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RESUMEN

La presente investigacion se realizé del 5 de diciembre del 2011 al 20 de
marzo del 2012 en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de
Ingenieria Pesquera de la Universidad Nacional de Tumbes, y tuvo como
objetivo implementar protocolos de PCR Y g-PCR para la deteccion de
herpesvirus en Crassostrea gigas y Argopecten purpuratus. Se recolectaron
ejemplares de C. gigas y A. purpuratus de 13 puntos de recoleccion en las
regiones de Piura, Ancash, Lima e Ica. De cada ejemplar se extrajo 100 mg
de masa visceral y se realizo la extraccion de ADN mediante el protocolo de
CTAB. La calidad del ADN extraido fue previamente comprobada mediante
la amplificacion por PCR del gen de referencia actina con los primers Bi-
actin-Fw y Bi-actin-Rev. Los protocolos de PCR se realizaron con los primers
C2, C4 y C6 como estandares y los nuevos primer OsHV1Fw1, OsHV1Revl,
OsHV1Rev2 y OsHV1Rev3, se incluyeron un control negativo y un positivo
de Ostreid herpesvirusl proporcionado por el Instituto Francés de
Investigacion para la explotacion del Mar (IFREMER). En el caso de la PCR
simple solo se logr6 la amplificacion del control positivo, y no de las
muestras. En el caso de la semi nested PCR se logro amplificar 13 muestras
de A. purpuratus, las cuales luego de ser secuenciadas se confirmé la
presencia de Ostreid herpesvirusl en 7 muestras, con respecto a la g-PCR
se logro amplificar el control positivo probando diluciones de 10°,10?, 107,
102y 10 con los primers OsHV1Fw1/OsHV1Rev2.

Las secuencias de ADN de las muestras que resultaron positivas mostraron
una similitud del 100 % con Ostreid herpesvirus 1 y de 99 a 100 % con
Chlamys acute necrobiotic virus un herpesvirus reportado en moluscos. En
esta investigacion se detecto por primera vez la presencia de herpesvirus en
un bivalvo en el Pera y es la primera vez que se reporta para la especie A.

purpuratus

PALABRAS CLAVE: Ostreid herpesvirusl, Crassostrea gigas, Argopecten
purpuratus, PCR, semi nested PCR, g-PCR.
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ABSTRACT

This research was conducted from December 5, 2011 to March 20, 2012 at
the Laboratory of Molecular Biology, Faculty of Fisheries Engineering,
National University of Tumbes, and aimed to implement protocols for PCR
and g-PCR for herpesvirus detection in Crassostrea gigas and Argopecten
purpuratus. Sampling of C. gigas and A. purpuratus collection of 13 points in
the regions of Piura, Ancash, Lima and Ica. From each specimen was
extracted 100 mg visceral mass and underwent DNA extraction by CTAB
protocol. The quality of previously extracted DNA was checked by PCR
amplification of the reference gene with primers actin, actin-Fw Bi and Bi-
actin-Rev. PCR protocols were performed with primers C2, C4 and C6 as
standards and new first OsHV1Fw1, OsHV1Revl, OsHV1Rev3 OsHV1Rev2
and we included a negative control and a positive Ostreid herpesvirusl
provided by the French Research Institute for Exploitation of the sea
(IFREMER). For simple PCR amplification was achieved only the positive
control, and not the samples. In the case of semi nested PCR was amplified
13 samples of A. purpuratus, which after being sequenced confirmed the
presence of Ostreid herpesvirusl in 7 samples, with respect to the g-PCR
amplification was achieved by testing the positive control dilutions of 100.
10, 102, 10 and 10 withk primers OsHV1Fw1/OsHV1Rev2.

The DNA sequences of the positive samples showed a 100% similarity with
Ostreid herpesvirus 1 and 99 to 100% with acute Chlamys necrobiotic a
herpesvirus virus reported in molluscs. In this research, first detected in the
presence of a bivalve herpesviruses in Peru and is the first time that the
species is reported for A. purpuratus

KEYWORDS: Ostreid herpesvirusl, Crassostrea gigas, Argopecten
purpuratus, PCR, semi nested PCR, g-PCR.
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INTRODUCCION

El cultivo de moluscos es una de las actividades acuicolas mas
importantes, segun datos de la FAO (2010). Para el afio 2008, ocup0 el
segundo lugar en volumen de produccion con 13,1 millones de
toneladas lo que represento el 24,9 % del volumen de produccion total
de la acuicultura, siendo superado solo por el cultivo de peces de agua

dulce.

Si bien la acuicultura de moluscos bivalvos en Latinoamérica contribuye
con una fraccidén pequefia de la produccion a nivel mundial, habiendo
alcanzado solo al 1,07 % de la produccion mundial en el afio 2005,
considerando que en 1993, solo equivalia 0,19 %, los paises que
lideran este sector en la region son Chile, Brasil y Peru (Lovatelli,
Vannuccini y McLeod 2008).

En el Perd, el cultivo de moluscos bivalvos esta representado
fundamentalmente por la concha de abanico (Argopecten purpuratus),
el cual para el afio 2006, alcanzé las 12 337 T. Aparte de este bivalvo,
se ha realizado esfuerzos por diversificar el cultivo de moluscos por
parte del Fondo Nacional de Desarrollo Pesquero (Fondepes), que en
el afio 1996 introdujo la ostra del pacifico Crassostrea gigas con semilla
adquirida desde Chile. Desde 1997 a 2005 el estado peruano y algunas
asociaciones de pescadores artesanales realizaron el cultivo de C.
gigas en el litoral de Ancash, Lima, Moquegua y Tacna (Cavero y
Rodriguez 2008).

