extremo que va desde talla muy corta de 60 nm a una larga de 240 nm, (Fig. 3).
La nucleocapside se observd en diferentes formas, con envoltura llega a medir de
60 a 396nm y sin ella 50 x 133.3nm, con apariencia superficiaimente
segmentada. El nimero de estriaciones varia de 10 a 15nm. En varias ocasiones
se observaron estructuras en forma de barril sin talio o extension, que parecen
capsides vacias o con material granular que podria ser DNA, las cuales llegaron a

medir desde una longitud de 45nm hasta 200nm y diametro 26 a 40nm (No se
muestra).

Tabla IV
Analisis descriptivos de la nucieocapside (vacia), capside, tallo v lamina de la nucleocapside.
ESTRUCTURA N MINIMA MAXIMA MEDIA DESVIACION
VIRAL (Forma de ESTANDARD
barril) '
NUCLEOCAPSIDE 20 60.00 396.00 150.0200 88.2904
VACIA :
LONGITUD
NUCLEOCAPSIDE 20 13.30 40.00 23.8350 8.1570
VACIA
DIAMETRO.
ESTRUCTURA N MINIMA MAXIMA MEDIA DESVIACION
VIRAL ESTANDARD
CAPSIDE 6 26.60 93.30 63.5167 23.8880
TALLO 6 26.60 240.00 06.65 79.1241
ESTRUCTURA VIRAL N MINIMA MAXIMA MEDIA DESVIACION
{Forma anillo con ESTANDARD
prolongacin)
LONG LAMINAR. 15 124.00 364.00 207.9733 74.7945
NUCLEOCAPSIDE
DIAM.LAMINAR 15 28.00 50.00 39.4095 6.9226
NUCLOEOQCPASIDE

También se encontré a la nucleocapside en forma inmadura, mas que forma de
bastén es de forma ovoide que llega a medir desde 26.6 nm a 93.3 nm, ademas
de una prolongacion o cola de 20 nm a 70 nm con el DNA en la parte central de |a
nucleocapside o en el margen de la nucleocapside (Fig. 4). Se observa también
estructuras en forma de tubos largos, generalmente con estriaciones, abiertos de
ambos extremos, con una longitud variable de 70 hasta 300 nm y diametro 15 a
21 nm (estas medidas corresponden a la anchura maxima del tubo).
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Fig. 3. Micrografia electronica de transmision
(MET) tomada bajo tincién negativa en muestras
de purificados virales la barra de escala es de
100nm, obtenidos en gradientes de sucrosa, en
la cual nos muestra a los viriones completos de
60-396nm, se observa una extensién apical que
va desde 60 nm a 240 nm.

Fig. 4. MET de los purificados de WSSV en
tincién negativa: Virion en forma ovoide con
un diametro variable que oscila desde 26.6 nm
hasta 93.3 nm, ademas de una prolongacion o
cola de 20 nm a 70nm.

En secciones longitudinales se observan espacios a lo largo del tubo, vy

pequeiios segmentos localizados peribdicamente a la largo del axis con una
longitud de 8 a 10nm en diametro. La segmentaciéon de estos tubos largos
podrian ser los precursores de la nucleocapside (Fig. 5 a y b). En general la

forma de la nucleocapside madura o completa presenta un extremo redondeado

con apariencia de aro o anillo, que continia en un tubo largo segmentado que
termina generalmente cerrado; la longitud total es de 120 a 200 nm (desde el

anillo a todo lo largo del tubo). El anillo presenta un diametro de 15 a 30nm (Fig.

B).



Fig. 5. Micrografia de particulas virales de WSSV con tincion negaiiva. 5a) Observacion de tubos
precursores de la nucleocépside {flechas) que llegan a medir 70 hasta 300 nm de largo por 15 a
21 nm de diametro. 5b) Acercamiento a las segmentaciones transversales de los tibulos. Tincidn

con PTA al 2 %.

Fig. 6 Micrografia de purificados
virales. Particulas virales con tincién
negativa obtenidas en gradientes de
sucrosa, cbservandose viriones
completos con  ambos  extremos
cerrados. Tincioén con PTA al 2 %.




Fig. 7. Observacion al MET de particulas
con tincién negativa. Purificados virales
de WSSV en gradientes de sucrosa;
Observacion de la nucleccapside con
ambos extremos ovalados, unidos por un
tubo largo de 124 nm a 364 nm de
longitud.

Ademas se observaron unas estructuras en forma de nucleocapsides completas o
maduras pero con ambos extremos redondos o forma de anillos unidos por el

mismo tubo con una longitud de 124 nm hasta 364 nm y un diametro de cada
anillo de 24 a 36 nm (Fig. 7).

5. Ultraestructura del virus en tejido branquial

En el estudio ultraestructural por microscopia electronica, los viriones completos,
ovales a cilindricos, son intranucleares; las particulas maduras tienden a
concentrarse a lo largo del margen nuclear y los inmaduros en el centro, con un
promedio en talla de 172.61 por 70.23 nm. La envoltura mide 12.85 nm de ancho
y se observa trilaminar. El area de la nucleocapside y membrana varia mucho. La
nucleocapside con forma cilindrica mide en promedio de 167.85 x 49.28 nm,
con un espesor de 6.90 nm de la pared externa. El core de la nucleocapside es
altamente electrodenso. Algunos viriones, en corte longitudinal, presentan una
proyeccién en uno de los extremos, como el que muestra la punta de flecha en la
Fig. 8.

6. Proteinas del purificado viral analizados por SDS-PAGE: Al analizar por
SDS-PAGE a las proteinas que constituyen a las estructuras virales, se
identificaron cuatro proteinas mayoritarias que coinciden con el peso molecular
de las reportadas para WSSV. El peso molecular de estas fue de 28, 26, 19y 15
kDa (Fig. 9a y Tabla V), mientras que en las muestras de L. vannamei y L.
stylitrostris (muestra de control negativo, no infectado con WSSV), se cobservo
una banda de proteina de 70 kDa unicamente (Fig. 9b, Tabla VI).
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Fig. 8. Ultraestructura de tejido branquial infectado con WSSV. Seccidn longitudinal de viriones de
WSSV localizados en el centro y periferia de! nlicleo, mostrando los virus en forma de varilla, con
envoltura, de 258 a 300 nm. Las flechas indican el corte transversal del virus, mostrando la
envoltura y la nucleocapside electrodensa. La proyeccion de la envoltura en uno de los extremos
se indica con la punta de flecha. Tincion con acetate de uranilo y citratc de piomoe 12,000X.

Tabla V
Distancia recorrida por las proteinas en cm Movilidad relativa y peso molecular de
las proteinas virales observadas en el gel de poliacrilamida al 12%.

CARRIL 1:Mr FC:6.3

DISTANCIA (cm) Rf PM (kDa)
0.3 0.0476 200.0

1.2 0.1904 97.4

2.35 0.3730 68.0

3.4 0.5396 43.0

4.4 0.6984 29.0

54 0.8571 18.4

5.8 0.9206 14.3
CARRILES 2,3,4 Y 5 PROTEINAS DEL PURIFICADO VIRAL DE WSSV.
DISTANCIA {cm) Rf PM (kDa)
4.55 0.7222 28.50
4.75 0.7539 26.17
5.35 0.8492 18.99
5.65 0.89568 15.42
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Fig. 9a. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los
purificados virales de WSSV. Mr: Marcador de alto
pesoc molecular carriles 1, 2, 3 y 4. Obtencion de
proteinas estructurales del virus de WSSV a partir
del purificado de las muestras Dorado, la Angostura
y Costa Rica respectivamente. La posicion de las
bandas de la VP28, VP26, VP19 y VP15 se sefala
con las flechas. Gel desnaturalizante de
poliacrilamida al 12% tefido con Azul Coomassie.

Fig. 9b. Electroforesis en gel de
poliacrilamida de muestras no infectadas
con el WSSV, Mr Marcador de peso
molecular. Carriles 1, 2 y 3: proteina
aislada de camarones libres del WSSV
de aprox. 70 kDa ftefiidas con Azul
Coomassie.

Tabla Vi

Distancia recorrida por las proteinas en cm movilidad relativa y peso molecular de
la proteina del camarén sano en el gel de poliacrilamida al 12 %.

CARRIL 1: PM FC:6.3

DISTANCIA (cm) Rf PM (kDa)
0.3 0.0476 200.0
1.2 0.1904 97.4
2.35 0.3730 68.0
3.4 0.5396 43.0
4.4 0.6984 29.0
54 0.8571 18.4
5.8 0.9206 14.3
CARRILES 2 Y 3 PROTEINA AISLADA DE CAMARONES SANOS
DISTANCIA (cm) Rf PM (kDa)
1.08 0.1716 70.0




7. Western Blot
Con el fin de determinar la respuesta inmune humoral que se gener6 contra la

inoculacién de particullas virales en el modelo de ratén, las preparaciones virales
se separaron por SDS-PAGE y posteriormente las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, las cuales se incubaron con el suero inmune. Este
suero fue capaz de reconocer a las proteinas VP28, VP26 y VP15 (Fig. 10). El
reconocimiento fue mayor para la proteina VP28, intermedio para la VP15 y bajo
para la VP26. Este antisuero no reconocioé a las proteinas VP24 y VP19.

Mr 1
29

e . VP28

?“ +~—— VP 15
; i
!

' Bew d
Fig. 10. Western Blot de las proteinas del purificado viral, sefialandose con las flechas: VP 28, VP

26 y VP 15, se utilizé el suero inmune obtenidos en ratén. Mr: Marcador de alto peso moiecular
pretefiido en kDa: Carril 1; Proteinas del purificado viral.

8. Amplificacion de los marcos de lectura abierta (ORF’s)

Posterior a la sintesis de los iniciadores especificos de los ORF s de la envoltura
y capside del virus, se procedié a la amplificacién de las regiones gendémicas que
codifican para las proteinas de la capside y la envoltura utilizando el DNA viral.
Los productos amplificados por PCR se analizaron en geles de agarosa al 1%
teflidos con bromuro de etidio. Con los oligonucleotidos disefiados se amplificaron
fragmentos de DNA correspondientes a los genes para las proteinas VP 28 (509
pb), que forma parte de la envoltura al igual que Ila VP 19 (363 pb), VP 26 (569
pb), VP 24 (585 pb) vy VP 15 (311 pb), las cuales forman parte de la
nucleocapside. Cabe sefialar que en muestras de cuatro localidades de colecta

se amplificaron los cinco ORF’s correspondientes a las proteinas descritas. (Fig.



11). Para la region gendmica de la VP 15 se obtuvo también el producto
esperado de 311pb (Fig.12).

1000
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Fig. 11. Productos amplificados por PCR de las regiones genomicas que codifican para las
proteinas de la capside y de la envoltura utilizando DNA extraido de los purificados de W3SV de
ias localidades de muestreo descritas. Mr: Marcador Hyper ladder IV.1 Carriles 1 y 2) amplicones
correspondientes de la VP 26; Carriles 3, 4 y 5) VP 24. Cayvil 6} VP 19. Carril 7) vacio. Carril 8) VP

28. Carril 9) VP 26. Carril 10) VP 24 y Carril 11) VP 19. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro
de etidio.

6
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Fig. 12. Amplificacion de los marcos de lectura abierta para las proteinas estructurales mayores
del virus de WSSV. VP 28 (Carril 1; 508 pb), VP 26 (Carril 2; 569 pb), VP 24 (Carmril 3; 585 pb), VP
19 (Carrii 4; 363 ph) y VP 15 (Carril 5; 311 pb). Mr indica el marcador de pares de bases. Gel de
agarosa al 1 % en TBE, tefido con bromuro dg etidio.

Estos cinco productos de PCR fueron utilizados para clonacién y expresién de la
proteina y posteriormente, para la secuenciacidbn nucieotidica, comparacion y
determinacion de la homologia con las descritas en los bancos de genes.

9. Secuencia esperada de los ORF

La secuencia esperada de los productos amplificados, sitios de anillamiento de
los oligonucleotidos (en negritas) y posicion (como se observé en la Fig. 11 y 12)
de acuerdo a la secuencia de WSSV del GenBank, No. de acceso AF 369029
(van Hulten y cols., 2001), se presenta a continuacion:



vp28: Tamano esperado del producto de PCR en 509 pb.

96 nt - tgt gac caa gac cat cga aac cca cac aga caa tat cga gac aaa cat gga tga
aaa cct ccg ca ttce tgt gac tge tga ggt tgg atc agg cta ctt caa gat gac tga tgt gtc cit
tga cag cga cac cit ggg caa aat caa gat ccg caa tgg aaa gtc tga igc aca gat gaa
gga aga aga tgc gga tct tgt cat cac tce cgt gga 999 ccg age act cga agt gac gt
gag gca gaa tct cac ctt tga ggg aac att caa ggt gtg gaa caa cac atc aag aaa gat
caa cat cac tgg tat gca gat ggt gcc aaa gat taa ccc atc aaa ggc ctt tgt cgg tag ctc
caa cac ctc ctc ctt cac ccc cgt cic tat tga tga gga tga agt tgg cac ctt tgt gtg tgg tac

cac ctt tgg cgce acc aat tgc age tac cge cgg tgg aaa tet tit cga cat gta cgt gea cgt
cac cta ctc tgg cac tg — 604 nt.

vp24: Tamano esperado del producto de PCR en 585 pb.

49478 nt — gce agg aga aaa tcg cat aca cag ata atg cct att tgt atc atc gat gtc ttc
gtc aaa cgt tgc tcc aaa cac aag tgt gtt gat cct att ttt ctt caa aac tgt tgg it gaa ata
taa tac aaa tit gtt agc tga aaa ttc cct tcc tgt age att tag acc tgg aga cag tga aac
aga gtc cac tgt tat atc cct ctt tgt att att gta tac tct tgc ata caa tic taa ttc tit aga tic
ggc ttt gtt tac att tag tgt gtg gtc tcc gtc tcc aag taa aga tgt gag gat tat gtc tec it ctt
ttt tac cag ttc aga atc gga cgt tce ttg gee age tac ata tac ctt tcc ata gtt cct ggt ttg
taa tgt gec git tac aaa gtt aaa gtg gtt tcc tct age aac acc gtt aat gg t caa gtt tat tat
ttc aga ttc aac agg gta ggc gtc tit atc cit ctt gic caa ttt ¢t t git aag ttc tat git ggt tac

aac tat aga tat aac cac gag tat caa tgt caa acc cgc cag tat agc ggc gta aac ccc -
50062 nt

vp15: Tamafio esperado del producto de PCR en 311 pb

163936 nt- gca ctc acc cgg gta caa taa gac aaa aat tat aaa ttg gga aga ccg ata
cag tet tic atg aca aaa tac ccc gag aac aaa aga ttg ttg tct agg aac aaa gaa aca tta
aaa atg gtt gcc cga agc icc aag acc aaa tcc cge cgt gga age aag aag agg tcc ace
act gct gga cgc atc tcc aag cgg agg age cca tea atg aag aag cgt gca gga aag aag
agc tcc act gtc cgt cge cgt tee tca aag age gga aag aag tct gga gee

cgc aag tca agg cgt taa ttc ttc cot -164246nt

vp26: Tamafio del producto esperado es de 569 pb.

