaag actccaccca gggeggcaac ciccagtgga
2881 tcgeggtita ceccctecgg cgat

Cuadro 3. Secuencia nucleotidica del genoma de la cepa Abdil. Fuente BLAST.

GenBank: AF342729.1

Infectious pancrealic necrosis virus Ab polyprotein mRNA, partial cds

LOCUS: AF342729 2904bp mRNA linear VRL 31-JUL-2001
DEFINITION: Infectious pancreatic necrosis virus Ab polyprotein mRNA, partial

cds.

ACCESSION: AF342729

VERSION: AF342729.1 Gl:13604265

KEYWORDS:

SOURCE: Infectious pancreatic necrosis virus

ORGANISM: Infectious pancreatic necrosis virus; Viruses; dsRMNA viruses; Birmavirndae;
Aquabirnavirus.

REFERENCE 1 (bases 1 lo 2904)

AUTHORS Blake,S., Ma J.Y , Caporale D A, Jairath,S and Nicholson B L.

TITLE  Phylogenetic relationships of aquatic birnaviruses based on deduced

amino acid sequences of genome segment A cDNA

JOURNAL Dis. Aguat. Org. 45 (2), 89-102 (2001)

PUBMED 11463106

REFERENCE 2 (bases 1ta 2904)

AUTHORS Blake, S, Ma,J.-Y , Caporale D, Jairath,S. and Nicholson,B.
TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitied (26-JAN-2001) Biochemistry, Microbiology and Molecular
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Biology, University of Maine, Orono, ME 04469, USA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2904
forganism="Infeclious pancreatic necrosis virus"
/mol_type="mRNA"
Istrain="Ab"
/host="trout"
Idb_xref="taxon:11002"
/segment="A"
CcDs 1..>2904
Inote="contains VP2/NS/Vp3"
Jcodon_start=1
Iproduct="polyprotein”
Iprotein_id="AAK32155.1*
Idb_xref="Gl:13604266"
Mtranslation="MSTNKATATYLKSIMLPETGPSSIPDDITERHIL

KQETSSYNLE
VSDSGSGVLVCFPGAPGSRVGAHYRWNVYNQTELEFDOWLETSQDLKKAFNYGRLISR
YDVQSSTLPAGLYALNGTINAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNPQDKVNNQLVTKG
VTVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIAPRRYEXDLPSERLPTVAA
TGTPTTIYXGXGDIVNSTTVTGDISFSLANNPTADIKFDFQLDFLGLDNDVPVVTVTS
SVLVNADNYRGASAKMTMSIPTENITKPITRVKLSYKVNQQOTAIANPATLGTLGPASY
SFSSGNGNVPGVLRPITLVAYEKMTPQSILTVAGYSNYELIPNPELLKNMVTRYGKYD
PEGLNYAKMILSHREELDIRTYWKTEEYKERTRVFNEITDFSSDLPTSKAWGWRDIVR
GIRKVAAPVLSTLFPMAAPLIGVADQLIGDLTNTNAAGGRYRSMAAGGRYKDVMDSWA
SGGPDGKFSQALKNRLESANYEEVELPPPSKGVIVPVVHTVQSAPGEAFGSLAIIPG
EYPELLDANQQVLSHFANDTGCVWGIGEDIPFEGDDMCYTALPLKEIKPNGNIIVEKI
FAGPIMGPSAQLGLSLLYNSIEEGVPRMVFTGEIAADEETIIPICGVDIKAIAAHEQG
LPLIGCQPGVDEEVSNTSLAAHLIQTGTLPVOQKAKGANKRIKYLGELMSSIASGMDEE
LORLLSATMARAKEVKDAEIFKLLKLMSWTRKNDLTDHMFEWSKEDPDAIKFGRLIST
PPKHPEKPKGPNQHAAQEARAVRISLDAVRAGAEFATPEWVATNDYRGPSPGQFKYYL
ITGRTPDPNDGYEDYIKQTITKPTDMNKIRRLANSVYGLPHQEPAPEEFYDAVAAVFA

DNDGRGPDODAMAQDLRELARRMKRRPRTAEAPRRTRAPAEPAPQRSSRFTPRGE"
ORIGIN

1 atgagcacaa acaaagcaac cgcaacctac ttgaagtcea ttatgctice agagactgga

61 ccitccagea ticcggacga cataacggag agacacaict taaaacaaga gacttegtee
121 tacaacttag aggtctcgga clcaggaagt ggtgticttg tigtttcee tggageacca

181 ggatcaaggg taggtgctca ctacagalgg aatglgaacc agacggaact agagticgac
241 caglggcetgg agacglcaca ggacctgaag aaagctitca actacgggag gelgatatee
301 aggaaatacg acgticaaag ciccacgelg ceggetggge totatgecct gaatgggace
361 atcaacgceg ccaccticga aggaagtcett tctgaggtgg agagectgac ctataacage
421 ttgatgtctc tgacaacaaa cccccaggac aaggtcaaca accagetegt gaccaaagga
481 gtaaccgtee tgaacctice aactgggttc gacaagecat acgtcegect tgaggacgag
541 acaccgeagq gicceccagic catgaacgga gocaggatga ggtgcaccge tgcaatcgea
601 ccaaggaggt acgaaatnga coteecatet gagegactac caaccgtgge ageaactggg
661 accccaacaa caatctatga ngggaangge gacattgtga actcaaccac agtgacagga
721 gacattaget lcagecicge aaacaaccce accgcagaca tcaaghicga cliccagetg
781 gacttceteg gtetcgacaa cgacgleeeg gttgtcacgg tgaccagete cgtgetggta

841 aacgcagaca actacagagg cgegtcagec aagatgacga lgtccatace caccgagaac
901 atcacgaagc cgatcacaag aglicaagelg tectacaaag tcaaccagea gacagegata
961 gccaacceag cecaccetggg gacactaggt ccagegteeg tetectitic ticaggaaac
1021 ggcaatgtce ccggtgtcet gagacceatc acactggtgg cotatgagaa aatgacacce
1081 cagiccaice taactgtage tggagtgtce aactacgage tgatccccaa cccagaactc
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1141 ttgaagaaca tggtgacacg clalggcaag tatgaccceg aagggetcaa ctatgeccaag
1201 atgatccigl cccacaggga ggagetggac ataaggacag tclggaagac tgaggagtac
1261 aaggagcgga caagagtctt caacgagate accgactict ccagtgacet geccacgica
1321 aaggcatggg getggaggga catagtcaga gggatccgga aagtegecge cecagtactg
1381 tcaacgctgt ttccgatgge ageaccacte attggaglgg cagaccaact catcggagat
1441 ctcaccaaca ccaacgcagc aggcggaagg taccgclcca tggecgeagg aggacgctac
1501 aaggatgtaa tggactcctg ggecagegge ggaccegacg ggaagticic ccaggcetcta
1561 aagaacagac tggagictge caactacgag gaagtegage ttecteeceec ticaaaagga
1621 gtcattgtce ctgtggtgea caclgtccag agtgecaccag gtgaagceatt cggetecclg