El interés de cultivar moluscos bivalvos de importancia comercial sigue
en aumento debido a la demanda existente, el cual conlleva a la

expansion del sector y proveer de oportunidades de empleo en el Pera.

La problemética del cultivo de moluscos en el Peru se resume en: falta
de disponibilidad de semillas, falta de diversificacién de especies, falta

de laboratorios especializados para sanidad acuatica; se requiere



ademas fortalecer las capacidades de prevencion, control, seguimiento
de la sanidad acuicola, fortalecer las normas sanitarias y sistemas de
control de calidad en las empresas publicas y privadas. La calificacion
sanitaria del sector esta regulada por la Norma Sanitaria de Moluscos
Bivalvos Vivos (D.S N° 07-2004-PRODUCE), a cargo del Servicio
Nacional de Sanidad Pesquera (SANIPES) del Instituto Tecnolégico
Pesquero (ITP) (Cavero y Rodriguez 2008).

El incremento en la densidad de cultivo y el intercambio comercial de
los moluscos bivalvos, ha establecido las condiciones para el
surgimiento, proliferacion y transmision de agentes patdgenos; los
cuales son investigados ya que afectan a especies nativas o aquellas
gue se cultivan a nivel mundial, tales como C. gigas, C. virginica,
Ostrea edulis, Mytilus edulis, M. galloprovincialis, Ruditapes
philippinarum, Saccostrea glomerata, Argopecten purpuratus entre
otras (Caceres y Vasquez 2008).

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) (2012), ha sefialado
gue los patdbgenos mas importantes que afectan a los moluscos son los
protozoarios: Perkinsus marinus, Perkinsus olseni, Haplosporidium
nelsoni, Marteilia refringens, Bonamia exitosa, Bonomia ostreae,
Abalone herpes-like virus y Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1), en el caso
de América Latina, se han detectado ya algunos de ellos tales como, P.
marinus en C. virginica y P. olseni en Pitar rostrata; Bonamia sp. en

Tiostrea chilensis y Ostrea puelchana.

Aparte de los virus antes sefialados, Renault (2006) precisa que una
gran cantidad de virus afectan a los moluscos marinos, estando
representados por las siguientes familias: Papovaviridae,
Herpesviridae, Iridoviridae, Togaviridae, Retrovertidae,
Paramyxoviridae, Reoviridae y Birnaviridae.

Ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1), es reportada en invertebrados y ha

estado relacionada con mortalidades de hasta el 100 % en cultivos de
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Crassostrea edulis (Nicolas et al. 1992 citados en Batista et al. 2007),
Crassostrea gigas, (Hine et al. 1992 citado en Batista, et al 2007),
Tiostrea chilensis (Hine, Wesney y Besant 1998), C. angulata y C.
rivularis (Arzul, Renault and Lipart 2001a); Pecten maximus (Arzul et al.
2001b); Ruditapes philippinarum (Renault, Lipart and Arzul 2001) y
gasteropodos como Haliotis spp.(Crane et al. 2009). Los primeros
casos se produjeron en Estados Unidos con C. Virginica reportados
por (Farley et al. 1972 citados en Arzul, Renault and Lipart 2001);
luego en Europa y después se propagaron por todo el mundo. Las
larvas de C. gigas son muy susceptibles a este virus (Arzul, Renault
and Lipart 2001). Las mortalidades registradas parecen estar
relacionadas con el aumento rapido de la temperatura del agua de mar

que se da en los periodo de verano (Schikorski et al. 2011).

La especie Ostreid herpesvirus 1 es un virus perteneciente al orden
Herpesvirales, ha sido reordenado por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (http://www.ictvonline.org), asignandolo a una
nueva familia denominada Malacoherpesviridae debido a que
presentan una caracteristica ectotérmica (Davinson et al. 2009 citado
en Burge 2010).

Estos virus poseen un genoma de ADN de doble cadena densamente
envasados en una capside icosaédrica de 125 nm que contiene 162
capsomeros, 12 pentameros, 150 hexameros, un tegumento de
glicoproteinas amorfo que parece un sobre con picos (McGeoch, Rixon
y Davinson 2006 y Solliec 2004), su ADN de 207439 pb ha sido
secuenciado completamente y esta accesible en GenBank bajo el
numero de acceso AY509253 (Batista et al. 2007).

El OsHV-1 es un virus altamente patdgeno, cuya deteccidon es
importante para asegurar la sanidad de un cultivo tanto de C. gigas
como A. purpuratus. El Manual de Diagnoéstico para Enfermedades de
Animales Acuaticos de la OIE (OIE 2009) precisa que las técnicas

serologicas para la deteccion de este patdgeno deben ser directas a
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través de la deteccion del antigeno, sin embargo Mialhe et al. (1992)
citados en Campalans et al. (2001) precisan que estas técnicas
serologicas tienen el grave inconveniente de que no exista suficiente
cantidad de antigeno, pues no es posible cultivar este virus debido a la
carencia de lineas celulares de moluscos (Renault et al. 2000); es por
ello que no se puede tampoco lograr una inmunizacion y produccion
de anticuerpos en invertebrados inoculados con dicho virus, debido a la
baja cantidad de viriones que se inocula; adicionalmente Renault et al.
(2000) precisa que estas técnicas serologicas no son factibles por que

los moluscos no producen anticuerpos.

Aparte de la técnicas serolégicas, también existen métodos para el
diagndstico especifico y sensible de los patdgenos a través de técnicas
moleculares tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
esta técnica permite una deteccion rapida de virus tales como el
herpesvirus (Renault et al. 2000), adicionalmente, se menciona que la
técnica tiene como ventajas: la facilidad de procesamiento de la
muestra, reactivos féaciles de obtener, y que requieren
comparativamente menos tiempo y tiene menor costo (Renault and
Novoa 2004).