228258 nt- ttc ttg gag gtg aat cca atg ttc att gta gct tcg aag get geg ceg tot tea
aat ttg ctg cac acg tca atg agg gta att ttt gaa gat gaa gat tta atg tcc tig ctc gag aag
taa gig ttc gac ata gta ttt ccc tia atg tit cct gca ata aca gtt gge cga aca gta atg tcg
ttg atc aag aga tcg acg cca gtg tg ttg agg atc ttc aaa gtc atg tta gag ttc tcg gee
cca gtg ¢ca geg gga tca gtc cit ggg get gtg acg gta gag atg aca aga tca gca gaa
aca tec tte atg tce tta tcg gag aga cca tte ttc atg gec acc it cca aga gga gta ttg tag
gac ctc tct cca cga att gac att acc ttt gee cit ctt tga att 9gg act cgc atc atc tga tca
taa tta gcg acg acg ctt ctt cca aca cgt gtg ttg aat aca atc att ata acc atg ata acg att
aga gca atg att gca atg gaca aga ttg caa faa ttg caa cg t cca ggt ttg tta got tgc ¢
228826 nt



vp19: Tamafio del producto esperado es de 363 pb.

290003 gce tec tet tgg ggt aag aca taa aaa cgg t9g c9g cgg aaa cga gga aca
gaa gag cgg acc cag cca gaa gca tca tat ccc tgg tec tgt tct tat att tgt cct cat cat cgt
tat cgt tgg cag tgt cgt cat cat caa cgg tgt cct tat cag tgt cag aat cgce tgt cct tet ttg
gic cca tcc ata cat tca tga cgg cca gga cga gga tac caa ttg aga tag caa cga tca
aaa aga gac cca tgc gag cca tag aca tgg agce ctt caa gat ctt cca tgg tgt aag aag

gge cag cgg cct ggg cte cgg tce tge cga aag gaaga gig tta gtc gtg gtg gec att t -
290365 nt

10. Clonacion de los marcos de lectura abierta con el vector p MOS-Blue.

A partir de la amplificacién de los marcos de lectura abierta obtenidos por PCR,
que expresan las proteinas en cuestion, después de purificarlos se clonaron en el
vector pMOS-Biue obteniéndose los plasmidos pMOS-VP28, pMOS-VP26,
pMOS-VP19 y pMOS-VP15 que se describen a continuacion.

11. Analisis del gene vp15

11a.Secuenciacion del gene vp 15

Para el PCR se usé como templado DNA gendmico del purificado viral de WSSV,
utilizando los oligonucledtidos Fvp15: 5-' gggaagaattaacgccttgac-3' y Rvp15: §5°-
gcactcaccogggtacaata-3’. El producto obtenido fue de 311 pb y después
purificado en un gel de agarosa al 1%, clonado en pMOS-BLUE y secuenciado.
La secuencia obtenida se muestra en la Fig. 13.

GGGAAGAATTAACGCCTTGACTTGCGGGCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGAACGG
CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG
GAGATGCGTCCAGCAGTGGTGGACCTCTTCTTGCTTCCACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG
CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGTTCCTAGACAACAATCTTTTGTTCTCGGGS

TATTTTGTCATGAAAGACTGTATCGGTCTTCCCAATTTATAATTTTTGTCTTATTGTACC
CGGGTGAGTGC

Fig. 13. Secuencia nucleoctidica del fragmento de 311 pb correspondiente al gene vp15 de WSSV.
Se sefialan los gligonucledtidos utilizados para ampilificar el producto por PCR.

El fragmento codifica para una proteina de 71 aminoacidos en el marco de lectura
+2, su peso teorico molecular es de 7983 kDa, con un pl de 9.01, como se
muestra en la Fig. 14.




gggaagaattaacgccttgacttgcgggctccagacttectttecegetectttgaggaacgg
c

G R I N AL T C G L Q T S F R S L R KN G
gacggacagtggagctcttctttecetgecacgecttecttcattgatgggectectecgettgg
D G g W S 8 8§ F L H A S S L M G 5 S A W
agatgcgtccagcagtggtggacctcttettgecttccacggegggatttggtcttggage
R C VvV ¢ Q W W T S 5 C F HG G I W S W 3

ttcgyggraaccatttttaatgtttctttgttecctagacaacaatcttttgttcteggggt
F 6 Q P F L M F L. C 8 -

attttgtcatgaaagactgtatcggtctteccaatttataatttttgtcttattgtacce

gggtgagtige

Fig. 14. Marco de lectura +2 del fragmento de 311 pb correspondiente al gene vp15.

11b. Analisis de hidrofobicidad de VP15.
El analisis de hidropatia de la proteina codificada por el fragmento de 311 bp no

revela regiones hidrofdbicas transmembranales o regiones polares, presenta una
hidrofobicidad de -0.01408 (Fig. 15)

PERFIL HIDROPATICC DE LA VP15
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Fig. 15. El indice de hidrofobicidad de la proteina codificada por el fragmento de 311 pb dei gene
vp15.

11¢. Analisis de homologia y alineacién multiple de secuencias de vp 15.

La busqueda en bancos de datos revelé la presencia de varias secuencias
similares a la del fragmento de 311 bp (VP15), todas ellas perteneciente al virus
WSSV de diferentes regiones geograficas. Estas secuencias se alinearon y se
compraron utilizando el programa ClustalW (Fig. 16).

El analisis de esta comparacidbn mostré6 que existen diferencias en donde se
substituyen 2 nucleétidos en las secuencias reportadas, ademas de observar que
en Chinal no estan los primeros 8 nucledtidos, China95 reporta un fragmento



menor que ios demas y es de 197 nucledtidos. Con dos substituciones se
presenta el aislado China1: El nucledtido 20 es A (Adenina) para la secuencia
China1 que viene a ser substituido por el nucledtido 28 G(Guanina, A —G) en
las otras secuencias de los aislados geograficos, en el nucleétido 132 la
A(Adenina) corresponde a la posicién 124 de China1 substituida por T (Timina
A— T).

Taiwan GGGAAGRATTAACGCCTTGACTTGCGGECTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGAACGG 60
Chinags GGGAAGRATTARCGCCTTGACTTGCGGRCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGRACGSE 60
México GGGARGRATTAACGCCTTGACTTGCGEGCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGRACGG 60
Indonesia GGGAAGAATTAACGCCTTGACTTGCGEFCTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGAACGE 60
Chinal = ——————— TTAACGCCTTGACTTGCGGRICTCCAGACTTCTTTCCGCTCTTTGAGGARCGG 52
FhkEkkkthAh bk kkh kR dth ok Rk Rk ok kR R ok ke ke e e ok ko ke e e ok ke ek ok ke
Taiwan CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG 120
China95 CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG 120
México CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTE 120
Indonesie CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCTTCATTGATGGGCTCCTCCGCTTE 120
Chinal CGACGGACAGTGGAGCTCTTCTTTCCTGCACGCTTCT TCATTGATGGGCTCCTCCGCTTG 112

Fhhhkdhkdhkdkddhhkhbhkhkhkhbhbrdhbhhbhrdrdhthdrrthrhkbhhbkhhbrrhhrbhk bbbk hddhdk®

Taiwén GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGCET ACGGCGGGATTTGGTCTTGGAGLIRO
China%5 GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGCET ICACGGCGGGATTTGETCTTGGAG 180
México GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTG Elb‘ACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG 180
Indonesia GAGATGCGTC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGLil:LACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG 180
Chinal GAGATGCGETC CAGTGGTGGACCTCTTCTTGCETECACGGCGGGATTTGGTCTTGGAG 172

hkkhkhkhkhhkdhkhkhk HhkThrhrhkrdkdhhhwkdddddrdt * HAdrkAhhkderbrdhhdhhkhkddhx

Taiwéan CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGTﬂ@CTAGACAACAATCTTTTGTTEFCGGGG 240

China9s CTTCGGGCARCCATTTT————————==———~f e e 197

México CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGT TAGACRACAATCTTTTGTTICITCGGGG 240

Indonesia CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGTT|TICCTAGACAACAATCTTTTGTIITCTCGG 240

Chinal CTTCGGGCAACCATTTTTAATGTTTCTTTGT T CTAGACAACAATCTTTTGATIITCGGGE 232
Tk ddddk ok kkowkobdddkk

Taiwan TATTTTGTCATGARRGACTGTATCGGTCTTCCCARTTTATAATTTTTGTCTTATTGTACC 300

China8b = = ———— e

México TATTTTGTCATGAAAGACTGTATCGGTCTTCCCAATTTATAATTTTTGTCTTATTGTACC 300

Indonesia GGTATTTTGTCATGAAAGACTGTATCGGTCTTCCCAATTTATAATTTTTGTCTTAT-——- 296

Chinal AT T T TG T AT — = — == = e e e e 243

Taiwan CGGGTGAGTGC 311

Chingds = ——m———————

México CGGGTGAGTGC 311

Indonesia  ~ -—-——=w-—----

Chinal = = ==——mr———

Méxiceo:~-0.00396; Indonesia:=0.00415, Chinal:0.01650 Q.00734:0.00396, Taiwan:-—
0.00396, China%5:0.,01411)

Fig. 16. Comparacion de las secuencias reportadas para el gene vp15 de diferentes regiones
geograficas: México (este trabajo). El titulo original de las secuencias en el GenBank, se
substituye por el origen geografico. Taiwan (148888 a 148578, AF440570), China95 (China
95/Dalian, AY245784) Indonesia (Indonesia 97, AY249453) y Chinal (AY220743). Se indica el
nimero de acceso en el GenBank/EMBL .




Con dos substituciones tenemos también a la secuencia de China95, donde se
substituye a T (Timina) — C (Citosina) en el nucleétido 155 y C (Citosina) —» T
(Timina) en el nucledtido 157. Indonesia C (Citosina) — T (Timina) en el

nucledtido 213, C(Citosina) — T(Timina) en el nucledtido 235. El aislado de

Taiwan presentd 100% de homologia con el de México (aqui descrito).

Por otro lado, se encontré que la secuencia del aislado de Taiwan (AF440570) es
100% similar a la del aislado Tailandia (AF369029); la del aislado Indonesia
(Indonesia 97, AY249453) a la de los aislados Japon 98 (AY249452), US

98/South Carolina (AY249451), China 99/Qindao (AY245450) y China 95/Dalian
(AY249449).

11d. Analisis filogenético del gene vp15.

El analisis filogenético de los resultados obtenidos por ClustalW indica las
secuencias forman tres distintos de clusters. Uno con el aislado de México que
tiene una relacion filogenética cercana al de Taiwan, posiblemente con un
ancestro comun y el segundo grupo con el de China 95 e Indonesia quienes
forman un grupo diferente, pero ambos parten también de un ancestro coman. En

cambio, China1l probablemente tuvo una evolucibn aparte de los dos grupos
citados (Fig. 17).

100 secChinags
secindonesia
secTaiwan

100 secMxico
secChinal

Fig. 17. Arbol filogenético generado con los datos obtenidos de la comparacién ClustalW, para el
gene de la VP15 de WSSV, México: 0.00396, (Indonesia: 0.00415, China1:0.01650:0.00734):
0.00396, Taiwan:-0.00396, China95:0.01411. Los nameros sobre la rama indican el valor del
“bootstrap” después de las 1000 replicas/1000 remuestreos).



11e. Analisis de alineacion multiple de secuencias de proteinas homélogas
a VP15.

El andlisis de alineacion multiple de secuencias (CLUSTALW) de las proteinas
codificadas, se describe en la Fig. 18 con detalle, donde se muestran las
substituciones de los aminoacidos Q — L en Chinal y F—L China 95 en las
posiciones 43 de Taiwan (40 de Chinal) y 52 de China95. En el aislado de
Indonesia se muestra un fragmento de 27 aminoacidos mayor al resto de las

secuencias analizadas, con una substitucién de S— F en la posicidén 71.

Taiwdn GRINALTCGLRTSFRSLERNGDGQWSSSFLHASSLMGSSAWRC WHTSSCEHGGIWSWS 60
Chinal -—--NALTCGLOTSFRSLRNGDGOWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSSgEHGGIWSWS 57
Méxice GRINALTCGLQTSFRSLRNGDGQWSSSFLHASSLMGSSAWRCW@QWWTSSd@HGGIWSWS 60
Indones GRINALTCGLOTSFRSLRNGDGOWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSSCEHGGIWSWS 60
China95 GRINALTCGLOTSFRSLRNGDGQWSSSFLHASSLMGSSAWRC WWTSSQEHGGIWSWS 60

hkkkhkhkhkhhhhhhhhdhkdkhhkdbhhkddhhhhhhdhhhhkhhdhhdd Jodkdokddd o ddedhddedh ik

Taiwén FGOPFLMFLCS|- === == mm e e e 71
Chinal FGOPFLMFLOS~===—mm e e e e 68
México FGQPFLMELC[S ~~ == e 71
Indonesia FGOPFLMFLCE[L.DNNLLFLGVFCHERLYRSSQFI IFVL 98
China95 FGQPF——————— = m e — e 65

Mexico:-0.00593,
Indonesia:-0.00066,
China%5:0.01604)
:0.01297)

:0,00593,
Taiwan:-0.00593,
Chinal:0.02064) ;

Fig. 18. Alineacién multiple de las proteinas VP15 con mayor homologia al aisiado mexicano con
el programa Clustal W.

El analisis filogenético con el programa MEGA, agrupa dos cluster principales,
uno de ellos agrupando las secuencias de aminoacidos de VP15 de Méxicoy
Taiwan, presumiblemente con el mismo origen o ancestro evolutivo del cual se

separa la variante China 1 y un segundo grupo con China 95 e Indonesia (Fig.
19).