1681 gcgataatca tcccaggega gtatcccgaa citctigatg ccaaccagea ggtectgtec

1741 cacttcgcaa acgacaccgg atgegtgtag ggecataggag aggacatace citcgaagga
1801 gacgacalgt gctacaccge aclceetelg aaagagalca ageccgaacgg gaacalcata
1861 gtigagaaaa tctitgctgg cccaattatg ggeccateag cteagetagy actgteectg

1921 ctegtgaaca geattgaaga gggggttcca aggatggtat tcaccggega gatcgecget
1981 gatgaagaga caatcatacc aatctgcggg glggacatca aagcaatcge ageccatgaa
2041 caagggctge cictecategg ctgtcageca gggatggacg aggaggtgag caacacctec
2101 ctggecgeac acctgatcca aaccgggacce ctaccagtic agaaagcaaa aggggcecaac
2161 aagaggaica agtacctggg tgagctigatg tcatcaalcg catcagggal ggacgaggag
2221 ctgcaacgcee tectgagege cacaatggea cgggecaaag aagtcaaaga tgecgagatc
2281 ticaaactic taaagctaat gtcatggacc agaaagaacg acclcaccga ccacatgtic
2341 gagtggtcaa aagaggacce tgacgegate aagttcggac ggctgatcag cacgecccea
2401 aagcacccag agaagccaaa aggaccaaac cagcatgecg cccaagagge gagagecgtt
2461 cgcatctcac tggacgcegt gagagcagga geggaaticg ccacaccgga gtgggtegeg
2521 acgaacgact atcgcggecec atccecaggg cagticaagt actacctgal tacgggtege
2581 acaccagacc cgaatgatgg gtacgaggac tacatcaaac agaccataac aaaaccgace
2641 gacatgaaca aaatcagacg Ictagccaac aglgtgtacg gecteccgea ccaggaacca
2701 gecececcgaag agtictacga cgeagttgea getgtgticg cagacaacga tggaagaggt
2761 ccagaccaag atcaaatgca agacctcagg gagcelcgcaa gacgaatgaa acgacgacce
2821 cggaclgeeg aagcaccacg gegaaccaga geaccagegg aaccggeace geagegeage
2881 tccaggtica cccccegegg agaa

Cuadro 4. Secuencia nucleotidica del IPNV detectado en México. Fuente BLAST.

GENBANK AF537289

LOCUS AF537289 1328bp mRNA linear VRL 02-MAY-2003

DEFINITION Infectious pancreatic necrosis virus virion structural protein VP2
mRNA, partial cds.

ACCESSION AF537289

VERSION AF537289.1 GI:30315382

KEYWORDS

SOURCE  Infectious pancreatic necrosis virus

ORGANISM Infectious pancreatic necrosis virus
Viruses; dsRNA viruses; Bimaviridae, Aquabimavirus.

REFERENCE 1 (bases 1to 1328}

AUTHORS Ortega,C.S., Montes de Oca,R., Groman,D., Yason,C., Blake,S. and
Nicholson,B L.

TITLE  Viral Infectious Pancrealic Necrosis in Farmed Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss) from Mexico

JOURNAL J. Aquat. Anim. Health (2003} In press

REFERENCE 2 (bases 1to 1328)

AUTHORS Ortega,C.S., Montes de Oca,R., Groman,D_, Yason,C., Blake,5_and
Nicholson,B.L.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (12-AUG-2002) Biochemistry, Microbiology and Molecular
Biology, University of Maine, Orono, ME 04469, USA
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FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1328
forganism="Infectious pancreatic necrosis virus"
Imol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:11002"
/segment="A"
fcountry="Mexico"

cDs <1.>1328
fcodon_start=2
/product="virion structural protein VP2"
Iprotein_id="AAP30880.1"
/db_xref="(G1:30315383"
ftranslation="IQSSTLPAGLYALNGTLNAATFEGSLSEVESLTYNSLMSLTTNP

QDKVNNQLVTKGITVLNLPTGFDKPYVRLEDETPQGPQSMNGARMRCTAAIAPRRYEI
DLPSERLPTVAATATPTTIYEGNADIVNSTTVTGDITFQLEAEPANETVFDFILQFLG
LDONDVPVVTVTSSTLVTVDNHRKASAKFTQSIPTEMITKPITRVKLAYQLNQQTAIAN
AATLGANGPASVSFSSGNGNVPGVLRPITLVAYEKMTPQSILTVAGVSNYELIPNPDL
LKNMVTKYGKYDPEGLNYAKMILSHREELDIRTVWRTEEYKERTRAFKEITDFTSDLP
TSKAWGWRDLVRGIRKVAAPVLSTLFPMAAPLIGAADQF IGDLTRTNSAGGRYLSHAA
GGRYHDVMDSWASGSEAGSYSKHLKTRLESNNYEEVELPKPTKGVIFPVV™

ORIGIN
1 calccagagce lcaaccctic cegetgglet gtatgeactie aacgggacee igaacgetge

61 caccttcgaa ggaagtetgt ctgaagtaga gagectaacce tacaatagel tgalgteect
121 aacaacaaac ccacaggaca aggicaacaa ccaactagtg accaaaggaa tcaccgtoct
181 gaatttacca actgggttig acaaaccata cgtccgecta gaggacgaga cgecgeaggg
241 cceccagtee atgaacggag caaggatgag gtgcacagcet gcaatcgeac caaggaggta
301 tgaaatcgac cleccatecg aacgectgee gaccgtggee gegactgega ccccaacaac
361 aafctacgag gggaatgccg acatcgtgaa ctccacaaca gttaccgggg acataacatt
421 ccagetegag gecgaacceg ccaatgagac aglgiicgac ticatictac agticctggg
481 gctggacaac gacgtccccg tggtcaccgl gacaagcetce acgctagica cagtggacaa
541 ccacaggaag gegtcageca agttcaccca gtcaatccca acagaaalga ttactaaace
601 aattacacqg glcaagctgg cctaccaget caaccagcag accgccatty caaacgcagce
661 aacgctcgga gecaatggge cggcatcagt cteattctee tccgggaacg geaatgtgece
721 gggaglccta cgacccataa cectagtgge gtacgagaag atgacccecce agtcaatect
781 gaccglgget ggegtatcca aclatgagcet gatcccaaac ccagacctac igaagaacat
841 ggtcaccaag tatggaaagt acgaccctga aggcecttaac tatgecaaga tgatectate
901 ccacagagag gagciggaca lcagaaccgt clggaggace gaggaataca aagaaaggac
961 aagagcattc aaagagatca ctgactttac aagtgaccta ccaacctcaa aggcatgggg
1021 atggagggac ctagtcagag geatcagaaa agtggeagee ceegtgetgt caacgetett
1081 ccecaatggeg gelecectta taggagegge cgaccaatte attggggace tcaccaggac
1141 caactcagcc gggggacgct acctglcaca cgecageegga ggecgctace atgatgtcat
1201 ggactcatgg geccagegggt ccgaggeagg aagetacice aagcacctca agaccogget
1261 tgagtccaac aactatgagg aagtggagct tccaaageca acaaagggag teatcttice
1321 tgtggtga