La técnica de PCR se ha utilizado en muchas investigaciones para
detectar la presencia de patégenos. Segarra et al. (2010) realizaron un
estudio preliminar sobre cepas de herpesvirus para lo que usaron
primers que apuntaban a diversas regiones de su genoma como: la
region A que codifica una proteina de funcién desconocida, la region B
que codifica un péptido que pertenece a la familia de las proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP), la regién C que codifica dos proteinas
de origen y funcién desconocida y est4 presente dos veces en el
genoma Yy la region Gp que codifica una glicoproteina putativa. (Arzul,
Renault 2001).

Los herpesvirus al igual que otros virus tienen tendencia a mutar

rapidamente esto se ha evidenciado en un trabajo realizado por
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Segarra et al. (2010) quienes realizaron analisis en muestras recogidas
desde la costa mediterranea a Normandia en 2008 y otras recogidas en
China en el 2002, reportaron OsHV-1, otra variante conocida hasta el
momento OsHV-1var y una nueva cepa al que llamaron OsHV-1 pVar,
esta Ultima fue analizada y comparada con 76 secuencias conocidas,
determinando que es un genotipo emergente que podria haber surgido
por condiciones meteorolégicas desfavorables para los cultivos, malas
practicas en la acuicultura o la transferencias de animales a diferentes
regiones geograficas; debido a que las condiciones ambientales son
distintas en los paises donde se han realizado los estudios para el
desarrollo de primers que permitan identificar a los OsHV-1, en
comparacion con las de otras regiones del mundo como por ejemplo
Peru, existe una duda razonable de si las cepas virales de OsHV-1 que
estén presentes en PerlU podrian tener diferencias en cuanto a la

secuencia genética de su ADN.

Para determinar si dos o0 mas cepas virales difieren genéticamente, se
debe secuenciar los fragmentos de ADN amplificados, los cuales son
realizados por laboratorios especializados; las secuencias obtenidas
son alineadas y comparadas con la bases de datos GenBank. Asi
mismo Segarra et al. (2010) realizaron estos trabajos para identificar la
nueva cepa emergente que llamaron OsHV-1 pvar.

La deteccién de los OsHV-1 a través de PCR, podria complicarse
debido a que cepas de otras regiones con diferentes secuencias
genéticas podrian no ser detectadas por primers disefiados para cepas
de otros lugares geograficos, esto se complica puesto que como han
seflalado Arzul et al. (2002) hay portadores asintomaticos que podria
tener los virus de OsHV-1 en cantidades tan bajas que no podrian ser
detectadas, a la vez estos adultos asintomaticos desempefiarian el

papel de portadores sanos y reservorios de virus.

Como posibles alternativas a estas desventajas de la PCR, se tiene a

la Nested PCR o semi nested PCR, que es una de sus variantes que
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consiste en una segunda amplificacion del primer producto mediante
primers que limitan un segmento de ADN interno de este producto,
aumentando mas la sensibilidad y especificidad (Bertrand et al. 2009).
Otra alternativa seria la utilizacion de la PCR en tiempo real (q-PCR),
que permite cuantificar la cantidad de ADN presente en la muestra;
para definir cual de las alternativas seria mas recomendable, se puede
acudir al trabajo realizado por Kawada et al. (2004) quienes realizaron
analisis de Nested PCR y PCR en tiempo real para detectar el
herpesvirus simplex (HSV), determinando que los analisis en tiempo
real tenia una sensibilidad de 100 % y la especificidad de 99 % en
comparacion con la Nested PCR. Otra de las ventajas principales de la
PCR en tiempo real seria un menor tiempo para obtener los resultados,
mayor velocidad, posibilidad de cuantificacion del ADN y ademas poder
reducir la probabilidad de contaminacion, por el uso de compuestos

toxicos como el bromuro de etidio.

La PCR en tiempo real, ya ha sido utilizada para la deteccion de
OsHV-1, asi, Schikorski et al. (2011) realizaron experimentos de
cuantificacion en tiempo real inyectando intramuscularmente con un
macerado de ostras infectadas a individuos sanos de C. gigas,
detectando presencia de ADN de OsHV-1 en altas cantidades lo que
indico que la replicacion del virus fue activa. Esto demuestra que la

PCR en tiempo real fue eficiente en la deteccién de OsHV-1.

Asi mismo, Schikorski et at. (2010) realizaron un experimento sobre la
cinética de la deteccion del ADN del OsHV-1 por PCR en tiempo real
en agua de mar y en muestras de C. gigas; para ello colocaron ostras
infectadas experimentalmente en agua de mar y determinaron la
presencia del ADN del virus en diferentes tiempos. Los resultados
mostraron que a las 6 horas no se detect6 ADN de OSHV-1; pero
luego; la cantidad de ADN del virus fue incrementandose hasta las 48
horas, se estabilizo a las 54 horas y disminuyo cuando se retiraron las

ostras del agua.
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De acuerdo a los antecedentes antes citados, es probable que las
cepas de OsHV- 1, en el Peru, pudieran tener diferencias genéticas
con las cepas de otros paises donde se disefiaron primers para su
deteccion por lo que dichos primers probablemente no podrian ser
eficientes en la deteccion de cepas nativas del Peru, por lo que se
deberia ensayar con primers disefiados para cepas especificas del
Peru, adicionalmente y dado que existen portadores asintomaticos con
una cantidad de viriones muy baja para ser detectadas por PCR
convencional, seria conveniente ensayar los primers propuestos

utilizando PCR en tiempo real.