CLADOGRAMA VP 15
100 secTaiwan
secMxico
secChina1
secChinag5
100 secindonesia

Fig. 19. Arbol filogenético para la proteina VP15, con el programa MEGA (500 y 1000
reposiciones) con las secuencias de referencia de la Fig. 18. El nUmero sobre la rama indica el
valor del *bootstrap”

149932
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12. Analisis del gene vp28

12a. Secuenciacion del gene vp 28:

Para la obtencién y secuenciacion nucleotidica para el gene vp28 se utilizaron los
primers: F: 5’ TGT, GAC, CAA, GAC, CAT CGAAA 3°, vy R: 5" CAG TGC CAG
AGT AGG,TGA CG 37, amplificando un producto de 508 pb. La secuencia se
describe con detalle en la Fig. 20.

GTGACCAAGACCATCGAAACCCACACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGARRACCTCC
GCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTTGA
CAGCGACACCTTGGGCAAAATCARGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAGGAA
GAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCLCGAGCACTCGAAGTGACTGTGGGGC
AGRATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCARGARAGATCAACAT
CACTGGTATGCAGATGGTGCCARRAGATTAACCCATCARAGGCCTTTGTCGGTAGCTCCAAC
ACCTCCTCCTTCACCCCCGTCTCTATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTGTGTGGTA
CCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGARATCTTTTCGACATGTACGTGCA
CGTCACCTACTCTGGCACTG

Fig.20. Secuencia nucieotidica del fragmento de 508pb correspondientes al gene vp28 de WSSV.

La traduccion correspondiente a proteina indica que esta constituido por 172
aminoacidos con el marco de lectura +1. La traduccién completa se cita a
continuacion (Fig. 21).

gtgaccaagaccatcgaaacccacacagacaatatcgagacaaacatggatgaaaacctc
vy T ¥ T I E T H T D N I E T N M D E N L

cgcattcecctgtgactgectgaggttggatcaggectacttcaagatgactgatgtgtecttt
R I P VvV T A E V G 8 G ¥ F KM T D V S F

gacagcgacaccttgggcaaaatcaagatcecgecaatggaaagtectgatgecacagatgaag
D 8 DT L GG K I K I R N G K 5 D A Q0 M K

gaagaagatgcggatcttgtcatcactccecgtggagggecgagcactecgaagtgactgtyg
EE DA DIL V¥V I TP V E G RAULE V T V¥V

gggcagaatctcacctttgagggaacattcaaggtgtggaacaacacatcaagaaagatc
G 9 N L T F E & T F K VvV W N N T § R K I

aacatcactggtatgcagatggtgccaaagattaacccatcaaaggecctttgtecggtage
N I T G M 0O M V P K I N P S K A F V G §

tccaacacctectecttecaccoeegtetetattgatgaggatgaagttggeacectttgtyg
s N T 3 8 F T P V $ I D E D E V G T F V

tgtgqgtaccacctttggecgcaccaattgcagctaccgecggtggaaatcttttcgacatg
c G T T F 6 A P I A A T A G G N L F D M

tacgtgcacgtcacctactctggcactgagaccgag

Y v H v T ¥ 8 GG T E T E

Fig. 21. Marco de Lectura +1 del fragmento de 508 pb correspondientes al gene VP28, constituido
por 172 AA; con un peso molecular de 18632.
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12b. Analisis de hidrofobicidad

El programa SOSUI, para la clasificacion y prediccion de estructuras secundarias
de proteinas transmembranales, indica que el fragmente VP 28 analizado es de
una proteina soluble, cuya secuencia de aminoacidos ne tiene peptido senal. El
promedio de hidrofobicidad es de -0.277326.

El peso molecular estimado es de 18, 632 kD con un pl de 4.63. Se encontré que
el ndmero total de residuos cargados negativamente (Asp+Glu) es de 24 y de
residuos cargados positivamente (Arg+lLys) es de 14. El N-terminal de la
secuencia es considerado V (Val).

La composicion de aminoacidos de la proteina fue determinada con base en el
andlisis de secuencias de un fragmento de DNA WSSV, iniciada en el extremo
amino terminal del producto de PCR de vp28, generado por los primers F: & TGT,
GAC, CAA, GAC, CAT CGAAA 3', ¥y R: 5" CAG TGC CAG AGT AGG,TGA CG
3°, amplificado del purificado viral de WSSV y después purificado en un gel de
agarosa al 1%, clonado en p MOSBLUE y secuenciado.

12¢. Andlisis de homologia y de alineacién miltiple de secuencias de vp28
La busqueda en bancos de datos reveld la presencia de varias secuencias

similares a la del fragmento de 508 bp (VP28), todas ellas perteneciente al virus
WSSV de diferentes regiones geograficas. Estas secuencias se compraron
utilizando el programa Blast (EMBL), cbservandose que el aislado mexicano
presenta una homologia del 100 % (508/508) con los aislados de Vietnam (EMBL
No. AJ 551447), Korea 01 (AY324881), Japdn 98 (AY249443), EUA 98/Sur
Carolina (AY249442), Indonesia 97 (AY249441), China 99/Qindao (AY249440),
Taiwan (AF440570) y AF 272979; Tailandia (AF369029, AF173993) y China
(AF332093, AF227911), asi como con otras de origen no reportado, con el
acceso No AJ551447, AY168644; AX081309, AY008843.
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La secuencia de VP28 analizada, tiene una homologia del 99 % con los aislados
de China (No. acceso AF502435), China 95/Dalian (AY249434), Korea
(AF380842) y una de la India, con el No de acceso AY422228.

En el siguiente Clustal W (1.82) de alineacidbn multiple, se comparan las
secuencias hucleétidos para el gene vp28 de varias regiones geograficas (Se cita
la secuencia y la clave de acceso en el GenBank/EMBL en la Fig. 22).

Clustal W (1.82) de alineacién multiple para el gene VP28:

Méxic GTGACCAAGACCATCGAAARCCCHCACAGACAATATCGAGACAARCATGGATGARAACCTC 60
Taiwa GTGACCAAGACCATCGAAACCCRICACAGACAATATCGAGACABACATGGATGARAACCTC 60
China GTGACCAAGACCATCGAAACCEEEACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAAAACCTC 60
Korea GTGACCAAGACCATCGAAACCCRICACAGACAATATCGAGACARACATGGATGARAACCTC 60
India GTGACCARGACCATCGAAACCCRCACAGACAATATCGAGACARACATGGATGARRACCTC 60

hhkdhkhdkd Rk dh kb khdk ok hhdkok ok o kg bk ok ok ok kb ok ki ke ke sk ok ok ke ok vk ke v ok R ke ok Rk ke e Ak ok

Méxic CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTT 120
Taiwa CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTT 120
China CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTT 120
Korea CGCATTCCIGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACTTCARGATGACTGATGTGTCCTTT 120
India CGCATTCCTGTGACTGCTGAGGT TGGATCAGGCTACTTCAAGATGACTGATGTGTCCTTT 120

Fhakdhhdhkkkddhkh kbbb khkdhhkhkhkrhhhrdrdddhdhhhbbkddbhhbhrhdkdrhdbhsk

Méxic GACAGCGACARCCTTGGGCAARATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAG 180
Taiwa GACAGCGACACCTTGGGCAARATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTCGATGCACAGATGARG 180
China GACAGCGACACCTTGGGCAAAATCAAGATCCGCAATGGARAGTCTGATGCACAGATGAAG 180
Korea CACAGCGACACCTTGGGCAAAATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAG 180
India GACAGCGACACCTTGGGCARAATCAAGATCCGCAATGGARAGTCTGATGCACAGATGARG 180

(2R E R A SRR FEE RS R ELEEEREE RS SRS SRR E RS EE RS LR R R R AR RS R ESE LR EE XSS

Méxic GAAGARGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTEGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGRACTETE 240
Taiwa GAAGAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240
China GRAGRAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240
Korea GARGAAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240
India GAAGRAGATGCGGATCTTGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTG 240

dok ok ok ok okok hdeodk ok ok kg ok gk ek ok o e s kg ke ke sk ke e bk ok ke ke I ok ke sk sk ok b e e g e ik A e sk e

Méxic GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATC 300
Taiwa GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAARGATC 300
China GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACARCACATCAAGAAAGATC 300
Korea GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGAACAACACATCARGARAGATC 300
India GGGCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACATTCAAGGTGTGGARCAACACATCAAGARAGATC 300

LA AR R R R R R R R LRSS EFE SRR IR ELEE RS LR RS RE LR R EE R LR

Méxic AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCAAAGGq@hTTGTCGGTAGC 360
Taiwa AACATCACTGGTATGCAGATGGTGUCAAARGATTAARCCCATCAAAGGCCITTTGTCGGTAGC 360
Chi%5 AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCARAGATTAACCCATCRAAGGCCTTTGTCGGTAGC 360
Korea ARCATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAARCCCATCAAAGG TTGTCGGTAGC 360
India AACATCACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGATTAACCCATCAAAGquTTTGTCGGTAGC 360

hhkkkkkhkkhkdrrhkdhhkrhkrdhbkhkrrbhkrrhhhhbdhddrrvdrdrhbddkhkd Fhhkhhhdkdtdhkk




Méxic TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTIOTITATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTG 420
Taiwa TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTIT{TAT TGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGCTG 420
China TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGHT|CTAT TGATGAGGATGARGTTGGCACCTTTGTG 420
Korea TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGT ATTGATGAGGATGAAGTTGGCACCTTTGTG 420
India TCCAACACCTCCTCCTTCACCCCCGTITIITATTGATGAGGATGRAGTTGGCACCTTTGTG 420
khkhkk kT hh bk hkkkkrdrhhkhhkhkkh k& Hrkkhkkhkhkdhdhddhdkdbhdkhtrhhrhhdhdddidnk

Méxic TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGARATCTTTTCGACATG 480
Taiwa TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGARATCTTTTCGACATG 480
China TGIGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGAAATCTTTTCGACATG 480
Korea TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGAAATCTTTTCGACATG 480
Tndia TGTGGTACCACCTTTGGCGCACCAATTGCAGCTACCGCCGGTGGARATCTTTTCGACATG 480

kkkkhkr Rk kkhk kA bk hhbrhhhhhbhrbhbhkdkdrdbhkhkhhhbkhkhkodhdhihkhkddddihhhids

México TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508
Taiwan TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508
China TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTS 508
Korea TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508
India TACGTGCACGTCACCTACTCTGGCACTG 508

México: (0.000C0) con una homologia del 100 % 508/508 con:

Taiwan: 0.00000):0.00000, (AF440570), Japan 98 (AY249443)

alslado US 98/3outh Carolina (AY245442); Indonesia 97 (AY249441); China
99/Qindao (AYZ49440Q}; Taiwan (AF440570); Tailandia {(AF369029, AF173993)
China (AF332093, AF227911). isolate Korea 01 (ARY324881).
China:0.00197=China 95/Dalian, India:0.003%4)y Korea:0.00197

con una homclogia 99%).

Fig. 22. Alineacién miiitipie de secuencias de la regién estudiada de vp28 y secuencias
homologas obtenidas de la comparacion Blast (EMBL). Se enmarcan las substituciones de
nucledtidos

El andlisis mostrd que existen diferencias en donde se substituyen 1 o 2
nucledtidos en las secuencias reportadas. Con una substitucion de A (adenina)
—G (Guanina) en el nucledtido 23; se presenta el aislado China, C (Citosina) »T
(Timina) en el nucledtido 348 de Korea. En la secuencia de la India se observan

dos sustituciones C (Citosina) —T(Timina) en el nucledtido 387 y C(Citosina)

—T(Timina) en el nucledtido 389.

12d. Analisis filogenético del gene vp28:

El analisis filogenético N-J, Kimura-2, con 1000 reposiciones y 500 remuestreos,
ubica un subgrupo donde se asocia a México y China, dentro del grupo de
Taiwan, Tailandia, Japén, US98/South Carolina, Korea y China 95/Dalian (los
detalles mayores se aprecian en la Fig. 23 con la misma rama evolutiva y niveles
de bootstrap del 71-99 % que consideramos confiable. Las secuencias con el 99
% de homologia (China95/Dalian; KoreaAF380842 y ChinaAF502435) se ubican
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en el mismo cluster donde se encuenira México, mas en cambio, para la
secuencia de India, con el 99% de homologia, se obtuvieron resultados de un
ancestro evolutivo diferente.

CLADOGRAMA DEL FRAGMENTO DEL GENE vp28

AF227911CHina

TaiwVP25
73993Tailandia
WSP551447
o Japon9g
USe8/South
China99/Qindac
99 Korea

. China®5/Dalian
99 —71: AF502435China
99 Indonesiag?
PATAXDB1309
PATAX151477
NRAY 168644
KoreaO1
369029Tail
AF332093China
— AF440570Taiwan
oo L —— PAT AX151396
India

29

99

99

Fig. 23a. Arbol filogenético de las secuencias homdlogas a VP28 del aislado mexicano. Analisis

con el modelo N-J, Kimura-2 (1000 reposiciones y S00 remuestreos, {ransiciones+ransversiones)
con el programa MEGA.

En cambio, con el mismo modelo (N-J, Kimura-2) pero con 1000 reposiciones y
50258 remuestreos, la prediccion evolutiva marcé tres grandes grupos, uno de
ellos con ramas evolutivas cercanas o reiacionadas, donde se ubica el aislado de
México, US88/South Carolina y otras con el 100 % de homolegia, y unicamente
India de las secuencias con el 99 % de similitud. Los niveles de “hootstrap”
alcanzan el 63 %, considerandolo menos informativo que el analisis anterior.



CLADOGRAMA DEL FRAGMENTO DEL GENE vp28 (Continuacién)
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Fig. 23 b. Arbol filogenético de la secuencia analizada del gene VP28 de diferentes aislados del
virus WSSV. De acuerdo a esta prediccion, el aislado mexicano evoluciond de ancestros
flogenéticamente cercancs, a los de Tailandia, US98/South Carolina, Korea, Taiwan e India,
relacionados entre si.

12e. Anilisis de homologia y alineacion multiple de secuencias de la
proteina VP28.