Con el genoma de cada una de las cepas de IPNV reportadas en los paises de Estados
Unidos, Dinamarca y México, se determino la variabilidad que existia entre cada una de
ellas.
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XIV. 4. Comparacion de las secuencias de las diferentes cepas de IPNV

La comparacion genética de las cepas de IPNV se realizd a través del alineamiento
nucleotidico en el software Clustal W el cual permiti¢ identificar las variantes que
presentan cada una de las cepas de IPNV seleccionadas para este estudio.

Como se muestra en la figura 7 la variabilidad genética en el genoma de las diferentes
cepas de IPNV esta representada por espacios, en el caso donde se presentan los
asteriscos es una region nucleotidica conservada para las 4 cepas evaluadas.

Al analizar la variabilidad genética de las cepas los resultados del alineamiento mostraron
que la cepa Danesa Ab presenta un 79 % de similitud con la cepa Buhl, el mismo
porcentaje lo presentd para la cepa VR299, pero para la cepa mexicana la similitud fue
menor siendo esta del 78%.

El alineamiento también mostrd una similitud del 98% de la cepa VR299 con la cepa Buhl.
Para el caso de la cepa mexicana esta presenta un similitud del 96% con la cepa VR299 y
98% con la cepa Buhl.
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Figura 3. Alineamiento multiple de 4 cepas del IPNV. Fuente CLUSTAL W,
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XIV. 5. Deteccion del IPNV con pnmers universales utilizando la técnica de
RT-PCR en dos pasos y en un paso

Para la determinacion del IPNV fue necesario estandarizar la prueba de RT- PCR en dos
pasos, se utilizaron controles, uno positivo y uno negativo, que se refiere a una muestra
de tejido en la que se detectd y otra en la que no a traves de la prueba de ELISA.

El primer paso fue la estandarizacion del proceso de extraccion de RNA de tejido fresco a
partir de bazo y rifién de trucha arco iris. La obtencion del acido ribonucleico que se
obtuvo se analizé en un gel de agarosa al 1.0 %, en donde se observaron los dos genes
ribosomales 18 y 28S. La pureza del RNA, se obtuvo a partir de la relacion de
absorbancia 260/280 obteniéndose resultados de 1.7 a 2.0, lo que indica muestras libres
de contaminantes organicos como proteinas o DNA, la concentracion de RNA oscilo de
1.3 a 5.2 ug/mL, por lo que se determino de buena calidad (Figura 4).

Figura 4. RNA pbtenido del pool detejido de bazo y rifién de trucha arco iris. Electroforesis en gel
de agarosa al 1%. Carril 1, Marcador de peso molecular de RNA (Invitrogen) Carriles 3 al 6
muestras de RNA de tejido.

Una vez que se obtuvo una concentracién adecuada de RNA de buena calidad se realizé
la sintesis de la cadena complementaria de DNA (cDNA), el resultado se presenta en la
figura 5, donde se observan fragmentos de DNA cuyo tamario aproximado de 9 kb,
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Figura 5. Cadena complementaria de DNA (cDNA). Electroforesis en gel de agardosa al 1%. Carril
1. Marcador de peso molecular Hind I11 (Promega). Carriles 2 al 13 muestras de cDNA.

Cuando ya se tenia la cadena complementaria de DNA se realizé la PCR para la
deteccion del IPNV utilizando los primers universales. En la figura 6 se observa la
amplificacion de un fragmento de 524 pb, como lo refiere Lee ef al., 1994. Sin embargo,
en el proceso también se amplificaron otros fragmentos de diferente tamafio que van de
274 a 100 pb.

Figura 6. Deteccion del IPNV por la técina de RT-PCR en dos pasos. Electroforesis de los
productos de la PCR en un gel de agarosa al 2%. Carril 1. Marcador de peso molecular 100 pb
(Promega). Carriles 2 al 10 muestras de cDNA. carril 11 y 12 control positivo y carril 13 controt

negativo.

Por otro lado, también se realizé la estandarizacion de la RT- PCR en un solo paso con
los primers universales, a partir de muestras de tejido conservado en congelacion a -20
por un periodo de 3 afos. Cabe sefialar que en estas muestras ya se habia detectado la
presencia de IPNV por la técnica de RT-PCR en dos pasos.

Los resultados obtenidos con estas muestras son los siguientes:
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En la figura 7 se presenta un gel de agarosa al 1.0 % donde se muestra la calidad del
RNA obtenido de las muesiras, se observa degradacion del RNA y los genes ribosomales
18S y 285 no se ven de manera adecuada debido al barrido que se presenta no solo en
las muestras sino también en los controles.

Figura 7. Obtencion de RNA a partir de tejido congelado. Electroforesis en gel de agarosa al
1%.Carril 1. Marcador de peso molecular Hind (1l (Promega). Carriles 2 al 7 muestras de RNA.

La pureza del RNA de las muestras se obtuvo de la relacion de absorbancia de 260/280

dando un resultado de 1.9 a 2.4 pg/mL. La concentracion obtenida fue de 1.8 a 4.4 ug/mL,
concentracion que permitié la realizacion de la Técnica de RT-PCR en un paso.

El resultado de |a deteccién del IPNV por RT-PCR en un solo paso se observa en la figura
8. donde se detectaron dos fragmentos cuyos tamafios corresponden a 524 y 274 pb.

MPM

Figura 8. Deteccion del IPNV por medio de RT-PCR en un paso. Electroforesis en un gel de
agarosa al 2% Caml 1. Marcador de peso molecular 100 pb (Promega). Carriles 2 al 5 muestras,
carril & control positivo, carril 7 control negativo y carril 8 Blanco.
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XIV. 5. 1. Deteccion del IPNV en muestras procedentes de granjas
truticolas de los Estados de Hidalgo y Puebla

A partir de la estandarizacion de la RT-PCR con primers universales se realizd la
deteccion de IPNV en muestras de tejido procedentes de granjas truticolas de los Estados
de Puebla e Hidalgo.