Por lo que surge la pregunta:

¢La implementaciéon de protocolos de PCR y g-PCR utilizando primers
universales (C2/C6 y C2/C4) o primers disenados por Inca’Biotec S.A.C
(OsHV1Fw1l/OsHV1Revl, OsHV1Fw1l/OsHV1Rev2 y OsHV1Fwl/
OsHV1Rev3) permitiran la deteccion de herpesvirus en Crassostrea

gigas y Argopecten purpuratus?

Plantedndose como hipétesis:

La implementacion de protocolos de PCR y g-PCR utilizando tanto
primers universales (C2/C6 y C2/C4) como primers disefiados por
Inca’Biotec S.A.C (OsHV1Fw1/OsHV1Rev1, OsHV1Fw1/OsHV1Rev2 y
OsHV1Fw1l/OsHV1Rev3) permiten la deteccion de herpesvirus en
Crassostrea gigas y Argopecten purpuratus

Y como objetivo:

Implementar protocolos de PCR y g-PCR utilizando tanto primers
universales (C2/C6 y C2/C4) como primers disefiados por Inca’Biotec
S.AC (OsHV1Fw1l/OsHV1Revl, OsHV1Fw1/OsHV1Rev2 y
OsHV1Fw1/OsHV1Rev3) que permitan la deteccion de herpesvirus en

Crassostrea gigas y Argopecten purpuratus.
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ll.  MATERIAL Y METODOS.

2.1. Material.
2.1.1. Material bioldgico.
e 44 ejemplares de Crassostrea gigas

e 220 ejemplares de Argopecten purpuratus

2.1.2. Materiales de laboratorio.

e 50 maceradores de acero

2 cajas de tubos Falcon de 50 ml marca Axigen

5 racks con puntas con filtro de 10 pl

2 racks con puntas con filtro de 100 pl

5 racks con puntas con filtro de 1000 pl

2 cajas tubos eppendorfde 1,5y 0,2 mL

1 micropipeta de 0,5-10 pl

1 micropipeta de 10-100 pl

1 micropipeta de 100-1000 pl

1 caja de hojas de bisturi N° 20

1 caja de jeringuillas de 1 ml.

6 rollo de papel absorbente

3 rollo de papel aluminio

1 paguete de algodon

1 rollo parafilm

1 Matraz Erlenmeyer de 250 ml

1 matraz Erlenmeyer de 500 ml

3 cajas de Guantes talla S



Estuche de diseccion

Toca quirargica

Mascatrillas descartables

4 Piscetas de 500 ml

2.1.3. Equipos de laboratorio
e 1 camara de flujo laminar marca Esco modelo LHC-4A3.

1 balanza analitica marca Sartorius modelo TE214S

1 balanza gramera marca Sartorius modelo TE2101

1 estufa marca Binder modelo ED53

1 autoclave marca All American modelo 25X-2

1 termociclador marca Techne modelo FTC3102D

1 equipo de bafio maria marca Bionet modelo BM5

1 centrifuga marca Sigma modelo 1-15K

1 horno de microondas marca Panasonic modelo NN-
S52PE

1 transiluminador marca UVP modelo White/UV

1 camara fotografica marca Olympus modelo E-330

1 congeladora marca Bosch modelo GSD32

2.1.4. Insumos
e 50 g de cloruro de sodio grado reactivo

1 L de alcohol al 95 %

3 L de agua desionizada autoclavada

5 L de agua destilada

10 ml de agua ultra pura
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1 ml de proteinasa K (895 U/ml; 19,6 mg/ml) marca

Fermentas

50 ml de fenol saturado marca Invitrogen
50 ml de cloroformo marca Merck

10 ml de alcohol isoamil marca Merck
50 ml de etanol al 75 %.

50 ml de etanol al 95 %.

500 pl de 10X PCR RXn buffer (-MgCl,) marca

Invitrogen.

250 pl de MgCl, (50 mM) marca Invitrogen.
200 pul de dNTP’s (10 mM) marca Fermentas.
100 pl de taq polimerasa (5 U/ pl) marca Invitrogen.
20 pul de primer forward OsHVC2 (20 pmol)

20 pl de primer reverse OsHVCG6 (20 pmol).
270 ul de primer reverse OsHVF1 (20 pmol).
270 ul de primer reverse OsHVR1 (20 pmol).
250 pl de primer reverse OsHVR2 (20 pmol).
10 pl de primer reverse OsHVR3 (20 pmol).
15 pl de primer reverse Bi-actin-Fw (20 pmol).
15 pl de primer reverse Bi-actin-Rev (20 pmol).

20,0 pl de marcador de peso molecular de 100 pb
(0,5 pg/ pl) marca Fermentas.

20 g de agarosa marca Cleaver

2 L de TAE 1X (2 M Tris, 0,1 M EDTA, pH 8,0 ajustado

con &cido acético).

50 pl de bromuro de etidio (solucion acuosa al 1 %) para

electroforesis marca Merck.
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e 5mlde TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA).

e 50 ml de tampén CTAB (0,1 M Tris; 1,4 M NaCl;
0,02 M EDTA; 2 % CTAB).

e 150 pl tampdn de depdsito 6X marca Fermentas

2.2. Lugar de ejecucion.

La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Facultad de Ingenieria Pesquera de la Universidad Nacional
de Tumbes (figural), que se encuentra ubicado en la villa de
Puerto Pizarro, en el distrito, provincia y regién Tumbes, a: 3° 30’
17,31” S de latitud y 80° 23’ 35,44” O de longitud.

'/‘
B\
aborat
iolog!
B o )

R orio de [ : PR 1
| Biologia Molecular S 29 9° L 5 Googl\gearth

Figura 1. Imagen satelital modificada para incluir la ubicacion del
Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ingenieria

Pesquera (Fuente Google Earth 2013).
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2.3. Obtencion y limpieza de los ejemplares de Crassostrea

gigas y Argopecten purpuratus.