La alineacidn Clustal W de las secuencias de aminoacidos similares u homologas
de VP28, mostrd que existen diferencias en donde se substituyen un aminoacido
en las secuencias reportadas. Con una substitucion se presenta el aislado China

de H (Histidina) — R (Arginina) en el aminoacido 8, y otra substituciéon en el

aislado de la India S (Serina) — F(Fenilalanina) en el aminoacido 130. El aislado

de Taiwan presenté 100% de homologia con el de México, tal como se presentd
en la Fig. 24a.

Los aislados de México y China forman un grupo con la misma rama evolutiva;
Korea e India forman un segundo grupo relacionado filogenéticamente, mientras
que Taiwan se presenta comeo un aislado con una rama evolutiva separada (Fig.
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24b). El analisis filogenético se realizd con 1000 reposiciones y 20540
remuestreos en el programa MEGA.

Korea VIKTIETHTDNIETNMDEWNLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMK 60
India VTKTIETETDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMK 60
Taiwa VTKTIETETDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMK 60
Méxic VTKTIETETDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMK 60
China VTKTIETETDNIETNMDENLRIPVTAEVGSGYFKMTDVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMK 60
* o ok h T e ke e e e ek ok ke ok o T e e s sk gk T ke ke vk e e e e ek gk sk ke sk e ke ke b e vk gk ok S gk e ke ke ok ke e ok ke
Korea EEDADLVITPVEGRALEVTVGONLTFEGTEFKVWNNTSRKINITGMOMVPKINPSKAEVGS 120
India EEDADLVITPVEGRALEVTVGONLTFEGT FKVWNNTSRKINITGMOMVPKINPSKAFVGS 120
Taiwa EEDADLVITPVEGRALEVIVGONLTFEGTFKVWNNTSRKINITGMOMVPKINPSKAFVGS 120
Méxic EEDADLVITPVEGRALEVTVGONLTFEGTFKVWNNTSRKINITGMOMVPKINPSKAFVGS 120
China EEPADLVITPVEGRALEVTVGONLTFEGTFKVWNNTSRKINITGMOMVPKINPSKAFVGS 120

LR R R AR SRR AR R R R EEELEEE AR EL SRR E R FEREERREEEEEEELE R SR EEEEES

Korea SNTSSFTPﬂ@IDEDEVGTFVCGTTFGAPIAATAGGNLFDMYVHVTYSGT 169
India SNTSSFETPV|E[IDEDEVGTFVCGTTFGAPIAATAGGNLFDMYVHVTYSGT 169
Taiwan SNTSSFTPV|ISIIDEDEVGTFVCGTTFGAPIAATAGGNLEFDMYVHVTYSGT 169
México SNTSSFTPVSIDEDEVGTFVCGTTFGAPIAATAGGNLFDMYVHVTYSGT 162
China SNTSSETPVSIIDEDEVGTEFVCGTTFGAPIAATAGGNLEFDMYVHVTYSGT 169

khkkkdhdhhd drkdhhkhhdrhhhkhhhhrrhhhkdhthhhdbdrhbhhbhhkdhhd

México: 0.00000, China: 0.00592):0.00000, Taiwan: 0.00000):0.C00000,
Korea:0.00000, India:0.005%2).

Fig. 24a.Comparacion de las secuencias nucleotidicas y de amincacidos reportadas para el gene
VP28 de diferentes regiones geograficas para México (este trabajo), China (AF502435), Korea

(AF380842), India (AY422228), Taiwan (AF440570). Las sustituciones de H — R en el aislado de
Chinay § — F en el de la India se enmarcan en las secuencias.

CLADOGRAMA DEL FRAGMENTO ANALIZADO DE VP28

47 Korea
India
Taiwan
Mexico

47 China

Fig. 24 b. Arbol filogenético de un segmento de la protelna VP28 estudiada en el aislado
mexicano de WSSV, El aislado mexicano se relaciona evolutivamente con el de China. Analisis
*hootstrap” con el modelo Kimura-2. En las ramas se indica el valor de “bootstrap™



13 Anilisis del gene VP26

13a. Secuenciacion del gene vp 26:

El segmento analizado del gene vp 26, estd constituido por 569 nuclettidos,
amplificado por los primers vp26F 5'-ttc ttg gag gtg aat cca atg-3" y vp26R 5°-ggc
aac cta aca aac ctg ga-3°, tal como se indica en la Fig. 25.

1- TTC TTG GAG GTG AAT CCA ATG TTC ATT GTA GCT TCG AAG GCT GCG CCG TCT TCA
AAT TTG CTG CAC ACG TCA ATG AGG GTA ATT TTT GAA GAT GAA GAT TTA ATG TCC
TTG CTC GAG AAG TAAGTG TTC GAC ATAGTATIT CCC TTAATG TTT CCT GCA ATA ACA
GTT GGC CGA ACA GTA ATG TCG TTG ATC AAG AGA TCG ACG CCA GTG TTG TTG AGG
ATC TTC AAA GTC ATG TTA GAG TTC TCG GCC CCA GTG CCA GCG GGA TCA GTC CTT
GGG GCT GTG ACG GTA GAG ATG ACA AGA TCA GCA GAA ACATCC TTC ATG TCC TTA
TCG GAG AGA CCA TTC TTC ATG GCC ACC TTT CCA AGA GGA GTA TTG TAG GAC CTC
TCT CCA CGA ATT GAC ATT ACC TTT GCC CTT CTT TGA ATT GGG ACT CGC ATC ATC
TGATCATAATTA GCG ACG ACG CTT CTT CCA ACA CGT GTG TTG AAT ACA ATC ATT ATA
ACC ATG ATA ACG ATT AGA GCA ATG ATT GCA ATG GACA AGA TTG CAA TAA TTG CAA
CGTCCAGGT TTG TTA GGT TGC C- 569

REVERSO COMPLEMENTO

569-GGCAACCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCAAAGAAGGGCAAAGGTAATGTCAATT
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGAAAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCTAACATGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGAAAC
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT
TCAAAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAAATTTGAAGACGGCGCAGCCTTCGAAGCT
ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAA -1

Fig. 25. Secuencia nuclectidica de la region analizada de vp26, conteniendo 569 nuclettidos. La
posicidn de los primers para PCR aparece en negritas.

La regidn génica vp 26 ampliificada y clonada, codifica a una proteina de 189
aminoécidos en un marco de lectura +1, con una talla teérica de 20335 KDa,
ademas de tener un pH basico con un punto isoeléctrico de 9.44 y una
hidrofobicidad de 0.180952 (Fig. 26).
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Fig. 26. Marco de lectura +1 de VP26. Secuencia de aminoacidos de la proteina VP26, constituida
por 189 aminoacidos.

13b. Andlisis de hidrofobicidad.

El programa SOSUI, para la clasificacién y prediccion de estructuras secundarias
de proteinas transmembranales, indica que el fragmento VP 26 analizado es de
una proteina soluble, cuya secuencia de amino4cidos tiene una regién que posee
las propiedades adecuadas de una proteina membranal la cual tiene una
conformacioén hélice $. La regién transmembranal se localiza del aminoacido 9 al
31, con una longitud de 23 aminoacidos. La secuencia correspondiente es
AlIAILSIAIIALIVIMVIMVF. El extremo N-terminal es la alanina (A) y el extremo C-
terminal es fenilalanina (F).

No.'N tefnun&lm Regi6n transmembranal . C terminal tipo B longitud

1 9  IAIIAILSIAIIALIVIMVIMIVE = 31 Primaria 23

Fig. 27 Region transmembranal de VP26. La longitud que predice el programa SOSUI es de 23
aminoacidos {9-31)

La proteina VP26 presenta 16 residuos con carga negativa (Asp + Giu) y 21
cargados positivamente (Arg+Lys). El perfil de hidropatia predice la posicion de la
regién transmembranal del aminoacido 9 al 31, representada en la Fig. 28.




PERFIL DE HIDROFOBICIDAD
28a 28b

Fig. 28. Grafica del perfil de hidrofobicidad de VP26. 28 a) La region transmembranal se sitda en
el marco verde, de acuerdo a los datos generados con el programa SOSUL. 28b) Se presenta la
prediccion de la hélice alfa en forma de rueda de carreta, y se muestra el orden de los
aminoacidos de la regién transmembranal (ABAILSIANALIVIMVIMIVF), donde S representa un
residuo polar con carga positiva.

MODELO DE LA REGION TRANSMEMBRANAL

PRIMARY HELIX
SECONDARY HELDY

Fig. 29. Modelo de la region transmembranal de VP28, donde se muestra el orden de los
amincacidos (AlIAILSIANALIVIMVIMIVF) a través de la membrana.

El modelo virtual para predecir la conformacion de la hélice transmembranal se

muestra en la Fig. 29.
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La composicidn de aminoacidos de la proteina fue determinada con base en el
andlisis de secuencias de un fragmento de DNA WSSV, iniciada en el extremo
amino terminal del producto de PCR de vp28, generado por los primers vp26F 5°-
ttc ttg gag gtg aat cca atg-3" y vp26R 5°ggc aac cta aca aac ctg ga-3',
amplificado a partir del purificado viral de WSSV, purificado en un gel de agarosa
al 1%, clonado en p MOSBLUE y secuenciado.

13c. Analisis de homologia y alineacion miltiple de secuencias del gene
vp26
Con el programa Blast (Blosum 62, EMBI) se realiz la bisqueda de fragmentos

similares al producto vp26 del aislado mexicano de WSSV, encontrandose en la
mayoria una homologia del 100% (569/569) en secuencias similares de VP 26
con orientacion positiva y un fragmento en orientacién negativa. Solo en dos
casos se presentd homologia del 99 % (Pat. DINH, WSP551446 y AY22(0746,
lamada VP28), ambas sin referencia geografica del aislado viral. Posteriormente
se alinearon las secuencias con el programa Clustat W (1.82) de alineacion
multiple, se compararon las secuencias de varias regiones geograficas (Se cita a
continuacién la secuencia y la clave de acceso en el GenBank/EMBL (Fig. 30).
CLUSTAL W (1.82)

VP26RYZ220746 GGCAACCTAACAARCCTGGACGTTGCAATTATTGCARTCTTGTCCATTGCARTCATTGCT 60
NOREFAX081308 GGCAACCTAACARACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
INDIAN AY422230 GGCAACCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCARTCATTGCT 60
VPZEPATAF3B80841 GGCAACCTRACAAACCTGGACGTTGCAATTAT TGCRAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
PARXU AX151533 GGCARCCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
PW1093402X081316 GGCARCCTAACARACCTGGACGTTGCAATTAT TGCAATCTTGTCCATTGCRATCATTGCT 60
INDOROTAYZ249439 GGCARCCTAACAAACCTGGACGTTGCARTTATTGCARTCTTGTCCATTGCAATCATTGCT &0
JAPON 98RY2492438 GGCARCCTAACARACCTGGACCTTGCAATTATTGCARTCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
WSMEX GGCAACCTAACABACCTGGACGTTGCARTTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
DINH WSP55144¢€ GGCAACCTAACARACCTGGACGTTGCAATTATY GCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT €0
VE2ZAF272980 GGCARCCTAACAARCCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
26kDAF173992 GGCARCCTAACRARCCTGGACGT TGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCARTCATTGCT 60
P2ZMRAF308164 GGCARCCTAACAARCCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60
CHI95/DALIAY249435 GGCARCCTARACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT 60

CHIND9/QINDAO AY249436
US98/SCAROL AY249437

GGCAACCTARCAAACCTGGACGTTGCAATTATT GCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT
GGCARACCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCT

dedkdkwkkkdhrk kb hd etk kddkdekk bk ddkdrdd ki k ki hkdokk

AY220746 CTAATCGT TATCATGGTTATAATGATTGTATTCARCACACGTGT TGGAAGRAGCGTCGTC 120
AX(81308 CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATT CAACACACGTGTTGGRAGAAGCGTCGTC 120
AY422230 CTAATCGT TATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTETTGGAAGAAGCGTCGTC 120
AF380841 CTAATCGTTATCATGGTTATARTGATTGTATTCARCACACGTEGTTGGAAGRAGCGTCGTE 120
aX151533 CTAATCGTTATCATGETTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGARGARGCGTCGTC 120
081316 CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCARCACACGTGTTGGAAGRAGCGTCGTC 120
BY249439 CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTGTTGGARGAAGCGTCGTC 120
AY2249438 CTRAATCGTTATCATGET TATARTGATTGTATTCAACACACGTGT TGGAAGAAGCGTCGTC 120
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HWSMEXIvp2
WSP551446
aF272980
AF173992
AF308164
AY249435
2Y249436
aY249437

aY220746
AX081308
AY422230
AF380B41
AX151533
AX081316
AY245439
AY249438
WSMEXICOVP26
WSP551446
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AF173992
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AY249435
AY249436
AY249437

AY220746
AX081308
AY422230
AF380841
AX151533
AX081316
AY249439
AYz49438
WSMEXVP26
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AY249436
AY249437

AY22074%
AX081308
AY422230
AF380841
1¥151533
AX081316
AY249439
AY249438
WSMEXIVpZ6
WSP551446
AF272980
AF173992
AF308164
AY249435
AYZ49436
AY249437

AYZ220746
AX081308
AY422230
AF380841
A¥151533
A¥081316

CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCAACACACGTGT TGGAAGAAGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATRATGATTGTRT TCARCACACGTETTGGAAGARGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTAT TCAACACACGTGTTGGAAGARGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATBATGAT TGTATTCARCACACGTGTTGGARGARGCGTCGTC
CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCARCACACGTGTTGGARGAAGUGTCGTC
CIAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTAT TCARCACACGTGTTGGAAGRAGCGTCGTL
CTARTCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCARCACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTC

CTAATCGTTATCATGGTTATAATGATTGTATTCARCACACGTGTTGGARGARGCGTCGTC
P R R T e R T S & R e A s T L R T 2 T T I

GCTAATTATGATCAGATGAT GCGRGTCCCAATTCARRGAAGEGUARAGGTARTGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAAT TCARAGAAGGGCARAGGTAATGT CAATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCABAGAAGGGCARAGGTAATGTCRATT
GCTAATTATGATCAGATGATCGCGAGTCCCRATTCARAGARAGGGCARAGGTAATGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCARRGARGGGCARARGGTAATGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAR T TCAAAGARGGGCRAARGGTAATGTCARTT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAAT TCARAGAAGGSCRAARGGTAATGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATCGATGCGAGTCCCRATTCARAGRAGGGCARRGGTARTGTCAARTT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCRAAAGARAGGGCRAARGGTARTGTCRATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATTCARAGAAGGGCAAAGGTAAT GTCARTT
GCTARTTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAAT TCARAMGAAGGGCARRGGTALATGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATT CABAGAAGGGCAARGGTAATGTCAATT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAAT TCARAGAAGGGCARRGGTAATGTCARTT
GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAATT CARAGAAGGGCARARAGGTAATGTCAATT
GCTARTTATGATCAGATGATGCGAGTCCCARTT CARAGAAGGGCARAGGTARTGTCAATT