En el Estado de Hidalgo, se analizaron 44 muestras de crias procedentes de 22 granjas
truticolas, detectandose la presencia de IPNV por RT-PCR en 19 muestras (Tabla 4).

El porcentaje de granjas infectadas con IPNV en el Estado de Hidalgo fue de 68.8 %.

Tabla 4. Deteccion de IPNV en granjas truticolas del Estado de Hidalgo

Granja PCR " L
Muestra 1 Muestra 2
- +

—
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En el Estado de Puebla se analizaron 78 muestras de crias procedentes de 39 granjas
truticolas, en las cuales en 35 se detecto6 la presencia de IPNV. En la tabla 5 se presentan
los resullados de las muestras analizadas por la técnica de RT-PCR.

El porcentaje de granjas infectadas con IPNV para el Estado de Puebla fue del 56.4 %.
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Tabla 5, Deleccion de IPNV en granjas truticolas del Estado de Puebla.

]
;

Muestra 1 | Muestra 2

D00~ O LN B LD P

XIV. 6. Diseno de Oligonucledtidos para los Genogrupos | y Il

Los resultados sobre el disefo de oligonucledtidos para identificar las cepas que se
agrupan en el Genogrupo | y el otro para identificar las cepas del Genogrupo I, se
presentan a continuacion.

Para el Genogrupo | el par de primers van de la posicion 868 a la 1020 del genoma de
IPNV de la cepa VR299 y amplificaron un fragmento de 153 pb que codificd para la
proteina VP2.
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Para el Genogrupo 1l el par de primers van de la posicion 1047 a la 1269 del genoma de
IPNV de la cepa Ab y amplificaron un fragmento de 223 pb que codifica para la proteina
VP2.

En los cuadros 5 y 6 se presenta el disefo de los oligonucledtidos para ambos
genogrupos.

Cuadro 5. Diseno de oligonucleétidos para cepas del IPNV que se agrupan en el genogrupo |.
Fuente Primer 3.

Primer3 Output

Using 1-based sequence positions
OLIGO start len tm gc% any 3'seq
LEFT PRIMER 868 20 5997 50.00 3.00 2.00 gccaagticacccagtcaal
RIGHT PRIMER 1020 20 60.01 50.00 5.00 0.00 gttcccggatgagaatgaga
SEQUENCE SIZE: 2904
INCLUDED REGION SIZE: 2904
PRODUCT SIZE: 153, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
1 algagcacatccaaggcaaccgceaacctacttgagatccattatgettcccgagaatggg
61 ccagcaagcaticcggacgacataacagagaggcatatactaaaacaagagaccicgica
121 tacaacttagaggtatccgaatcaggaagtgggcetictigtetgeticeeccggagetect
181 ggatccagggicggtgeccactacaggtggaatctgaaccagacggeactagaattcgac
241 caglggctagagacgicacaggacclaaagaaggcaticaactacgggagactgatcica
301 cggaaalacgacatccagagctcaacceticoegetggtelgtatgeactcaatgggace
361 ctgaacgctgecaccttcgaaggaagtetgtctgaagtagagagectaacctacaacage
421 ttgatgtecctaacaacaaacccacaggacaaggtcaacaatcaactagtgaccaaagga
481 attaccgtcctgaatctaccaactgggtitgacaagecatacgtcegeclagaggacgag
541 acgccacagggeccecagtccatgaacggageaaggatgaggtgeacagcetgecategea
601 ccaaggaagtatgaaalcgaccicccatccgaacgactgecgacceglggecgegactggg
661 accccaacaacaatitatgaggggaalgctgacaltcgtgaaciccacaacagtcaccggg
721 gacataacattccagctcgaggecgaaccegtcaalgagacacggticgacttcaticta
781 cagticctggagetggacaacgacgtccecgtggttacecgigacaagcetccacgetagic
841 acagcggacaactacaggggggcegtcagccaagticacccagtcaatcccaacagaaatg
e e e e e

901 attaccaaaccaatcacacgggicaagetggectaccagetcaaccageagaccgeaatt

961 gcaaacgcageaacgceicggagecaaggggecggeateagicicattcicatccgggaac

AL L L f L L AL L L L LA LEL 4
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1021 ggcaatgtgccgggggtectaagacceataacectagtggegtacgagaagatgaccece
1081 cagtcaatectgaccglggetggegtatccaactatgagetgatcccaaacceagaccta
1141 ctgaagaacatggtcaccaagtalggaaagtatgaccclgagggcectcaactatgecaag
1201 atgatectgtecccacagagaggagetggacattagaaccgtctggaggactgaggaatac
1261 aaagaaaggacaagagcaticaaagagatcactgacticacaagigacclaccaaccica
1321 aaggcatggggatggagggacctggtcagaggeatcagaaaagtggeegececegtgetg
1381 tcaacgclicticccaatggeggetceocttataggagetgecgaccaattecatiggggac
1441 ctcaccaagaccaactcagecgggggacgctaccigtcacacgcagecggaggecgctac
1501 catgatgtcatggactcatgggccagegggtccgaggeaggaagcetaticaaageacctc
1561 aagacccggeltgagtccaataactatgaggaagtggageticcaaagecaacaaaggga
1621 gtcatctitcetgtggtgcacaccgttgagagtgcaccagglgaggcecticgggtegetc

1681 gtggtagtaataccaggagegtaccecggaacticttgacccaaaccaacaggtectatee
1741 tacttcaagaacgacacaggctygcgictgggggataggagaagacalcccctitgaagga
1801 gatgacatgtgctacaccgceactgececlcaaggagatcaagaggaacggaaacaleglg
1861 gtggagaaaataticgctggcccegtgatgggaccgtectcccaacttgeactgteecetg
1921 clcgtcaacgacatagacgaagggattccaaggatggtcttcacaggegagattgecgat
1981 gacgaagaaacaglcalcccaalctgeggagiggacalcaaagecalagecgeccatgaa
2041 cacgggcetgecccteattggetgtcagecaggggtegacgagatggtggeaaacacatet
2101 ctegeatecacacctgattcagageggagecctaccaglgeagaaageacagggegectge
2161 aggagaatcaagtacctgggccagetgatgagaacaactgcatcagggatggacgcagaa
2221 ctgeaggggctgetgecaggecaccatggecagageaaaagaagtgaaggacgecgaagty
2281 ticaaactictgaaactcatgtcatggacaagaaagaacgaccicacagatcacatgtat
2341 gaglggtcaaaggaggalccigatgcaalcaaattiggcaggctcgtcagcaccoeecea
2401 aaacaccgagagaagccaaaaggacclgaccageacacegeecaggaggeaaaggecace
2461 aggalticactggacggcglcaaagccggegeagacttigectcecccagagtggatcacg
2521 gagaacaactaccgcggteeatetccaggecagttcaagtactacatgataacgggeaga