Los ejemplares de C. gigas de aproximadamente 13,30 cm de
longitud, fueron obtenidos del Centro de Acuicultura La Arena,
perteneciente al Fondepes, ubicado en la region Ancash y los
ejemplares A. purpuratus de 10 cm de longitud aproximadamente
fueron obtenidos, con el apoyo de Sanipes, de cultivos
suspendidos en Pisco, Callao, Chimbote y Sechura (figura 2).

En cada una de las zonas de recoleccion se disect6 a los
ejemplares para extraer muestras de masa visceral, las que
fueron conservadas en alcohol al 96 % y ARN later, luego fueron
transportadas via terrestre en cajas de tecnopor con hielo hasta el

Laboratorio de Biologia Molecular.

g

. ¥
5

eru.

Figura 2. Imagen satelital de las zonas de recoleccion de los

ejemplares muestreados. (Fuente Google Earth 2013).
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2.4. Extraccion de ADN de acuerdo al protocolo CTAB

Se tomé una pequefia porcion del tejido (branquias y masa
visceral) de aproximadamente 50 a 100 mg estos fueron
colocados en un tubo Eppendorf debidamente rotulados, se les
afadio 500 pl de solucion salina al 0,85 % para eliminar restos del
conservante o cualquier impureza de la muestra, este paso se
realizd 3 veces. Después se congelaron las muestras a -20 °C por
un tiempo de 10 min, y se procedid a triturar 0 macerar con una
varilla de metal. Seguidamente a todas las muestras se les afadio
500 pl de buffer de lisis CTAB y 2 pl de proteinasa K, se
incubaron en el bafio maria a 55 °C durante 2 horas, después se
incorpord 1 pl de ARNasa, nuevamente se incubaron a 55 °C por
10 min. Transcurrido dicho tiempo se adicioné 300 pul de fenol,
300 pl de cloroformo/alcohol isoamil (25:24:1) y se centrifugé a
13 000 rpm durante 10 min. Se recuperéd el sobrenadante y se
adicion6 cloroformo/alcohol isoamil en igual proporcién que el
sobrenadante recuperado, y luego se centrifugé a 13 000 rpm
durante 10 min. Se recuperé el sobrenadante y se agregd etanol
al 95 % en proporcion equivalente al doble de lo recuperado, se
homogeniz6 y se centrifugd a 13 000 rpm durante 10 min,
eliminando el sobrenadante para adicionar 1 ml de etanol al
75 %. Se centrifugé a 10 000 rpm durante 2 min y se descarto el
sobrenadante. La muestra se dejé secar durante 10 min a
temperatura ambiente y luego se resuspendié en 50 ul de TE y
se almacenaron a -20 °C.

Para verificar la extraccion adecuada del ADN, se seleccion6
aleatoriamente 10 muestras de branquias y masa visceral de C.
gigas y se realizd6 una amplificacion del gen de referencia (gen
constitutivo) de actina mediante PCR, utilizando los primers Bi-
actin-Fw y Bi-actin-Rev; y siguiendo el protocolo que se detalla en

elanexo 1y 2.
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2.5. Amplificacion por PCR.
Los reactivos se adicionaron en un microtubo Eppendorf de 1,5 ml
en cantidades que dependieron de la cantidad de muestras, luego
fueron distribuidos en microtubos Eppendorf de 0,2 ml. La
cantidad de reactivos por cada reaccion fue:
- 39,2 ul de agua ultra pura
- 5,0 pl de solucién buffer 10X
- 1,5 yl de solucion de MgCl, (50 mM)
- 1,0 yl de solucion de dNTP’s (10 mM)
- 1,0 pl de primer forward (20 pmol/ pl)
- 1,0 yl de primer reverse (20 pmol/ pl)
- 0,3 yl taq polimerasa ( 5 U/ ul)
- 1,0 yl de ADN extraido
Se utilizaron pares de primers para herpesvirus, disefiados y
desarrollados en investigaciones publicadas que fueron como
figuran en la tabla 1:
Tabla 1. Primers disefiados para detectar herpesvirus en
moluscos.
Temp.
Media Tamafio
Primers Secuencia (°C) (pb) Referencia
Cc2 CTCTTTACCATGAAGATACCCAC 59,4 708 Arzul, Renault, and Lipart
(2001)
C6 GTGCACGGCTTACCATTTTT 58,2
Cc2 CTCTTTACCATGAAGATACCCAC 59,4 352 Arzul et al. (2001)
C4 GCAGTTGTGGTATACTCGAGATG 59

Asi como los primers disefiados por la empresa Incabiotec S.A.C.

como figuran en la tabla 2.
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Tabla 2. Primers disefiados por la empresa Inca’biotec S.A.C. para detectar

herpesvirus en moluscos.

Temperatura Tamafio

Primers secuencia Media (°C) (pb)
OsHVI1Fw1 CTATTGGAAAGGTTGCGGG 58,4 468
OsHV1Revl TTCTCTTTCATTCTTTTGACCTCC 59,4

OsHV1Fwl CTATTGGAAAGGTTGCGGG 58,4 233
OsHV1Rev2 CTCTCTTTTTTCCTTTCCTTATCC 58,1

OsHV1Fw1 CTATTGGAAAGGTTGCGGG 58,4 150
OsHV1Rev3 TCTCCGAGACTTCCCTGACC 58,9

El programa que se empled para el termociclador fue de 35 ciclos
como se observa en la tabla 3:

Tabla 3. Programacion del termociclador para realizar la PCR.