GCTAATTATGATCAGATGATGCGAGTCCCAAT TCARAGAAGGGCALAGGTAATGTCAATT
LT e T S TR A L L L R TR S R LI I L R L T T

CGTGGAGAGAGGETCCTACAATACTCCTCTTGEAARAGGTGGCCATGAAGRATGGTCTCTCC
COTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTC TTGEAAAGG TGECCATGRAAGAATGGETCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACARTACTCCTCTTGGARRGGTGGCCATGARGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACRATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGETCCTACARTACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGARGAAT GGTCTCTCC
CGTGGAGRGAGGTCCTACRATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGAAGART GGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACARTACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGAAGARTGGTCTCTCC
COTGEAGAGAGCTCCTACAATACTCCTCTTGGAARGGETGGCCATGAAGAATGETCTCTCC
CETGGAGRGAGEGTCCTACAATACTCCTCTTGGAAAGGTGGCCATGARGARTGGTCTCTCC
CGIGGAGAGAGGTCCTACAATACT CCTCTTGGRRAAGGTGGCCATGARGRATGGTCTCTCC
CETGCGAGAGAGETCCTACAATACT CCTCTT GGARAGGTGGECCATGARGAATGETCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGARRGGTGGCCATGRAGRATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTCTTGGARAGGTGGCCATGRAGAATGGTCTCTCC
CETGGAGRGAGGTCCTACRATACTCCTCTTGGARAAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGETCCTACRATACTCCTCT TGGARAGETGGCCATGRAGARTGGTCTCTCC
CGTGGAGAGAGGTCCTACAATACTCCTC TTGGAARGGTGGCCATGAAGRATGGTCTCTCC

Fharkhk kI NIFT kbR htkhkrrhrkddkkrrkrikkhkdhrrrdxhkhkrrrrrrhorhdkin

GRTAAGGACATGARGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCETCACRGCCCCARGE
GATAAGGACATGAAGGATGT TTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATARGGACATGAAGGATGT TTCTGCTGATCTTGTCATCTUTACCGTCACAGCCCCARGG
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCT TGT CATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGS
GATRAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGS
GATAAGGACATGARGGATG T TTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCUCARGS
GATARGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCRAGG
GATRRGGARCATGRAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGG
GATARGGACATGRAGGATGTTTCTGCTGATC TTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGE
GATRAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG
GATARGGACATGRAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGUCCCARGG
GATAAGGACATGRAGGATCTTTCTECTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGE
GATARGGACATGRAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAMGE
GATARGGACATGRAGGATGTTTCTGCT GATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCARGG
GATAAGGACATGRAGGATGTTTCTGCTGATCITGTCATCTCTACCETCACAGCCCCARGE
GATAAGGACATGAAGGATGTTTCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGG

HHEEE A I AT AR AL R TSR TR IR I AT AR L AT kT d b hhe bbbk dhhitn

ACTGATCCCGCTGECACTGEGGOCEAGAACTC TARCATGACTT TGRAGATCCTCARCARL

ACTGATCCCGCTGGCACTGEGGCCEAGAACTCT TGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGBCTGGCACTGGGGCCGAGARCTCT, TGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGARCTCT TGACTTTGAARGATCCTCARACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGECCGAGARCTCT, TGACTTTGAAGATCCTCAACARC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCT TGACTTTGAAGATCCTCAACARC
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AY22074¢6
2X081308

ACTGATCCCGLTGGCACTEGGGCCGAGRACTCTAA
ACTGATCCCGCTGGECACTGGGGTCGAGARCTCT
ACTGATCCCGCTGECACTGGGGCCGAGAACTC TAR

ATGACTTTGRAGATCCTCARCALC
TGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
TGACTTTGAAGATCCTCARCARC

[~z

' ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGAACTCTA&EATGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGECCGAGARCTCT, TGACTTTGARGATCCTCARCARC
ACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCCGAGRACTCT TGACTTTGARGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGUTGGCACTGGEGCCGAGRACTCT TGACTTTGAAGATCCTCAACAAC
BCTGATCCCGLCTGGCACTGGGGCCGAGARCTCT. TGACTTTGARGATCCTCAACAAT

ACTGATCCCGCTGECACTEGGGCCHAGAACTCTANIATGACTTTGARGATCCTCAACAAC
ACTGATCCCGCTGGCACTEGGGCCGAGRACTCTANIATGACT TTGARGATCCTCARCAAC

AR LA E RS L SRR LR L AL RS EEEERE LR AR LRI EE AL AL ERE R E YRR

ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGACATTACTGT TCGGCCARCTGTTATTGCAGGARARC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGACATTACTGTTCGGCCAACTGTTATTGCAGGARAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGAT CARCGACAT TACTGT TCGECCARCTGTTATTGCAGGARAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGAT CARACGACATTACTGTTCGGCCARCTGTTATTGCAGGARAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGAT CARCGACAT TACTGTTCGGCCARCTGTTATTGCAGGAARC
ACTGGCGTCGATCTCT TGATCAACGACATTACTGT TCGECCRACTGTTATTGCAGGREAC
ACTGGCGTCGATCTCT TGATCARCGACATTACTGT TCGGCCAACTGTTATTGCAGGARAL
ACTGGCGTCGATCTCT TGATCARCGRCATTACTGT TCGGCCAACTGTTAT TGCAGGARAL
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCARCGACATTACTGT TCGGCCAACTGTTATTGCAGGAAAC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGT TCGGCCAACTCT TATTGCAGGAART
ACTGGCETCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCARCTGTTATTGCAGGRAARC
ACTGECGTCGATCTCTTGATCAARCGACATTACTGT TCGGCCARCTGTTAT TGCAGGAARC
ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGTTCGGCCAACTSTTATTCGCAGGARAC
- ACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGT TCGGCCARCTGTTAT TGCAGGARAL
ACTGGCGTCEATCTCTTGATCAACGACATTACTGT TCGGCCAACTGTTATTGCAGGRAAC
ACTGGECGTCGATCTCTTGATCAACGACATTACTGT TCGECCARCTGTTATTGCAGGARRC

b e R b ke S R A E R A E RS A LA SR SRR S bRk EEE LS S ]

ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACT TCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT
ATTAAGGGRAATACTATGTCGARCACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACT TCTCGAGCARGGACATTAAATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGARCACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGRAACACTTACTTCTCGAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGRCATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGAACACTTACT TCTCGAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACAT TARATCTTCATCT
ATTAAGGGARATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAARATACTATGTCGARCACT TACTTCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACT TACTTC TCGAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCARAGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACTTCTCGAGCARGGACATTARATCTTCATCT
ATTAAGGGEAATACTATGTCGARCACTTACTTCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATCT

Hhkxk Kk kdkkkbkrdd ke hkdhkbrd Rk bdddhkkFrrr kb hdrb kR b bk ETrAT e xsr

TCAARAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGRAGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCAAARATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCABATTTGAAGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCARRAATTACCCTCATTGACGT GTGCAGCARATTTGARGAC GCAGCCTTCGRAGCT
TCAARRATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAAATTTGAAGAC GCAGCCTTCGARGCT
TCAARARTTACCCTCATIGACGT GTGCAGCARATTTGAAGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCARRAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGAC GCAGCCTTCGARGCT
TCARRARTTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCAARAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGAC GCAGCCTTUGAAGCT
TCARRARTTACCCTCATTGACGTGTGCAGCRAAAT TTGARAGAC GCAGCCTTCGAARGCT
TCARAARTTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAAATTTGAAGAC GCAGCCTTCGARGCT
TCARAARTTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAARTTTGAAGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCAARAATTACCCTCATTGACGTCTGCAGCAARTTT GARGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCAAAAATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAAATTTGAAGACG@kGCAGCCTTCGAAGCT
TCARABATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGAAGAL GCAGCCTTCGARAGCT
TCAARBATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCAAATTIGAAGAC GCAGCCTTCGAAGCT
TCARRRATTACCCTCATTGACGTGTGCAGCARATTTGARGAC GCAGCCTTCGAAGCT

EEKRKKE IR A A EAETRX A A AT AR T AR AF R A AT Aok hadh bk hrd Fhkhhhrhrkrhdkidis

ACAATGARCATTGGRATTCACCTCCAGGRA 5639
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AY422230 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGRR 5639

AF380841 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAR 569
AX151533 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAAR 569
AX081316 ACAATGARCATTGGATTCACCTCCAAGRA 569
AY249439 ACAATGAACATTEGATTCACCTCCAAGRA S63
BY245438 ACAATGARACATTGGATTCACCTCCAAGRA 569
WEMEXVP26 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGRA 56%
WSP551446 ACARTGAACBTTGGATTCACCTCCAAGAA 569
AF272%80 ACAATGARCATTGGATTCACCTCCARGAA 569
AF173992 ACAATGRACATTGGATTCACCTCCARGAR D69
AF308164 ACAATGARCATTGGATTCACCTCCAAGAR 569
AYZ249435 ACAATGRACATTGGATTCACCTCCARGRA 569
RY249436 ACARATGAACATTGGATTCACCTCCARGAR 569
BRY249437 ACAATGAACATTGGATTCACCTCCARGAR 569

Fig. 30. Alineacién multiple de secuencias homdélogas a VP26 obtenidas por medio del BLAST y
Clusta, donde se represenian la sustitucion y deleccion en los aislados WSP551446 vy
AX081308,

En el analisis Clustal W se determinaron que en dos secuencias de aislados de
WSSV existian substituciones o delecciones, en la posicién 336 una substituciéon
de T — C de WSP551446 y en la posiciébn 524, una delecciéon de G en el

aislado AX081308 sin referencia de ubicacion geogréfica.

13d. Analisis filogenético de secuencias del gene vp26

Las secuencias analizadas con MEGA, agrupan dos cluster principales, el mayor
de ellos, ubica a México, pronostica una rama evolutiva muy relacionada con los
aislados de China/Dalian, India, Indonesia, US96/SCarolina y otros sin referencia
geografica que se muestran en la Fig. 31.

En el segundo grupo filogenético se encuentra el aislado de Japon, PW109340
(AX081316, PAT W00109340) y otras secuencias sin referencia geografica. Un
aislade no relacionado en ambos grupos, con el No. de acceso AX151533 (PA
XU), citado como una patente de Xu y cols., emerge solo, de una rama
flogenética separada, segun el andlisis realizado.

El andlisis tipo “bootstrap” con 1000 reposiciones, en cada rama indica valores de
66 a 69, indicando una confianza estadistica escasamente informativa. Aun
variando los parametros de reposiciones y remuestreos, no se logré aumentar el
nivel de bootstrap. Las secuencias con homologia del 99%, DINH (WSP551446) y
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VP26 (AY220746) se sitian en ramas evolutivas diferentes, como se observa en
la Fig. 31.

CLADOGRAMA DE vp26
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Fig. 31. Arbol filogenético de vp26. La prediccién evolutiva con el método bootstrap, predice tres
ramas evolutivas. La secuencia del aisladc mexicano se relaciona filogenéticamente con los
aislados de China, India, Indonesia y US98/South Carolina.

13e. Analisis de alineacion miiltiple de secuencias de proteinas homélogas
a VP26.

El analisis de homologia, mostré similitud del 100 % con la mayoria de las
secuencias de VP26 del aislado mexicano del virus WSSV con AF272980
(QOICG6), AF173992, AF308164, AF308164 P22 mRNA, AY249435
(China95/Dalian), AY249436 (China 99/Qindao), AY249437
(US98/SouthCarolina), AY249438 (Japan98), AY249439 (Indonesia 97),
AX081316 (WO0109340), AF380841, AY422230, AY220746.

La proteina (VP) tiene como sindénimos registrados vp26, VP22, VP26, p22,
ORF153, WSSV 367 Wsv311 (NCBI Tax ID 92652).

Los nimeros de acceso al banco de genes EMBL, identificacién de la proteina
son AF272980; AAF82366.1; AF173992; AAF29806.1; AF308164; AAL09430.1;
AF332003; AAL33313.1; AF369029; AAK77822.1; AF369029; AAK77822.1;



AF380841; AAK59320.1; AF440570; AAL89235.1; AJS551446; CADB83838.1;
AY249435; AAP06662.1; AY249436; AAP(06663.1; AY2409437, AAP06664.1;
AY249438; AAP06665.1; AY249439; AAPOB666.1; AY422230; AAR12567.1.

Se identific6 una homologia del 94% con la secuencia AY220746 (179/189,
Q801X7) en un marco de lectura +3 / +3 (Fig. 32).

El analisis de alineacion muitiple se detalla a continuacién, representandose las
secuencias 100 % idénticas con la secuencia Q9ICGE (AF272980), pero en el
fragmento del aislado mexicano no se inciuy6 la regién codificante para M, Ey F.