2581 gtcecaaaccecggagaagaglacgaggactalgtgegaaaacegataaccecgaccaace

2641 gacatggacaaaaltcagacgcclagccaacaglgtclacggectgccoccaccaagaacce
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2701 geaccagacgacttictaccaggeagtcgtcgaggtaticgcagaaaacgggggaagaggg
2761 ccecgaccaagaccaaatgeaagaccltgagggactiggcaaggeagatgaaacgacgacee
2821 cgaccagclgagacacgcaggeaaaccaagaciccacccagggeggceaacciccagtgga

2881 tegeggtitaccecciccggegat

Cuadro 6. Disefio de oligonucledtidos para serotipos del IPNV que se agrupan en el genogrupo Il.
Fuente Primer 3

Primer3 Output
Using 1-based sequence positions
OLIGO start len  tm gc% any 3'seq

LEFT PRIMER 310 24 69.9 62.5 4.00 2ongacgtlmagc

SEQUENCE SIZE: 2904 ;
INCLUDED REGION SIZE: 2904

PRODUCT SIZE: 456, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
1 atgagcacaaacaaagcaaccgceaacctactigaaglceattatgeticcagagactgga
61 cctticcageaticeggacgacataacggagagacacatcttaaaacaagagacticgice
121 tacaacttagaggtctcggacicaggaagtaglgticitgtiigtticcctggageacca
181 ggalcaagggtagglgctcactacagatggaatgtgaaccagacggaactagagttcga
241 cagtggctggagacgtcacaggaccigaagaaagcittcaactacgggaggetgatatee
301 aggaaatacgacgticaaagctccacgetgeeggetgggceletalgeectgaatgggace

e e e e e e
361 atcaacgcecgecaccttcgaaggaagtcetitctgagglggagagectgacctataacage
421 ttgatgtctctgacaacaaacccccaggacaaggtcaacaaccagctcgtgaccaaagga
481 gtaaccgtoclgaaccticcaactgggticgacaagecatacgtccgectigaggacgag
541 acaccgceaggglccccagiccatgaacggagecaggatgaggtgeaccegctgeaatege
601 ccaaggaggtacgaaatngacctcecatelgagegactaccaaccgtggeagcaactggg
661 accccaacaacaatctatgangggaanggegacattgtgaactcaaccacagtgacagga
721 gacattagcttcagectcgcaaacaaccocaccgeagacatcaagticgacttccagetg

<cace<gcdas Ceg<g<ag

781 gacticcicggicicgacaacgacgtceeggtigicacgglgaccagceteegtgelggta

841 aacgcagacaaclacagaggcegegicagecaagatgacgatgtccatacecaccgagaac

901 atcacgaagccgatcacaagagtcaagcetgtcctacaaagtcaaccagcagacagegata
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961 gecaacccagecaccetggggacaciaggtccagegteeglctocttticttcaggaaa

1021 ggcaatatcceecggtgtectgagacceatcacactggtggectatgagaaaatgacacce
1081 cagtccatectaactgltagetggagtagtccaactacgagetgatccccaacccagaact
1141 ttgaagaacatgglgacacgctatggcaaglatgaccccgaagggetcaaclatgecaag
1201 atgatectgtcecacagggaggagetggacataaggacagtctggaagactgaggagtac
1261 aaggagcggacaagaglclicaacgagatcaccgacticlecagtgacclgeccacgtca
1321 aaggcatggggcetggagggacatagicagagggatceggaaagtcgecgecccagtactg
1381 tcaacgctglttccgatggeageaccacteattiggaglggeagaccaactcatcggagat
1441 ctcaccaacaccaacgcagcaggeggaaggtaccgetccatggeegeaggaggacgetac
1501 aaggatgtaatggactccigggecageggeggaccegacgggaagtictcecaggeteta
1561 aagaacagactggagtctgecaactacgaggaagtcgageticctecececticaaaagga
1621 gtcatigtcecigtggtgeacactgtccagaglgcaccaggtgaagcattcggetcectg

1681 gogataatcalcccaggegagtatceogaacticttgatgecaaccagceaggtectgtce
1741 cacticgcaaacgacaccggatgegtygtggggeataggagaggacatacecticgaagga
1801 gacgacatgtgctacaccgeactcecictgaaagagatcaagecgaacgggaacatcata
1861 gttgagaaaatctitgctggeccaatiatgggeccateagetcagetaggactgtecclg

1921 ctcgtgaacageattgaagaggagattccaaggatggtaticaccggegagategecget
1981 gatgaagagacaalcataccaalctgecgggatggacatcaaageaatcgecageccatgaa
2041 caagggctgectctcatcggetgtcagecaggggtggacgaggaggtgageaacacctee
2101 ctggeegeacacctgatccaaaccgggaccectaccagticagaaagcaaaaggggecaac
2161 aagaggatcaagtacctgggtgagetyatgteatcaatcgeatcagggatggacgaggag
2221 ctgeaacgcectoctgagegecacaalggeacgygecaaagaagtcaaagatgecgagale
2281 ticaaacticlaaagctaatgtcatggaccagaaagaacgacctcaccgaccacatgtic
2341 gagtggtcaaaagaggaccctgacgegatcaagttcggacggetgatcagcacgecceea
2401 aagcacccagagaagccaaaaggaccaaaccageatgecgeccaagaggcgagagecgtt
2461 cgcatcicactggacgecgtgagageaggageggaattcgccacaccggaglggglegeg

2521 acgaacgactatcgcggceccalceccagggeagticaaglactacctgattacgggtege
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2581 acaccagaccegaalgatgggtacgaggactacatcaaacagaccataacaaaaccgace
2641 gacalgaacaaaatcagacgtctagccaacagtgtgtacggectcccgeaccaggaacca
2701 gceccccgaagagtictacgacgeagtigcagetgtgticgecagacaacgatggaagaggt
2761 ccagaccaagalcaaalgcaagaccicagggagetcgeaagacgaatgaaacgacgacce
2821 cggaclgccgaagcaccacggegaaccagagcaccagcggaaccggeaccgeagegeage

2881 tecaggticaceeceegeggagaa

XIV.7. Deteccion de los genotipos de IPNV

Una vez verificada la presencia de IPNV con primers universales, se seleccionaron las
muestras para ser evaluadas con relacion a los primers disefiados para el genogrupo |y Il
que sugieren el posible origen del IPNV en México.