Fase Temperatura Tiempo Numero
(°C) de ciclos
Pre desnaturalizacion 94 5 min 1
Amplificacion 40
Desnaturalizacion 94 45 s
Hibridacion Variable* Variable*
Polimerizacion 72 45 s
Polimerizacion final 72 5 min 1

*La temperatura y el tiempo durante la hibridacion fueron

variables de acuerdo al juego de primers utilizados.

La temperatura de hibridacién por cada par de primers fueron las

siguientes:

e Para el juego de primers OsHV1C2/ OsHV1C6 y OsHV1Fwl/
OsHV1Revl la temperatura fue 56 °C en 45 s.
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e Para el juego de primers OsHV1C2/ OsHV1C4, OsHV1Fwl/
OsHV1Rev2 y OsHV1Fwl/ OsHV1Rev3 la temperatura fue
57 °Cen45s.

2.6. Real time PCR.

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un equipo
de PCR en tiempo real de 48 pocillos.

Los reactivos se adicionaron en microtubos Eppendorf de
0,2 ml, luego fueron distribuidos en placas de 48 pocillos, la
cantidad preparada fue la siguiente:

10 pl mix SYBR green

1 ul de primers forward

1 pl de primers reverse

7 ul de agua ultra pura
1 pl de ADN
El mix SYBR green fue incorporado directamente en los pocillos

de la placa, luego de la mezcla del resto de los reactivos.

2.6.1. Electroforesis.

La migracion electroforética de los amplicones (productos de la
PCR) se realizé en geles de agarosa al 2 % conteniendo 5 ul de
bromuro de etidio, se utiliz6 como tampon de migracién 120 ml de
TAE 1X. Para la migracién se tomé 10 pl de cada amplicon y se
mezclé con 2 ul de tampon de depdsito, también se migro el
marcador de peso molecular de 100 pb mezclando para ello 1 pl
de marcador, 1 pl del tampon y 4 ul de agua destilada. El
potencial eléctrico empleado fue de 68 V durante 30 min; para

todas las pruebas realizadas.
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2.7.

2.8.

Secuenciacion de amplicones

Para la secuenciacion, se tomé 20 pul del producto obtenido por
amplificacion en la PCR, fue colocado en un tubo eppendorf de
0,2 ml junto con 15 pl de uno de los primers, éstos fueron
debidamente rotulados y empacados en cajas de tecnopor
conteniendo hielo seco para ser enviados a la empresa Macrogen
en la ciudad de Nueva York, Estados Unidos, para obtener las

secuencia de los productos amplificados.

Analisis de la secuencia de ADN

Una vez recibidas las secuencias de ADN, éstas fueron editadas,
comparadas y analizadas con las secuencias de ADN que se
encuentra en la base de datos de acceso publico del GenBank
mediante el software libre BLAST (www.ncbi.miIn.nih.gov/BLAST)/).
Las secuencias de ADN también fueron alineadas con el software
libre Mega version 4, para la determinar la homologia con

herpesvirus.
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[ll. RESULTADOS

3.1. Amplificacion del gen constitutivo de actina.

En la figura 3, se observa el resultado de la amplificacion de 10
muestras de ADN de C. gigas, obtenidos de las branquias (en la
figura aparecen etiquetados de Brl a Br10) y de la masa visceral
(en la figura aparecen etiquetados de Mvl a Mv10). Como se
observa, existe una banda bien definida en cada uno de ellos que
corresponde a un fragmento de 190 pb del gen de actina. Bi-actin-
Fw (TTCTTGGGAATGGAATCTGC) y Bi-actinRev (TGGAGCCAC
CGATCCAGAQC). Los controles negativos (C-) en ambos casos no
mostraron bandas como era previsible. Estos resultados indican
que la técnica de extraccion de ADN a partir de muestras de

branquias y visceras de C. gigas fue adecuada.

Br2 Br3 Brd Br5 Br6 Br7 Br8 Br9 Bri0 C-

Mvi Mv2 Mv3d Mv4d Mvd Mv6e Mv7 Mv8 Mv9 Mvi0 C-

Figura 3. Bandas de ADN tefido con bromuro de etidio sobre gel de
agarosa correspondiente a la amplificacion de un fragmento del
gen de actina en 10 muestras de branquias (Br) y 10 muestras

de masa visceral (Mv) de Crassostrea gigas



3.2. Deteccion de herpesvirus en A. purpuratus y C. gigas

mediante PCR y semi nested PCR

En las figuras 4, 5, 6, 7 y 8 se observa los geles donde se realizo
la migracion de amplicones de PCR y semi nested PCR de
ejemplares de A. purpuratus y de C. gigas, en la mayoria se
aprecia la falta de bandas fluorescentes indicando que no se
detect6 ADN de herpesvirus para cada una de las muestras
migradas correspondientes a la Isla del Fronton (Callao)
(etiguetadas como Frol a Fro20); a Chimbote en las zonas de
Boquita (Bogl a Boql3), Dorado (Dorl a Dor20), Guaynuma
(Gual a Gua20), Tortugas (Torl a Tor7); Pisco en las zonas de
Atenas (Atel a Ate20), Lagunillas (Lagl a Lag20), Pozo (Pozl a
P0z20), Queso (Quel a Que20); a Sechura en las zonas de
Chulliyachi (Chul a Chu20), Delicias (Dell a Del20), Puerto Rico
(Ptol a Pto20).

Las muestras de C. gigas se muestran etiquetadas como C.gl a
C.g20.

En la figura 4 las muestras fueron amplificadas con los primers
OsHV1Fw1/OsHV1Revl (para la PCR) y OsHV1Fw1/OsHV1Rev3
(para la semi nested PCR), se aprecia que en caso de la PCR no
hubo migracién en ninguna de las muestras solo en el control
positivo se observa migracion para ambas amplificaciones.