CLUSTAL (1.0} multiple sequence alignment

Sequence ==—GNLTNLDVAIIAILSIAITALIVIMVIMIVFNTRVGR——SVVANYDOMMRVPIQRRA 55
Q9ICGE MEFGNLTNLDVAITAILSIAIIALIVIMVIMIVENTRVGR--SVVANYDOMMRVPICRRA 58
Q80IX7 MEFGNLTNLDVAIIAILSIATIALIVIMVIMIVENTRVGR--SVVANYDOMMRVPIQORRA 58
Sequence KVM3IRG-ERS YN-TPLGEVAMENGLSDKDMKDVSADLVISTVTAPRTDPAGTGAENSNM 113
Q9ICGEH KVMSIRG-ERSYN-TPLGEVAMENGLEDKDMKDVSEDLVISTVTAPRTDPAGTGAENSHM 116
DEOINT KVMSTRG-ERSYN-TPLGEVAMENGLS DKDMKDVSADLVISTVTAPRTRDPAGTGRENSNM 116
Sequence TLRKILNNTGVDLLINDITVRPTV-————-TAGNIKGNTMSNTYFSSKDIRSSSSKITLIDV 168
Q9ICG6 TLRILNNTGVDLLINDITVRPTV—-~-—--TAGHNIKGHTMENTYFSSKDIKSSSSKITLIDY 171
080IX7 TLEKILNNTGVDLLINDITVRPTV-———-— IAGNIKGNTMSNTYFSSKDIKSSSSKITLIDV 171
Sequence CSKFEDGRAFEATMNIGEFTSK-——-——————— 18%

Q9ICGE CSKFEDGAAFEATMNIGFTSKNVIDIKDEIRKK 204

Q80IX7 CSKFEDGAAFEATMNIGFTSERVIDIKDEIKKE 204

Fig. 32. Andlisis de alineacion multiple se secuencias Clustal W. El analisis de alineacién (EMBI)
mostré el 100 % de homologia con 12 secuencias, representadas en esta figura con Q9I1CGE, de
ias cuales solo en dos de ellas se encontraron diferencias en Q80IX7

Las diferencias encontradas son la substitucion del aminoacido K — R vy la

ausencia de los aminoacidos M, E y F en la secuencia obtenida del aislado
mexicano de WSSV, debido a que en la region amplificada y clonada no se
incluyd a los tripletes indicados.

El arbol filogenético muestra dos ramas evolutivas, en una de la cual se agrupan

todos los aislados geograficos, menos uno, el DINH, que aparentemente surgi¢
de un ancestro separado (Fig. 33).
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Fig. 33. Arbol fitogenético de VP26. El programa MEGA, con 1000 reposiciones, predice un
ancestro evolutive para el aislado mexicano, indio, americano, indonesio, chino y japonés, con

valores de bootstrap inferiores a los limites confiables por lo cual nc es completamente
informativo.

14 Analisis del gene vp19

14a. Secuenciacion del gene vp 19: -

El analisis de la secuencia y traduccién del fragmento de la vp19, indica gque este,
esta constituido por 363pb lo que constituye a 120 aminoacidos, en el cual inicia
con una poliadenilacién e inmediatamente el codon de inicio. El peso molecular

teérico es de 13114, y el punto isceléctrico es acido, de 4.36 con una
hidrofobicidad de -0.253333

Este fragmento codifica a 363pb para una proteina de 120 aminoacidos del marco
de lectura +3 como se muestra en la Fig. 34.



GCC TCC TCT TGG GGT AAG ACA TAA AAA CGG TGG CGG CGG AAA CGA GGA ACA GAA
GAG CGG ACC CAG CCA GAA GCA TCA TAT CCC TGG TCC TGT TCT TAT ATT TGT CCT
CAT CAT CGT TAT CGT TGG CAG TGT CGT CAT CAT CAA CGG TGT CCT TAT CAG TGT
CAG AAT CGC TGT CCT TCT TTG GTC GCA TGC ATA CAT TCA TGA CGG CCA GGA CGA
GGA TAC CAA TTG AGA TAG CAA CGA TCA AAA AGA GAC CCA TGC GAG CCA TAG ACA
TGG AGC CTT CAA GAT CTT CCA TGG TGT AAG AAG GGG CAG CGG CCT GGG CTC CGG
TCC TGC CGA AAG GAAGAGTG TTAGTC GTG GTGGCCATTT

REVERSO COMPLEMENTO
AAATGGCCACCACGACTAACACTCTTCCTTTCGGCAGGACCGGAGCCCAGGCCGCTGGCC
CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT
TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGGGAC
CAAAGAAGGACAGCGATTCTGACACTCATAAGGACACCGATGATGATGACGACACTGCCA
ACGATAACGATGATGAGGACAAATATAAGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG

GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCAAGAGGAGG
G

Fig. 34. Secuencia amplificada con ios primers VP19F y R del aislado viral WSSV. El fragmento
analizado es de 363 pb.

El fragmento de 363 pb caodifica para una proteina de 120 aminoacidos

aaatggccaccacgactaacactcttcecttteoggecaggaccggageccaggecgetggecct
M AT T T ¥ T L P F G R T G A g A A G P
tcttacaccatggaagatcttgaaggetoccatgtetatggetegeatgggtctotttttg
$ Yy T M E D L E G 5 M s M A R M G L F L
atcgttgetatctcaattggtatcoctegtectggecgteatgaatgtatggatgggacea
1 v A I 85 I ¢6 I L v L A2 V M NV WM G P
aagaaggacagcgattctgacactgataaggacaccgatgatgatgacgacactgeccaac
K K b s bs DT DK D TDUDD &P DT A N
gataacgatgatgaggacaaatataagaacaggaccagggatatgatgcttctggetgag
DN D D E D K Y KNURTIRIDMMIUL L A G
tecgetettetgttoctegtttecgeegecacegttittatgtettaccecaagaggagge
s AL L F L VvV § A AT VYV FM 35 Y P K R R

Fig. 35. Traduccion de vp 19 en el marce de lectura +3 para el fragmento vp19 de 363 pb.

14b. Analisis de hidrofobicidad

El perfil hidropatico de vp19 indica dos regiones transmembranales, con el
siguiente indice, como se muestra en la Fig. 36.

N
TSI

1l Fi
Fig. 36. Grafica del perfil de hidrofobicidad de la proteina VP 19 del fragmento amplificado y
clonado del aislado WSSV de México,




Las regiones hidrofébicas quedarian situadas de la region 35 del extremo N
terminal (R), a la posicion 57 C terminal (W) y de la posicién 96 (M) a 114 (M) en
los extremos N y C-terminal respectivamente.

La secuencia de las dos hélices transmembranales se detalla en la Fig. 37 ay 37

b.

No |N Regién transmembranal C Tipo Long
terminal Terminal

1 35 RMGLFLIVAISIGILVLAVMNVW | 57 Primaria |23

2 96 MLLAGSALLFLVSAATVFM 114 Primaria | 19

Fig. 37 a. Regiones transmembranales de VP19 del aislado mexicano de WSSV.

Fig. 37b. Modelo de las dos regiones transmembranales de VP 19. El orden de los aminoacidos

de las hélices hidrofébicas, de acuerdo al programa SOSUI.

Fig. 38. Modelo de la ubicacitn de Ias dos regiones transmembranales para el gene de la vp19.

70



lLa posicion de las dos regiones transmembranales, se situaria en la regién
hidrofébica de acuerdo al modelo del programa SOSUI representado en la Fig.
38.

14¢. Anélisis de alineacién multiple de secuencias homologas a vp19.
La bisqueda en bancos de datos de homologia de secuencias (BLAST), revelé la

presencia de varias VP 19 similares a la del fragmento de 363pb (VP19), todas
ellas penteneciente al virus WSSV de diferentes regiones geograficas. Estas

secuencias se compraron utilizando el programa ClustalW (Fig. 39).

Las secuencias homologas con el fragmento amplificado y clonado fueron Taiwan
(AF440570); Vietnam (AY160771), Indonesia 97 (AY249448), Japdén 98
(AY249447), Aislado de EUA98/SUR Carolina (AY249446), Aislado de China
89/Qindao (AY249445), Aislado de China 95/Dalian (AY249444), Tailandia
(AF369029), China (AF332093), Korea 01 (AY316119), China 02 (AY220744),
Singapore (AF402997) e India (AY422227). La Fig. 39 detalla el analisis Clustal

W de la alineacion multiple donde se muestra la similitud entre las secuencias

homélogas.
CLUSTALW {1.82) ALINEACION MULTIPLE DE VP19

México TGGCCACCACGACTAACACTCTTICTTTCGGCAGGACCGGAGICCAGGCCGCTG 60
Indonesia TGGCCACCACGACTAACACTCT T TTTCGGCAGGACCGGAGCCAGGCCGCTG 60
Taiwan RARTGGCCACCACGACTAACACTCTTICTTTCGGCAGGACCGGAGICCAGGCCGCTG 60
China = LTGGCCACCACGACTAACACTCTTCICTTTCGGCAGGACCEGA CAGGCCGCTG 58
Singapore - -ATGGCCACCACGACTARCACTCTTOCTTTCGGLAGGACCEGAGICCAGGCCGLTG 58
Korea A TGGCCACCACGACTARCACTCTTICTTTCGGCAGEACCGEAGIACCAGGCLGCTG 58
India [ -ATGGCCACCACGACTAACACTCTTIICTTTCGGCAGCACCGGAGICCAGGCCGCTGETC 58

khhkhkkhkhdrhkhhhkhthkrxhkhhhhdk *kdtkhkhhbhbhdhkhhhbhhhih *dhkhbhdhkkitdx *

México CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGARGCGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 120
Indonesia CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGETCTCTTTT 1240
Taiwan CTTCTTACACCATGGAAGATCT TGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 120
China CTTCTTACACCATGGAAGATCTTCAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 118
Singapore CTTCTTACACCATGGRAAGATCTTGAAGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 118
Korea CTTCTTACACCATGGAAGATCTTEGARGGCTCCATGTCTATCECTCGCATGGGTCTCTTTT 118
India CTTCTTACACCATGGAAGATCTTGARGGCTCCATGTCTATGGCTCGCATGGGTCTCTTTT 118
AR EFETEEEE SRS LA NT A ER L SR RS R RS R 2R FEL RS LSS SR RN SR X2
México TGATCGTIGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGRAATGTATGGATGGGAC 180
Indonesia TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGAATGTATGGATGGGAC 180
Taiwan TEATCGTTGCTATCTCAATTGETATCCTCGTCCTGECCGTCATGAATGTATGCATGGGAC 180
China TGATCGTTGCTATCTCAATTGETATCCTCGTCCTGGCCGTCATGARTGTATGGATGGGAC 178
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Singapore TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGRATGTATGGATGGGAL 178
Korea TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCUCGTCATGRAATGTATGGATGGGAC 178
India TGATCGTTGCTATCTCAATTGGTATCCTCGTCCTGGCCGTCATGRATGTATGGATGGGAC 178

hhkkkrhkrhdkhkhrthhhhddrdhbdhhhbdrdrhhhhdrdhddhhhbdbhrdbhbrhdrdrdaohdhhhhddhdk

Mézico CARAGAAGGACAGCGATICTGACACTGATAAGHECACCEHTGATGATGACGACACTGCCA 240
Indonesia CAAAGAAGGACAGCGAT%ETGACACTGATAAG%ACC GATGATGACGACACTGCCA 240
Taiwin CARAGAAGGACAGCGAT[CTGACACTGATAAGGRICACCHATGATGATGACGACACTGCCA 240
China CARAGAAGGACAGCGATTICTGACACTGATAAG %ACCG@TGAT GATGACGACACTGCCA 238
Singapore CARAGRAGGACAGCGAT[C|CTGACACTGATAAGGRICACCGRITGATGATGACGACACTGCCA 238
Korea CARAGARGGACAGCGATTICTGACACTGATAAGGRICACCHAT GATGATGACGACACTGCCA 238
India CAAAGAAGGACAGCGAT%ETGACACTGATAAG ACCGATGATGATGACGACACTGCCA 238

khkkkkdkhkdkdhhhwdhhdkdhn Fhkhhhkkhkhkkdhh Fdkdkhk ook ok dod gk ek ok ok ok ko

México ACGATARCGATGATGAGGACAAATATAAGARACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 300
Indonesia ACGATAACGATGATGAGGACARATATAAGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 300
Taiwan ACGATAACGATGATGAGGACAAATATAAGRACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 300
China BACGATAACGATGATGAGCACRARTATAAGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 298
Singapore ACGATARCGATGATGAGGACAAATATAAGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 298
Korea ACGATARCGATGATGAGGACARARTATARGAACAGGACCAGGGATATGATGCTTCTGGCTG 298
India ACGATARCGATGATGAGGACAAATATAAGRACAGGACCAGGGATATGATGCTTCIGGCTG 298

kdkkdkdkrdkhkhkkhhkbhdrdbdkhkhbrdrhrdbhddhkdhddbddhrhkkdhkddeddhdkirnkkkd

México GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCAAGAGGA 360

Indonesia GGETCCGCTCTTCTGTTCCTCETTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTRCCCCAAGAGSGA 360
Taiwan GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCAAGAGGA 360
China GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCAAGRAGGR 358
Singapore GETCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCAAGAGGS 358
Rorea GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCARGAGGA 358
India GGTCCGCTCTTCTGTTCCTCGTTTCCGCCGCCACCGTTTTTATGTCTTACCCCARGAGGA 358
FE NS A2 222 2 S 2SR L 2R RN EFEREELS S SIS LS LR R E SRS S B R R R RS E SRS
México GGC 363
Indonesia GGC 363
Taiwan GGC 363
China GGC 361
Singapore GGC 361
Korea GGC 36l
India GGC 361

* kR

(China:0.002?7,Singapore:0.00277,(Kdrea:0.00277,(India:0.00554.(T aiwan:0,(Mé
xico:0,Indonesia;0.00276):0).0):0):0);

Fig. 39. Alineacidon Clustal W {1.82) de alineacién mdltipie, para la comparacion de secuencias
nucleotidicas del gene vp19 de varias regiones geograficas (Se cita a continuacién la secuencia y
la clave de acceso en el GenBank/EMBL. Fig. 38).

Las secuencias con 100 % de homologia fueron AF440570.1 (Taiwan);
AY160771.1 (Vietnam); con el 99 % fueron AY249448.2 (Indonesia 97),
AY240447.1 (Japon 98), AY249446.1 (US98/S Carolina), AY249445.1
(China99/Qindao), AY249444.1 (Chinag/Dalian), AF332093.1 (China),
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AF369029.1 (Tailandia), AY316119.1 (Korea 01), AY220744.1 (China 02),
AF402997.1 (Singapore) y AY422227.1 (India).

China, Singapore, Korea e India, no presentaron las dos primeras A de la
secuencia, difiriendo también, en la substitucion de C — T en el nucledtido 28 y
46 en el fragmento del aislado de la India. En el nucledtido 198/196, la
substitucion fue de T — C; en la posicion 214/212 A — T en el aislado de China
y 220/218 en los aislados de Indonesia. En el aislado de Korea, laC — T en el nt
59/57.

14d. Analisis filogenético de secuencias del gene vp 19
El analisis tipo “boootstrap” con 1000 reposiciones, no predice una asociacion

evolutiva confiable, mostrada por los valores bajos entre el 14 al 23 de frecuencia
estadistica. Este se analizé hasta 24500 resiembras sin resultados satisfactorios.
El programa MEGA, predice inicamente una rama evolutiva separada para India,
y el resto asociado en dos grupos mayores, segin se describe con detalle en la
Fig. 40.