XIV.7.1. Deteccion del IPNV con oligonucledtidos para Genogrupo |

Se analizaron 8 muestras procedentes de 8 granjas del Estado de Hidalgo, 4 de ellas
amplificaron el fragmento esperado de 153 pb (Figura 9). Sin embargo, se amplificaron
otros fragmentos de diferente tamario que van desde los 600 pb hasta el fragmento
deseado.

En la reaccion se incluyo un control positivo es decir una muestra que amplificd con los
primers universales, un control negativo que comrespondié a una muestra en la que no se
ha detectado el IPNV y un blanco de reaccién que incluye todos los componentes de la
reaccion excepto DNA.

Los resullados obtenidos sugieren que estas 4 muestras pertenecen al genogrupo |, las 4

restantes no amplificaron con estos oligonucledtidos, por lo que puede asumirse gue
perienecen a otro genogrupo.
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Figura 9. Deteccién del IPNV en muestras del Estado de Hidalgo para Genogrupo | por medio de
RT-PCR en dos pasos. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1. Marcador de peso
molecular 100 pb (Promega).Carriles 2 al 9 muestras, carril 10 control pesitivo, carril 11 control
negativo y carril 12 Blanco.

Para el Estado de Puebla se analizaron 10 muestras procedentes de 10 granjas, 3 de
ellas amplificaron el fragmento de 153 pb (Figura 10), que corresponde al genogrupo I, sin
embargo, también amplificaron otros fragmentos de diferente tamafio que van desde los
600 pb hasta el fragmento deseado

De igual manera, estos resultados sugieren se puede mencionar que estas 3 muestras
pertenecen al genogrupo | del IPNV. Las muestras restantes no amplificaron con estos
oligonucleétidos por lo que puede asumirse que pertenecen a otro genogrupo.
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Figura 10. Deteccion del IPNV en muestras del Estado de Puebla para el Genogrupo | por medio
de RT-PCR en dos pasos. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1. Marcador de peso
molecular 100 pb (Promega). Carriles 2 al 11 muestras, carril 12 control positivo, carril 13 control
negativo y carril 14 Blanco.

XIV. 7 2. Deteccion del IPNV con oligonucledtidos para Genogrupo |

Se utilizaron 8 muestras del Estado de Hidalgo que dieron positivas al IPNV con los
primers universales y se amplificaron mediante RT-PCR con los oligonucleétidos para el
genogrupo |

De las 8 muestras del Estado de Hidalgo, se encontré que solo una de ellas amplificé un
fragmento de 456 pb, tamafio estimado con el uso de estos oligonucleétidos (Figura 11),
en la reaccién se incluyd coma control positivo una muestra en la que se detectt el IPNV
mediante la RT-PCR en dos pasos, esta muestra no amplificé con los oligonucleétidos del
genogrupo |l, por lo que esta muestra no pertenece a este genogrupo; un control negativo
que correspondié a una muestra en la que no se ha detectado el IPNV y un blanco de
reaccion que incluye todos los componentes de la reaccién excepto muestra.
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Figura 11. Deteccion del IPNV en muesiras del Estado de Hidalgo para Genogrupo ! por medio de
RT-PCR en dos pasos. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1. Marcador de peso
molecular 100 pb (Promega). Carriles 2 al 9 muestras, carril 10 control positivo, caril 11 control
negativo y carril 12 Blanco.

Para el Estado de Puebla, se analizaron 10 muestras, solo una muestra amplificé un
fragmento de 456 pb (Figura 12). En esta prueba se incluyo la muestra A2 del Estado de
Hidalgo que habia amplificado con estos oligonucleotidos (Figura 11), un control negativo
que correspondié a una muestra en la que nunca se ha detectado el IPNV y un blanco de
reaccion, por lo que se establecio como una muestra positiva al genogrupo .

Figura 12. Deteccion del IPNV en muestras del Estado de Puebla para Genogrupa Il por medio de
RT-PCR en dos pasos. Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Carril 1. Marcador de peso
molecular 100 pb (Promega). Carriles 2 al 11 muestras, carril 12 control positivo, carrit 13 control
negativo y carril 14 Blanco.
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XIV 8. Purificacion de amplificados

Con la finalidad de comprobar que los amplicones encontrados para los genogrupos
pertenecen al IPNV se purificaron las bandas.

Para la confirmacion del IPNV detectado con los primers universales por la RT-PCR en
uno y dos pasos se purificaron dos fragmentos de DNA, uno de 524 pb y el otro de 280 pb
(Figura 13).

Para la confirmacion de la deteccion del IPNV del genogrupo |l se purifict el fragmento de
456 pb.

Figura 13. Amplicones de IPNV purificados para la secuenciacion. Caril 1. Marcador de peso
molecular Hind 1ll (Promega). Carril 2 fragmento de IPNV de 524 pb (RT-PCR en un paso), carril 3
fragmento inespecifico de 280 pb (RT-PCR en un paso), carril 4 fragmento de IPNV de 524 pb
{RT-PCR en dos pasos), carril 5 fragmento inespecifico de 280 pb (RT-PCR en dos pasos) y carril
6 fragmento de IPNV de 456 pb correspondiente a genogrupo .

XIV.9. Secuenciacion

Las muestras del IPNV que se enviaron para el proceso de secuenciacion, no dieron
resultados que se pudieran analizar ya que no se identificaron los nucledtidos especificos.

XIV. 10. Relacién que existe entre el genogrupo y el origen geografico de
los organismos

Los resultados encontrados respecto a la relacién que existe entre el genogrupo y el
origen geografico de los organismos, es que si se relacionan ya que algunas de las
granjas analizadas los organismos procedian de Estados Unidos y en efecto se detectd el
genotipo de ese pais
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Para el caso de las muestras de Hidalgo que amplificaron en el genogrupo | el origen de
los organismos de 2 de granjas correspondia a Estados Unidos, y las otras 2 granjas los
organismos su origen era Nacional.

En lo que se refiere al genogrupo Il solo una muestra amplificé, sin embargo, el origen de
los organismos no fue de Dinamarca si no Estados Unidos.

Para el Estado de Puebla se encontrd que solo una muestra amplifico para el genogrupo
I, el origen de los organismos era de Estados Unidos, las otras 2 muestras de las granjas
los organismos eran de origen Nacional.

En lo que se refiere al genogrupo 1l solo una muestra amplifico para este genogrupo, sin
embargo, el origen de los organismos era Nacional.