Las figuras 5 y 6 muestran la migracion de amplicones obtenidos
con los primers OsHV1Fwl1l/OsHV1Revl (para la PCR) vy
OsHV1Fw1l/OsHV1Rev2 (para la semi nested PCR), se aprecia
qgue en caso de la PCR no hubo migracion para ninguna de las
muestras, pero en el caso de la semi nested PCR si se observo
migracion en el caso de las muestras: 20 de Puerto Rico (Pto20),
14 y 18 de Chulliyachi (Chul4 y Chul8), 14, 16 y 18 de Tortugas
(Torl4, Torl6y Torl8) y 14 y 16 de Guaynuma (Gual4d y Gual6),
12,16 y 18 de Queso (Quel2, Quel6 y Quel8).
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En la figura 7 se aprecia el gel de migracion de amplicones de A.
purpuratus correspondientes a la PCR y semi nested PCR, de
muestras de varias zonas que se sospechaba pudieran tener
contaminacion cruzada. Se usaron los mismos primers anteriores:
OsHV1Fwl1l/OsHV1Revl (para la PCR) y OsHV1Fw1/OsHV1Rev2
(para la semi nested PCR), en este gel se observa migracién en
cada una de las muestras de Atenas 18 (Atel8), Pozol4 (Pzol4),
Tortugas 16 y 18 (Torl6 y Torl8) confirmando que no hubo
contaminacion cruzada.

En la figura 8 se aprecia el gel de migracion de amplicones de A.
purpuratus, que resultaron positivos en el ensayo previo, estos se
volvieron a amplificar con los primers C2/C6 (para la PCR) y
C2/C4 (para la semi nested PCR), observandose migracion en
las muestras de Pozo 14 (Pzol4), Puerto Rico 20 (Pto20),
Tortugas 16 y 18 (Torl6 y Torl8), Queso 12, 16 y 18 (Quel2,
Quel6 y Quel8), confirmando la correcta amplificacion realizada

por los primers anteriores.

Pto7 Del9 Dor7 Fro3 Fro5 Bog9 Que3 C.g5 C.g7 C.g9 C.g10 C.gl2 Cgl4 C.gl6 C.gl8 C.g21 C.g22 C.g23 C+ C-

Pto7 Del9 Dor7 Fro3 Fro5 Bog9 Que3d C.g5 Cg7 C.g9 C.gl0 Cgl2 Cgl4 C.gl6 C.gl8 Cg2l C.g22 C.g23 C+ C-

Figura 4. Gel de migracion de amplicones de A. purpuratus y C. gigas producto de la PCR
(fila superior) y semi nested PCR (fila inferior) de ejemplares de Puerto Rico,
Delicias, Dorado, Boquita, Queso y Fronton. No se observa migracion de
amplicones en ninguna de las muestras, solo en el control positivo (C+). La
columna de la derecha muestra el marcador de peso molecular. Estas muestras
fueron amplificadas con los primers universales OsHV1Fw1/OsHV1Revl (para la
PCR) y OsHV1Fw1/OsHV1Rev3 (para la semi nested PCR).
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Ptol6 Ptol8 Pto20 Dell4 Del 16 Dell8 Del20 Chul4 Chul6é Ch18 Dorl4 Dorl6 Dorl8 Dor20 Torl4 Torl6é Torl8 Gual4 Gual6é Gual8 Gua20 MPM

Ptol6 Ptol8 Pto20 Dell4 Del 16 Dell8 Del20 Chul4 Chul6é Chul8 Dorl4 Dorl6 Dorl8 Dor20 Torl4 Torl6é Torl8 Gual4 Gual6 Gual8 Guy20 MPM

Figura 5. Gel de migracion de amplicones de A. purpuratus producto de PCR (fila superior)
y semi nested PCR (fila inferior), se observa migracién en la muestra 20 de
Puerto Rico (Pto20), en las muestras 14 y 18 de Chulliyachi (Chul4 y Chul8), en
las muestras 14, 16 y 18 de Tortugas (Torl4, Torl6 y Torl8) y en las muestras
14 y 16 de Guaynuma (Gual4 y Gual6).

Pto2 Chul4 Chul8 Gual4 Gual6 Gua20 Quel2 Queld Quel6 Quel8 Que20 Pzol2 Pzol4 Pzol6é Pzol8 Pzo20 Atel2 Atel4 Atel6 Atel8 Ate20 MPM

Pto2 Chul4 Chul8 Gual4 Gual6é Gua20 Quel2 Queld4 Quel6 Quel8 Que20 Pzol2 Pzol4 Pzol6 Pzol8 Pzo20 Atel2 Atel4 Atel6 Atel8 Ate20 MPM

& &=

Figura 6. Gel de migracion de amplicones de A. purpuratus producto de PCR (fila superior)
y semi nested PCR (fila inferior) de las zonas de Puerto Rico, Chulliyachi,
Guaynuma, Queso, Pozo y Atenas. Se observa migracion en las muestras 12,
16 y 18 de Queso (Quel2, Quel6 y Quel8).
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Atel8 Pzol4 Pto20 Torl6 Torl8 Quel2 Quel (exs

Atel8 Pzol4 Pto20 Torlé Torl8 Quel2 Quel6 C+ C-

500
pb

Figura 7. Gel de migracién de amplicones de A. purpuratus producto de PCR (fila superior)
y semi nested PCR (fila inferior), de muestras de varias zonas que se
sospechaba pudieran tener contaminacion cruzada. Se observa migracion en
cada una de las muestras de Atenas 18 (Atel8), Pozol4 (Pzo14), Tortugas 16 y
18 (Torl6 y Torl8). Tanto en la PCR como en la semi nested PCR se observa

migracion en el control positivo (C+).