CLADOGRAMA DEL GENE vp 19

4§ ————— China

14 ————— Singapore

16 Korea

Indonesia

BL—— Taiwan

Mexico

India

Fig. 40. Arbo! filogenético de las secuencias homdlogas a vp 19, de acuerdo a la prediccion del
programa MEGA, basado en el tipo de andlisis “bootstrap” con 1000 reposiciones.
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14e. Andlisis de alineaciéon miltiple de secuencias de proteinas homologas
a VP19,

En cuanto al analisis de proteinas se realizé un Clustal W (Fig.41) para el gene
de la vp19, a continuacién se cita las secuencias de proteinas para las siguientes
regiones geograficas:

Méxic MATTTNTLPFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
Taiwa MATTTNTLPFGRTGROAAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGE 60
Indon MATTTNTLPFGRTGROAAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGE 60
China MATTTNTLP[FGRT )AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVATISIGILVLAVMNVWMGE 60
S5ingapMATTTNTLEHFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
Keraa MATTTNTL{PFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60
India MATTTNTL|SFGRT AAGPSYTMEDLEGSMSMARMGLFLIVAISIGILVLAVMNVWMGP 60

ahkkdhkhkd dhkkdkk Fhkhbdhkdddkrddhbhhrdhdkdrhrrddbhbhkdkdkhkdhdtdkdd bbbk
- -

México KKDS EDTD TEDDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
Taiwan KKDSIEDTD DIDDDDTANDNDDEDKYKNRTRODMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
Indone KKDSIEDTD TVIDDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
China KKDSIEDTD TDIDDDDTANDNDDECKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
Singa KKDSIEDTD TEDDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
Korea KKDSD@DTD TEDDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120
India KKDSIEDTD TEDDDDTANDNDDEDKYKNRTRDMMLLAGSALLFLVSAATVFMSYPKRR 120

Méxicc:0.00000,
Taiwan:;0.00000}
Indonesia:0.00833,
China:0.00833)
Singapore:0.00833)
Korea:0.00000,
India:0.01667)

Fig. 41. Andlisis de alineacion multiple de secuencias homdlegas para la proteina VP 19. Con
borde se sefiala la hilera de nucleétidos con substituciones de los aislados geograficos reportados
en ios bancos de genes.

El andlisis de esta comparacién mostré que existen diferencias en donde se
substituyen aminoacidos en las secuencias reportadas. Con dos substituciones

se presentd el aislado de la India en la cual sustituye una P (Prolina) — S(Serina)
en €l noveno aminoacido y en el aminoacido 15 sustituyen una A(Alanina)—
V(Valina), con una sustitucién esta: Singapur sustituye una S (Serina) —P

{Prolina) en el aminoacido 66, China e Indonesia que sustituyen una D (Ac.
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Aspartico) —V (Valina) en el aminoéacido 71 y 73 respectivamente. El aislado de

Taiwan, Indonesia y México provienen de una misma rama filogenética, tal como
se presenta en la Fig. 42.

CLADOGRAMA DE LA PROTEINAVP19

55 ———— Indonesia

56 -  ——  Taiwan

0 Mexico
China
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Korea

India

Fig.42. Arbol filogenético basado en CLUSTAL W con el programa MEGA de la secuencia de
amincéacidos de VP19.

15. Expresion del gene vp 28:

Una vez que se obtuvo la secuencia del fragmento de DNA correspondiente al
gene que codifica para la proteina VP 28, se liber¢ del plasmido pMOS-VP28 y se
subclond en el vector de expresion PGEXS5X-1, ya que ambos tanto el inserto
como el vector presentan el mismo marco de lectura, obteniéndose el plasmido
pGEX5X1-VP28. Con este plasmido se transformaron bacterias E. coli DH-5a, y
de las bacterias transformantes se seleccionaron varias clonas con el fin de
inducir el péptido recombinate GST-VP28. La induccidn se monitored por
inmunotransferencia utilizando un suero de ratén anti-GST (Fig. 43).
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Fig. 43 a. Induccion de GST-VP28. Extracto totales de bacterias (E. coli DH-50 tranformadas con
le plasmido pGEX5x1-VP28) sin inducir (1) e inducidas con IPTG (2), se ensayaron por
inmunotransferencia con anticuerpos anti-GST.

Fig. 43 b. Purificacion de la proteina de fusién GST-VP28. Anilisis por SDS-PAGE al 10% de (1)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

T

5o

" st

%;4

)

pa UEE
e
F

T

. = . e .
bacterias no inducidas, (2) bacterias inducidas con IPTG, (3) sobrepadante (4) pastiila,

{5)material no unido a guitatién-sepharosa, (7-10) material unido a la resina y eluido con glutation
reducido.

Después de confirmar que se induce la expresion de la proteina recombinante, se
procedid a su purificacion por columnas de afinidad. Para ello extractos totales de
bacterias inducidas se pasaron por una columna glutatién-sepharosa y la proteina
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unida se eluyd con glutation reducido (Fig. 43 b). Se puede apreciar que el
método de solubilizacién no fue el adecuado, ya que en el material insoluble ain
se detecta tanto GST como GST-VP28. Por otro lado, la recuperacion de la
proteina de fusién es baja, ain a pesar de que se detecta gran cantidad de GST.
Posiblemente el inserto VP28 dentro del plasmido sea inestable y este siendo
abortado. También se observan dos bandas de proteina en la zona en donde
migra la proteina GST-VP28, asi como en la zona de GST, lo que sugiere que la

proteina de fusion esté sufriendo un proceso de degradacion.

Con el fin de obtener anticuerpos anti-GST-VP28, la proteina recombinante se
purificd por electroelucién, y el material obtenido se analizé6 por SDS-PAGE al
10% (Fig. 43 c).

Fig. 43 c. Analisis por SDS-PAGE al 10% del material electroeluido a partir del material unido a la
columna de afinidad de Glutation-Sepharosa (M) marcadores de peso molecular (2-3} fracciones
del material electroeluido.de acuerdo a su colecta en la camara de electroelucion

Con este método se logré purificar la proteina recombinante para inducir
anticuerpos contra ella y realizar préximos ensayos de inmunoproteccion.



VIl. DISCUSIONES

El WSSV, es causado por un virus devastador que afecta a un amplio nimero de
hospederos acuaticos, particularmente camarones peneidos. El genoma de WSSV
es alrededor de 300 kb (van Hulten y cols., 2001b; AF440570) y es de los
genomas virales mas grandes donde se han identificado 184 marcos de lectura, de
los cuales, cinco de ellos codifican a las proteinas estructurales mayores de la
envoltura y capside (van Hulten y cols., 2000a, ¢; 2001a; 2002).

Con respecto a su ubicacidon taxonémica del WSSV, primero fue asignado como
Baculoviridae ( Francki y cols., 1991). Actualmente el WSSV, no es aceptado como
familia de los bacuolvirus (Murphy et al., 1995) porque la talla de su DNA es mayor
a 200 kb y carece homologia genética significativa con los baculovirus. Segun la
informacion colectiva obtenida, van Hulten y cols., (2001b, 2002); proponen a
revision que WSSV podria ser un género representativo Whispovirus o incluso,
una nueva familia, Whispoviridae.

Actualmente se conoce que el virus de WSSV tiene un genoma de 305 kb (van
Hulten y cols., 2001b), y en un andlisis de éste, reportan 181 marcos de lectura
abierta (ORFs), donde algunos ORFs son similares a genes virales y ofros, a
genes eucaribticos, pero la mayoria codifica a proteinas putativas sin homologia a
alguna proteina conocida (Yang y cols., 2001). Por tanto, proponen una nueva
familia Nimaviridae y un nuevo genero Whispovirus , reconocido por el Comité
Internacional de Taxonomia Viral {Vlak y cols., 2002).

Con base en estos datos y por ser un patégeno de efectos devastadores en
Meéxico, nos propusimos purificar y caracterizar al WSSV, enfocandonos en las
proteinas que conforman la capside y nucleocapside, por PCR, clonar los marcos
de lectura abierta y realizar un analisis de homologia filogenético de virus, enfocar
los experimentos de la electroelusion especificamente en la proteina VP28.

En los resultados obtenidos por MET en tincidon negativa, se observd la
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nucleocapside en diferentes formas (debido a la morfogénesis del virus de WSSV).
Cuando la nucleocapside esta totalmente formada, en un extremo se observa la
forma de aro o anillo, con una prolongaciéon en forma de tubo en las cuales estan
localizados los cores en arreglos paralelos reflejando una segmentacion
superficial, cubiertos por una membrana. La forma de la estructura se asemeja a
un barril 0 bastén, con una longitud media de 150 nm. El tamafio de la
nucleocapside es de los mas grandes reportados en las cepas estudiadas a la
actualidad, comparados con los descritos por Nadala y cols (1998) quienes
describen al virus con 14 a 15 estriaciones verficales conspicuas localizadas
peribdicamente a lo largo del axis del core y su forma viral es de bastén con una
longitud de 130 a 159 nm. Durand y cols. (1997) reportan a la nucleocapside con
extremos asimétricos uno redondo y otro en forma cuadrada, con una apariencia
superficialmente segmentada, y con un extremo en forma de aro, ademas
menciona que estas caracteristicas asimétricas no han sido reportadas en el virus
del sindrome de Ié mancha blanca, sino que es una caracteristica de los
baculoviridae (clasificacién anterior) y que ha sido observada en los baculovirus
no ocluidos, Baculo-B y RV-CM (Johnson, 1988).

La descripcion viral antes mencionada es similar a la observada en los camarones
infectados naturaimente del Pacifico Mexicano. Ademas de observar los virus en
forma de barril o bastén y con asimetria en los extremos (un extremo con forma de
un aro y otro asimeétrico), en nuestras observaciones, encontramos una variante en
la nucleocapside la cual se observa con ambos extremos redondos en forma de
anillo, unidos por un cilindro que son de tamafio mucho mas grandes de la
nucleocapside normal, con una media de 207.97. Estas formas estructurales se
observaron en granjas que habian tenido de 2 a 3 epizootias consecutivas.

Wang y cols. (2000) reportan en diferentes aislados geograficos particulas virales
en forma de barril o bastdn con y sin cauda, considerandolo como un complejo
estructural de proteinas. En este estudio, observamos la forma de barril en

aislados de las granjas camaronicolas de la costa de del estado de Nayarit, en el
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estado de Sinaloa, la forma estructural del virus va de ovoide a completamente
redonda,

Por las diferencias ultraestructurales de varios aislados del Pacifico Mexicano,
suponemos que se debe a la misma morfogénesis del virus de la mancha blanca,
que empieza con la formacion del tubo segmentado largo y que éste se fragmenta
en mas cortos que seran los precursores de la nucleocapside ovoide a redonda
cubierta con membranas de novo, que proliferan de la membrana nuclear o puntos

de contacto entre membranas intranucleares como sefialan Durand y cols. (1997).

Por otra parte, el analisis de los purificados virales por geles de poliacrilamida al
12% mostrd la presencia de cuatro prominentes bandas proteinicas cuyos pesos
moleculares revelados fueron de 28, 26, 19 y 15 kDa estas se encontraron
presentes en el purificédo viral de las cuatro muestras estudiadas. Estos
purificados fueron tratados previamente con buffer NP-40 1% como lo realizé van
Hulten (2000a. b). Las pesos moleculares de las proteinas del viribn fueron
similares a las reportadas por Nadala y cols. (1998) y Wang y cols. (2000), la
diferencia radica en el nUmero de bandas encontradas, ellos encontraron proteinas
de tallas que van de 14.5 a 27.5 kDa. Nadala y cols. (1998), por ejemplo, de las
proteinas que reporta dos son de 19 y 27.5 respectivamente que bien se podrian
tratar de la proteina de 19 y de 28 kDa encontradas en este viridén. Sin embargo
los trabajos de investigaciéon con el que concuerdan los resultados son los de van
Hulten y cols. (2001a, b) quien sefiala la presencia de cinco proteinas estructurales
la VP28, VP26, VP24, VP19 y VP15 con tallas de 28, 26, 24, 19 y 15 kDa
respectivamente, donde la VP28, y VP19 se asacia con la envoltura del virién y la
VP 28, VP24 y VP15 se asocian con la nucleccapside.

La identificacion como proteinas pertenecientes al virus WSSV, de estas bandas
en el gel de SDS-PAGE fue confirmado por el analisis de Western blot usando
anticuerpos policlonales contra el virus. Estas proteinas juegan un papel muy
importante en el proceso de infeccion y desarrollo de la enfermedad de mancha



blanca en los camarones peneidos.

Yang y cols. (2001) demostraron que las proteinas de WSBV esta relacionade a
genes eucarioticos mas que a los mismos genes virales. En un analisis de
secuencia indica que WSSV difiere a todos los virus conocidos y quiza se les
pudiera relacionar con algunos genes de los herpesvirus, pero se diferenciarian en
cuanto a morfologia ya que WSBV tiene un genoma de DNA con doble cadena
circular y los herpesvirus, contienen una capside icosahédrica de dobie cadena
lineal.

En cuanto a la relacidbn morfoldgica con otros virus, tienen alguna similitud a los
baculovirus de los insectos solo que en éstos, no se detecta una homologia en la
secuencia de aminoacidos, por lo que sugieren que WSBYV representa una nueva
familia de virus © quiza representan una escala evolutiva significativa entre los
virus terrestres y marinos (Yang y cols., 2001).

Actuaimente el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, Vlak y cols.,
2002) coloca a este virus en la familia Nimaviridae del género Whispovirus, donde
la palabra Nima se refiere al tallo o extensiones polares de la particula viral y
filogenéticamente distintos a otros virus de DNA largos, Whispovirus: por que se
asemeja en cuanto a morfologia en algunos aspectos a los baculovirus pero
genéticamente sin relacion a la forma de varilla de los virus Oryctes.