En la tabla 6 se presenta el origen de los organismos de las granjas analizadas y el
resultado de las muestras de las granjas de Hidalgo y Puebla, que amplificaron para el
genogrupo |y 1L,

Tabla 6. Genogrupos detectados en granjas acuicolas del Estado de Hidalgo y la relacién con su

procedencia
C:r:;'ol Origen de las i Primers Genogrupo | Genogrupo
Grani crias | universales I 1
ranja
3 | Nacional — "
5 | Estados Unidos B E
3] Estados Unidos k? ad
B Nacional _
9 Nacional . T
16 Estados Unidos : L
17 Macional o .
18 Estados Unidos " "
PUEBLA St
2 Nacional - .
3 Estados Unidos v ‘
4 Nacional % a .
5 Estados Unidos o e
[ L— Se desconoce s —
24 Nacional * E
26 Nacional - o
27 Nacional 2 |
36 | Nacional 3
39 Nacional L »

De acuerdo a lo antes mencionado, se encontré que si existe una relacion entre el
genogrupo y el origen geografico de los organismos. Sin embargo, la existencia de estos
dos genogrupos se puede explicar también con base a los resultados que se encontraron
del analisis realizado en el Sistema de Informacién del PRONALSA, donde se reportd que
en el afo 2002, Hidalgo importé huevo oculado de Estados Unidos y el Estado de México
importd de Estados Unidos y Dinamarca, donde ambas importaciones dieron resultados
positivos a la presencia del IPNV.
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Cabe sefalar que en 2002, los organismos de importacion fueron distribuidos a algunos
Estados de la Republica. En la tabla 8 se presenta la informacion de comercio nacional y
regional del huevo oculado procedente de las importaciones.

Tabla 8. Comercio nacional y regional de huevo oculado procedente de importacion en 2002,

e ;;;;l?ﬁn Estado que Vende Estado q compra
E.U, Edo. de México _Hidalgo
_E.Y. __Hidalgo = Hidalgo
~__ Chile Edo. de México ~ Morelos
Dinamarca Edo. de México Durango

E.U. Edo. de México Edo. de México

E.U, Edo. de México Michoacan
..o Puebla Hidalgo

Con los resullados antes mencionados se puede afirmar que no existe un control en
cuanto al intercambio comercial de huevo oculado que existe entre productores de trucha
arco iris, por lo que es muy posible que las cepas de los genotipos del IPNV se diseminen
de un lugar a otro.
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XV. DISCUSION

A partir del trabajo de Nishizawa et al., (2005), que mostrd que actualmente los diferentes
genotipos de IPNV en el mundo se han agrupado en siete genogrupos, todos
pertenecientes al serogrupo A de los Aquabirnavirus. Al respecto Blake et al., 2001, Blake
et al., 1995, Ahne ef al., 2003, Ruane ef al, 2007 y Rodriguez ef al., 2003 mencionan que
la mayoria de los Aquabimavirus sin considerar las especies hospederas o el origen
geografico estan relacionados genéticamente y forman un grupo mayor.

Cabe senalar gue la caracterizacion de los siete genogrupos esta muy relacionada con las
caracteristicas genéticas de los Aquabirmavirus pero sobre todo porque se han aislado
dentro de la misma region geografica. Para el caso del Continente Ameéricano, en
particular en Estados Unidos los aislados de IPNV pertenecen al genogrupo 1.

Por la cercania geografica que tiene este pais con México y aunado a esto el comercio
internacional de huevo oculado que se lleva a cabo con este pais y con paises europeos,
se introdujo el IPNV, lo que sugiere que pertenece a este genogrupo. De acuerdo a la
informacion del Sistema de Informacion del PRONALSA, en el cual no solo se registrd
cuando se realizaron las importaciones si no también la procedencia de estas, coincide
que es a partir de que se tiene conocimiento de las diversas importaciones, comienzan a
surgir problemas sanitarios graves como la deteccion del IPNV.

Sin embargo, en un principio estos problemas sanitarios parecieron estar presentes solo
en una pequeia region de México constituida por los Estados de México, Puebla e
Hidalgo, pero al no existir limites comerciales regionalmente la dispersion del virus crecio
detectdndose un nimero mayor de casos positivos.

Pero no solo para México las importaciones representan un peligro con la introduccién de
patégenos no deseados sino también en paises europeos, como lo menciona Ruane, et
al., 2007 que en Irlanda se detecta al IPNV a partir de importaciones de Escocia.

En México, la informacion que se tiene es que la mayoria de las importaciones provino de
Estados Unidos. En lo que se refiere a Estados Unidos de acuerdo con Blake ef al., 2001
el mayor numero de aislados corresponden a las cepas Wex Buxton, VR-299 y Buhl, esta
ultima cepa con gran importancia en México. Ortega el al., 2002 mostré que un virus de
IPN aislado en México presenta una similitud del 95% con esta cepa. Sin embargo, en
este estudio al revisar la secuencia gendomica de estas cepas y la VR-299 no parecen
mostrar gran variabilidad genética, lo cual coincide con lo reportado por Blake et al,, 1995
quién menciona que las cepas Wex Buxton, VR-299 y Buhl no presentan variabilidad
genética.

Por ofro lado, en este estudio el identificar las importaciones supuso la existencia de mas
de un genogrupo de IPNV, en el caso de Dinamarca de acuerdo a lo sefialado por
Nishizawa ef al., 2005, la cepa mayormente detectada es la Ab (Abild), razén por la cual
también fue evaluada mostrando diferencias respecto a los genomas de las cepas
americanas.

Uno de los aspectos importantes de este estudio fue la identificacion de regiones

variables de la proteina VP2, lo que permitib el disefio de secuencias especificas
(oligonucleotidos) para diferenciar regiones del genogrupo |y |1l
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Para poder identificar a los genogrupos primero se estandarizo la técnica de RT-PCR para
la deteccion del IPNV con primers universales propuestos por Lee et al., 1994 los cuales
amplificaron un fragmento viral de 524 pb. Sin embargo, también se presentd la
amplificacion de otros fragmentos inespecificos, lo cual coincidié con los resultados de
dichos autores donde en sus imagenes de los geles se observan algunas amplificaciones
inespecificas.

En este estudio se desarrollaron varios protocolos que condujeran a la eliminacion de
dichos amplificados inespecificos, estos protocolos fueron desde la extraccion de RNA.
Los valores de densidad dptica a una lectura de 260/280 nm fueron valores de 1.7 a 2.3,
si bien no son perfectos pero pueden ser utilizados, lo cual coincide con Gottshall ef al.,
2002 quienes mencionan que valores obtenidos de 1.7 a 2 pueden representar una buena
calidad de RNA. Por otra parte es importante sefialar que para asegurar éxito en el
proceso de la transcripcion reversa, es necesario evaluar la concentracién de RNA de la
que se esta partiendo y ademas adicionar RNAsin ingrediente molecular que sirve para
eliminar RNAsas, asi como ofras impurezas a las que pueda estar sujeta la reaccion.