En lo que respecta a los marcos de lectura abierta obtuvimos cuatro de los cinco
genes descritos por van Hulten y cols. (2000 b, 2001a; vp28, vp26,.vp19 y vp15),
los cuales se les considera importantes en cuanto al dafio patolégico que causa al
camaran, si se compara la evolucion de los genes asiaticos con los mexicanos, se
puede asumir que también evolucionaron de un gene que se duplicd vy
subsecuente mente se separaron, en estas mismas proteinas y tuvieron funciones
diferentes en el virus de WSSV, y estos fueron asignados a 10 familias de genes
(van Hulten y cols., 2002), lo que es posible; ya que los eventos de duplicacién de
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genes puede ser tanto en virus que presenten genoma de RNA (Boyko y
cols.,1992), como virus de DNA muy largo, estos tipos de virus pueden jugar un
papel muy importante en la co-evolucién entre el virus y el hospedero en respuesta
a la presién selectiva (Davison, 1999). Lo mismo considera Huang y cols. (2002) al
describir al gene vp281 como una proteina estructural nueva de WSSV en cuanto
a los niveles de aminoacidos y nucledtidos, concuerda con van Hulten y
cols. (2002) en que podria ser que esta proteina haya evolucionado por la
duplicacién de un gene y que tienen un gene ancestral comun,

Los dominios transmembranales se localizaron en 2 proteinas, siendo estas las
VP26 y VP19. La proteina VP26 presenta una conformacion hélice B, cuya longitud
transmembranal es de 23 aa, el exiremo 9 N-terminal se localiza el aminoacido
A(Alanina) y en el 31 C-Terminal F(Fenilalanina) ademas de ser una proteina con
un punto isoeléctrico 4cido. Para la VP19 se encontraron dos dominios
transmembranales, en la regién 35 y 96 N-Terminal (R y M) y el otro en la region 57
y 114 C-Teminal (W y M) respectivamente en el marco de lectura abierta del
aislado mexicano, lo cual sugiere que podria ser un puente entre la envoltura del
virion. van Hulten y cols. (2002) sefialan también estas dos regiones
transmembranales, una en el aminoacido 37 hasta el 59 y la segunda en el 95 al
117 aminoacido. Estos dominios hidrofébicos pueden estar involucrados en la
interaccién proteina-proteina, los cuales son necesarios para la formacion de ia
nucleocapside en la cual consiste en subunidades globulares que ademas sirve de
anclaje de esta proteina a la envoltura en el WSSV (van Hulten y cols. 2001a})..

Las proteinas que no presentaron regiones transmembranales fueron la VP28 y
VP15, ambas fueron proteina solubles. Para la VP28 que esta constituida por
172aa, nos revela que no tiene el péptido sefial, debido a que inicia a 32aa rio
abajo del marco de lectura como lo reporta Zhang y cols (2002), donde el gene
vp28 presenta 204aa e inicia con la Metionina lo que favorece al contexto de
Kozak. Para la VP15 de 71aa nos revela en su marco de lectura +2, a una proteina
altamente soluble sin regiones polares, como la reporta también van Hulten y caols
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{2002) mencionan que la VP 15 carece de regiones hidrofobicas, pero que es una
proteina con carga fuertemente positiva a todo lo largo de la longitud del
polipéptido, y una funcién de esta proteina altamente basica es que funciona como
histona, como una proteina que se asocia al DNA, Marks y cols. (2003) detectaron
seis mMRNA’s tardios en la infeccion, entre los 2-7 dpi, explicando las multiples
rondas de infeccidn que ocurren en las branquias. En contraste con ia expresion
del gen vp15, que se expresa claramente a los 16 hpi, precediendo a los otros vps,
y sugiriendo un papel temprano de la VP15, en la replicacion viral y en el proceso
de ensamble como una proteina asociada al DNA. De hecho, vp15 es el Unico gen
de proteinas estructurales con una secuencia consenso TATA, donde reside el
encendido mas temprano de la transcripcion de vp15, regulado por esta caja TATA,
tal como ocurre en genes similares del virus WSSV en los cuales se ha demostrado
que se expresan muy tempranamente en la infeccion como es el m1, M2, pk y
dnapol. El mismo autor, en un analisis 5’'RACE, indica que la transcripcion de los
genes vp28, vp26, vp24, vp19 y vp15 no inicia en una secuencia consenso para
todos los genes, sin embargo, se conserva un motif TIS (TCA TGA C) idéntico para
vp15 y vp24. Interesantemente, todos los vps contienen una secuencia rica en A/T
de 25 nt rio arriba de los TIS, que podria poseer una funcién de elemento promotor,
como ha sido demostrado para los baculovirus y poxvirus donde la region sirve
como un sitic de unidbn a una proteinasa o juegan un papel facilitando el
desenrollamiento de la doble hélice del DNA, y consecuentemente, el inicio de la

transcripcion.

En total, Ia literatura describe a 5 proteinas de |la envoltura viral, cuyos genes se
presentan como copias simples en el genoma (Marks y cols., 2003), que han sido
identificadas; VP28, VP26/P22, VP19, VP466 y VP281 (Huang y cols., 2002; van
Hulten y cols., 2002), todas de importancia en los mecanismos de infeccién viral,
sobresaliendo la VP28. De las mencionadas anterionmente, nosotros identificamos
a tres (VP28, VP26 y VP135), en geles de poliacrilamida SDS-PAGE y Western Blot
con anticuerpos policlonales que se generaron a partir de la inoculacion de
particuias virales en el modelo de ratén. En cuanto a la obtencion de los marcos de
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lectura abierta nosotros obtuvimos: vp15, vp19, vp26 y vp28, en los que se realizd
un andlisis de homologia y alineacién miitiple de las secuencias reportadas en el
GenBank de diferentes regiones geograficas, estas secuencias se alinearon y se
compararon utilizando el programa ClustalW.

Para el gene vp15 en el andlisis de esta comparacidon mostré que existen
diferencias en donde se substituyen uno o dos nucledtidos o aminoacidos,
obteniendo tres distintos clusters, uno con el aislado de México que tiene una
relacion filogenético cercana a Taiwan con un 100% de homogia, en los otros dos
grupos tuvo una homologia del 89%: China95 e Indonesia formando un grupo y
China1 probablemente tuve una evolucién aparte de los dos grupos, los tres se
originaron de un ancestro comun. Para la vp28, se localizaron secuencias
similares pertenecientes al virus de WSSV de diferentes regiones geograficas
utilizando el programa Blast (EMBL), observandose que el aislado mexicano
presenta una homologia de 100% con los aislados de Vietnam, Korea01
EUA98/SurCarolina, Indonesia, China99/Qindao, Taiwan, Tailandia, China,
China95/Dalian, Korea, con un 99% de homologia se presenta la India debido a
gue existen diferencias en donde se substituyen 1 o0 2 nuciedtidos 0 aminoacidos
formando un grupo evolutivo diferente en los cladogramas (Fig.23 a y 23b). Para la
vp26 se encontraron varias secuencias similares al aislado mexicano de WSSV, la
mayorfa con una homologia del 100%, en el analisis ClustalW se determinaron dos
secuencias sin referencias de ubicacidén geografica en la que reportan una
sustitucion en el aminoacido 336 (T—C) y en el 524 con una deleccion de G, en
general predice tres grupos con valores bajos en el “bootstrap” indicando una
confianza estadistica escasamente informativa, Para el gene vp19‘se observaron
tres grupos diferentes con sustituciones en 2 nucleétidos o aminoacidos, formando
tres grupos, uno el de la India, otro el de Singapur, China y Korea, el aislado
Mexicano se localiza con Taiwan e Indonesia con 100% de homologia. En general
todos proceden filogenéticamente de un ancestro comin y se van formando
grupos, el aislado mexicano en los reportes coinciden un 100% de homologia con
Taiwan y US98/South Carolina y con los demas aislados geograficos en general

un 99% de homologia.



Consideramos al gene vp28 por ser una de las proteina mayores con respecto a la
envoltura viral, previamente identificada como una de Ilas que infecta
sisttmicamente al camarén (van Hulten y cols.,2001a), por lo tanto nosotros
expresamos esta proteina (pGEX5X1-VP28 transformadas en DH-5a) utilizando
un suero de ratén anti-GST y eluyendola con glutatiéon reducido, la cual se puede
dutilizar en futuros experimentos para inocular camarones y prevenir o inhibir la
infeccién del mismo como inmunoproteccion, ademas de tales estudios podrian ser
utiles para ampliar nuestros conocimientos sobre la funcion del gene, lo cual
podria evitar grandes pérdidas en la cosecha del camaréon,

Las observaciones de van Hulten y cols. (2001a) fueron confirmadas por Zhang y
cols. (2002) quienes lograron clonar al gen vp28 y analizar la localizacion de la
proteina por inmuno-electrén microscopia. El analisis por Blast y Fasta, revelaron
que el gen en estudio, estaba constituido por un ORF de 612 pb y codificaba una
proteina de 204 aminoacidos, con una homologia del 100 % con la descrita por el
equipo de van Hulten y cols. (2000a, b; 2001a) al igual que con la proteina
analizada en los purificados virales mexicanos descritos en este estudio. En estos
mismos articulos seralan que, a MET; los anticuerpos marcados con oro revelaron
que la posicién de la VP28 fue en la envoltura nuclear, pero mencionan que es una
proteina no glicosilada. El analisis revel6 que el gen vp28 podria ser un gen tardio,
y al buscar el motif conservado ATAAG, presente en los baculovirus de ingectos no
pudo ser localizado en el vp28, reforzando la enorme diferencia entre el WSSV y
los Baculovirus.

Los esfuerzos a nivel internacional son enommes por las epizootias masivas en Asia
y América, y se dirigen hacia el disefio de herramientas diagndsticas certeras vy
evaluacién de proteinas virales como inmunoprotectores, a pesar de que el
camarén no posee la capacidad de “memoria inmunolégica® (van Hulten y cols.,
2001a)



Bajo estos aspectos, Dai y cols. (2002) preparan una estrategia que considera muy
prometedora para agilizar en forma confiable el control de la infeccién en cultivos,
con un diagndstico rapido basado en inmunoensayos, construyendo una libreria
llamada “antibody phage display” con la secuencia nucleotidica completa de de la
cadena pesada vy ligera de la region variable del anti-WSSV scFv.

Los anticuerpos especificos producidos contra la proteina de envoltura VP28, han
sido estudiados en neutralizaciones in vivo, la prueba mostré que la infeccién por
WSSV fue neutralizada por el antisuerc policlonal y que la VP28 esta involucrada
en este proceso (van Hulten y cols., 2001a). La VP28 es la mayor proteina de la
envoltura viral, pero su localizacidbn en la estructura no es conocida. Los
anticuerpos neutralizantes frecuentemente inhiben los estadios subsecuentes de la
infeccion, {0 cual es responsable de la pérdida de la infectividad. Existen solo unos
cuantos ejemplos de residuos con epitopes de neutralizacion que estan también
involucrados en la adherencia del virus a sus receptores celulares, sin embargo,
algunos mecanismos alternativos de inhibicibn pueden ocurrir durante el
desnudamiento del virus o el transporte del DNA hacia el nicleo, e incluso, la union
de los anticuerpos puede inducir cambios conformacionales en las proteinas virales
y pueden ser relevantes para los procesos de neutralizacién. La principal hipétesis
de van Hulten y cols. (2001a) es que las VP28 se localiza en las proyecciones de la
envoltura viral y que esta involucrada en la infeccién sistémica, pero no excluye

que ofras proteinas, como la VP19, estén también involucradas en el proceso.
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IX. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

Las muesiras de camarén cultivado con signos macroscopicos sugestivos de
infecciébn por WSSV, fueron concordantes con los resultados histopatologicos al
mostrar la presencia de cuerpos de inclusion Cowdry, tipo A, esosinofilicos a
basofilicos en ndcleos hipertrofiados. Los tejidos afectados mas cominmente
fueron epitelio branquias y tejido conectivo, concluyendo que WSSV es un virus de
naturaleza sistémica que afecta aln extensivas areas del Pacifico Mexicano
donde se practica el cultivo de camarén.

Por PCR se confirmé la presencia del virus de WSSV en epizootias de camarones
cultivados de L. vannamei en el Pacifico Mexicano, en la cual se observé que la
mayoria de los primers utilizados descritos por diversos autores amplifican y
detectan el genoma viral.

Con base en el tamizaje previo de las muestras, por microscopia de luz y PCC, se
purificd por medio de gradientes de sucrosa al WSSV. por primera vez en México,
confirmandose por MET, en tincién negativa la morfogénesis viral, comparandola
con otros autores.

En tejidos filados en giuteraldehido para MET, se observé a los virus en forma de
barril, los virus inmaduros se localizaron en la regidn central del nucleo y los
maduros en la periferia del nlcleo, realizando el primer reporte de la morfologia
viral de un aislado mexicano de WSSV, debido a que ain no se han desarrollado a

nivel internacional, sistemas de cultivos celulares para virus de camarén.

En cuanto a los analisis de proteinas de los purificados virales por geles de
poliacrilamida al 10% tefiidos con azul Coomassie, en el aislado mexicano se
demostré la presencia de cuatro prominentes bandas proteinicas cuyos pesos
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moleculares fueron de 28, 26, 19 y 15kDa. En los cuales se conoce que la 28 y la
19 pertenecen a la capside y la 26 y 15 a la nucleocapside, confirmadas por el
andlisis de Western blot usando anticuerpos policlonales contra el virus
implementado en raton.

Se amplificaron los marcos de lectura abierta de cuatro genes y se clonaron en el
sistema pMosBlue, importantes en cuantc al dafo patoldgico que causa el
camaron vp28, vp26, vp19 y vp15. También se obtuvieron los dominios
transmembranales de las proteinas VP28 y VP19, para las proteinas VP28 y VP15

no presentaron regiones transmembranales por ser proteinas solubles.

En cuanto al anélisis de comparacién de secuencias nucleotidicas y de
aminoacidos reportadas en el GenBank y al estudio filogenético de diferentes
regiones geograficas y del aislado mexicano, éste presenta un 100% homologia
con el aislado de Taiwan y de US98/SouthCarolina, con las demas regiones
geograficas tenian un 99% de homologia © menos, como es el caso de la India
que tiene de uno a dos nucledtidos ¢ aminoacidos diferentes quedando siempre
en una rama diferente.

Se implementé la metodologia para la expresién de la proteina que codifica al
gene de la vp28 (E. coli DH-50 transformadas en el plasmido pGEX5x1-VP28)
debido a que es una proteina estructural localizada en la envoltura viral, ademas
de estar identificada como una proteina necesaria para la infeccion sistémica al
camarbn y asi, utilizarla en futuros experimentos; como un eficiente

inmunoprotector contra la infeccién viral.
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