Derivado de lo anterior y estandarizado el prolocolo de extraccion de RNA se trabajo con
titulaciones de magnesio, concentraciones de enzima, concentraciones de primers, asi
como concentracion de desoxinuclettidos, para determinar el valor dptimo para cada uno
de ellos y optimizar la reaccién. Lo anterior ha sido sugerido reiteradamente por varios
autares tales como Innis, et al., 1990, Dieffnbach, ef al,, 1993 y Henegariu, 1997 quienes
mencionan que si los ingredientes de la reaccién no se encuentran en concentraciones
optimas se puede presentar inhibicién y con ello no realizarse ninguna amplificacion o
bien la aparicién de numerosos amplificados no pertenecientes a lo esperado.

Un aspecto importante en este estudio fue determinar el porcentaje de granjas infectadas
por IPNV determinandose para el Estado de Hidalgo (68.8%) respecto a la del Estado de
Puebla (56.4%), lo cual puede deberse a que este estado constantemente recibe
organismos de importacion o bien a que existe un intercambio comercial local y regional,
lo cual coincide con lo reportado por Ceballos et al, 2005 guienes reportan que en el
Estado de Hidalgo la comercializacion de frucha arco iris se realiza de manera local y
algunos lo hacen de forma regional.

Confirmada la presencia de IPNV en las muestras, se realizé una seleccion de estas
debido a que no se podian procesar todas debido a que el material biologico se agotéd por
un lado y por otro lado los insumos de biologia molecular que son de alto costo.

Por lo anterior, solo se procesaron para determinar los genogrupos un nimero limitado de
muestras por Estado. Las muestras seleccionadas del Estado de Hidalgo permitieron
detectar que 4 de ellas amplificaron para el genogrupo |. Para el caso del Estado de
Puebla solo 3 amplificaron para este genogrupo.

La presencia del genogrupo | coincide con lo reportado por Ortega et al., 2002, quienes
determinaron que el primer aislado mexicano de IPNV presento el 99.5% de similitud con
la cepa Buhl de Estados Unidos que pertenece al genogrupo |. Por tanto era de esperarse
que en México se encuentren cepas del genogrupo |,

Para el genogrupo Il se encontrd que solo una muestra de Hidalgo y otra de Puebla
amplificaron, lo que determina que también se encuentra en México la cepa Abild (Ab) ya
que el diseno de los oligonucledtidos fue especifico para esta cepa que ha sido reportada
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en Dinamarca. De acuerdo con Fernandez, 2005, a nivel mundial la cepa menos virulenta
es la cepa Danesa {Ab), reportando mortalidades que alcanzan un 15% en condiciones
optimas.

Sin embargo, algunas muestras no amplificaron para ninguno de los dos genogrupos lo
que sugiere que se trata de otras cepas de IPNV asociadas a otros genogrupos ya gue en
un principio con el uso de los primers universales el virus fue detectado. Aunque también
es posible que sean cepas con mutaciones en las regiones seleccionadas y seguir siendo
del mismo genogrupo.

Con lo antes mencionado, se puede afirmar que en México se encuentran cepas de IPNV
pertenecientes al genogrupo | y II, en |a primera se agrupan solo aislados de procedentes
de América y en la segunda de procedencia europea.

Estos resultados pueden deberse al comercio internacional de huevo oculado asi como de
crias infectadas por IPNV, ya que de acuerdo a Ruane ef al., 2007 una de |as vias por las
que un pais puede adquirir patbgenos, es a través de las importaciones que se realizan
de un pais a otro, sin un estricto control sanitario como lo sucedido en Irlanda pais donde
todas sus granjas importan ova de Escocia, actualmente reportado como pais afectado en
la acuacultura por la invasion de IPNV.

Por ofra parte, no solo el intercambio internacional de organismos puede ocasionar la
diseminacion de patogenos si no también la distribucién regional, ya que en una granja
pueden estar infectados los organismos por el IPNV y al ser llevados a ofra granja
contaminar la poblacion de esta.

Pero no solo la importacion de organismos y con ello la de patdgenos caobra importancia,
si no la virulencia que estos puedan tener y con ello las consecuencias que esfo pueda
ocasionar, ya que si bien en algunos paises el IPNV no muestra ser virulento, para otros
si, esto dependera principalmente del virus y del hospedero, los cuales a su vez son
afectados por el ambiente. Al respecto Rodriguez ef al.,, 2003 menciona que los efectos
del ambiente originan un grado mayor de mutaciones en el virus lo que trae como
consecuencia una configuracion genomica diferente originando con ello mayores o
menores grados de virulencia e inclusive la generacion de cepas nuevas.
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XVl. CONCLUSIONES

Los primers propuestos por Lee et al., 1994 permiten la deteccion de las distintas cepas
de IPNV.

A partir de este estudio se confirma la presencia de al menos 2 cepas de IPNV: la cepa
Buhl de Estados Unidos y Ab de Dinamarca. Para las muestras en las que no se identifico
el genogrupo se sugiere la presencia de alguno de otro genogrupo, o bien la mutacion de
alguno de ellos.

Las muestras de la zona central de México en las que se detecto que el IPNV pertenecen
al genogrupo |, para el genogrupo Il soldé amplifico una muestra del Estado de Hidalgo y
una de Puebla.

En el Estado de Hidalgo se detectd el 68.8% de granjas con el IPNV, mientras que en el
de Puebla se determiné el 56.4%.

De acuerdo a los resultados de este trabajo se encontro que si existe una relacion entre el
genogrupo y el origen geografico de los organismos, excepto para las muestras que
tuvieron el genogrupo I, al respecto se sugiere que esta cepa llego a México a través de
una importacion realizada en el 2002 y a partir de ahi esta se disemino por lo que es
posible detectarla no solo en la zona centro del pais si no en todo el pais donde se cultiva
la trucha arco iris.



Genotipificacién del Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa (IPNV) que afecla a la trucha arco ins

(Oncorhynchus mykiss) en la zona Central de México

XVIL.

RECOMENDACIONES

@

Considerar los signos clinicos de la enfermedad que permitan asociarlos al
resultado del laboratorio para que en conjunto se pueda realizar un diagnostico
integral.

Analizar un mayor nimero de muestras por estadio de cada una de las granjas.

Realizar la deteccion del IPNV a partir de muestras de frescas, posteriormente
purificar el o los amplificados e inmediatamente secuenciar.

Se propone especificar en la norma analizar por RT-PCR una muestra
representativa de los crganismos procedentes de importacion.

Realizar muestreos sanitarios para la deteccién del IPNV en granjas acuicolas
del resto de la region donde se cultiva la trucha arco iris.

Elaborar un mapa epidemioldgico para determinar la dispersion del IPNV en
México.
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