PCR (C2/ C6) Semi nested PCR (C2/ C4)

 Pzol4 Pto20 Torl6 T orl8 Quel2 Quel6 Quel8 C+ c-» MPM 7 Pzol4 Pto20 Torl6 Torl8 Quel2 Quel6 Quel8 C+

Figura 8. Gel de migracion de amplicones de A. purpuratus producto de PCR

(izquierda) y semi nested PCR (derecha), se observan migracion en las
muestras de Pozo 14 (Pzo14), Puerto Rico 20 (Pto20), Tortugas 16 y 18
(Torl6 y Torl8), Queso 12, 16 y 18 (Quel2, Quel6 y Quel8) y en el
control positivo (C+) para ambas. Estas muestras fueron amplificadas

con los primers universales (C2/C6 y C2/C4).
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3.3 Deteccién de herpesvirus en A. purpuratus y C. gigas mediante
real time PCR (q-PCR).

En la figuras 9 a 13 se aprecia los resultados de los ensayos de
g-PCR con ADN de herpesvirus en A. purpuratus. Aqui se aprecia
que en 5 ensayos sucesivos realizados de octubre de 2011 a
enero de 2012, no se pudo lograr una amplificacion eficiente ya
que los resultados fueron inconsistentes debido a que el control
positivo y las muestras que resultaron positivas amplificaron
inadecuadamente, pero también lo hicieron los controles
negativos, estos resultados no son consistentes ni siquiera con
problemas de amplificacion de las muestras, pues previamente se
habian realizado ensayos con el control positivo utilizando
diluciones seriadas de 10° 10*, 10? y 103, observandose
amplificacion consistente usando la g-PCR (figura 14); asi mismo,
se evalud la temperatura de fusion (Tm) la que alcanzé un pico
en el reportero derivativo en la temperatura de 81,26 °C, lo que
indicé una adecuada amplificacién del control positivo, en ensayos

previos antes de realizar la amplificacion de la muestras.

Se intento descartar posibles errores en la técnica puesto que
pudo haber problemas de contaminacion, pero esto no era
consistente con el hecho de que los controles positivos
previamente ensayados Yy probados, no amplificaban
adecuadamente por lo que se llegéb a la conclusion que era

problemas técnicos del equipo.

En la tabla 4 se detallan la incidencia en porcentajes de los
resultados en las técnicas de PCR y semi nested PCR para la
deteccion de herpesvirus en las especies A. purpuratus y C.

gigas de acuerdo a la zona y estacion de muestreo.
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Figura 9.

2 “ & a8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 23 30 Iz 34 36 33 40

Cycle

Ensayo de amplificacion OsHV-1 por g-PCR con los primers
OsHV1Fw1/OsHV1Rev2. Utilizando muestras de A. purpuratus. Se observa de
acuerdo a las curvas de emision de fluorescencia que no existi6 una
amplificacion eficiente. Estos resultados indican una amplificacion inconsistente
en la g-PCR.

Figura 10. Ensayo de amplificacion OsHV-1 por @g-PCR con los primers

OsHV1Fw1/OsHV1Rev2. Utlizando muestras de A. purpuratus. Se observa
gue las curvas de emisién de fluorescencia de acuerdo al nimero de ciclos, en
la cual se nota una amplificacion consistente en el caso de los controles
positivos (lineas en color rojo); sin embargo, no hubo amplificacién en algunos
ciclos para las muestras analizadas (lineas en color celeste), a partir del ciclo
32 hay una amplificacion aleatoria en las muestras y se observa que hubo
amplificacion en el control negativo (linea en color violeta). Estos resultados
indican una amplificacion inadecuada.

31



Figura 11. Ensayo de amplificacion OsHV-1 por g-PCR con los primers

OsHV1Fw1/OsHV1Rev2. Utilizando muestras de A. purpuratus en la cual se
nota una amplificacion consistente en el caso de los controles positivos (lineas
en color rojo) sin embargo no hubo amplificacion en algunos ciclos para las
muestras analizadas (lineas en color celeste y verde), a partir del ciclo 32 hay
una amplificacion aleatoria en las muestras y se observa que hubo

amplificacion en el control negativo (linea en color violeta).

Figura 12. Ensayo de amplificacion OsHV-1 por g-PCR con los primers

OsHV1Fw1l/OsHV1Rev2. Utilizando muestras de A. purpuratus. Se observa la
curva de emision de fluorescencia de acuerdo al numero de ciclos, la cual se
nota una amplificacion consistente en el caso del control positivo (linea en color
violeta) sin embargo las muestras comenzaron a amplificar a partir del ciclo 24.
(lineas en color rojo). Estos resultados indican una amplificaciéon inadecuada en
la g-PCR.
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Figura 13. Ensayo de amplificacion OsHV-1 por g-PCR con los primers

12.5 -

10.0 1

7.5 1

ARN

5.0

25

0.0

OsHV1Fw1/OsHV1Rev2. Utilizando muestras de A. purpuratus. Se observa la
curva de emision de fluorescencia de acuerdo al nimero de ciclos, no hubo
amplificacion en algunos ciclos para las muestras analizadas (lineas en color
verde), a partir del ciclo 4 se amplifico el control negativo (linea en color

violeta). Estos resultados indican una amplificacién inadecuada.

Amplification Plot

2 4 6 & 10 12 14 16 18 2 2 24 26 28 W B ¥ W B/ & &

Cycle

Figura 14. Ensayo de amplificacién del control positivo de OsHV-1 por g-PCR con los

primers OsHV1Fw1/OsHV1Rev2. Cada par de lineas (en color azul y verde)
representa dos repeticiones de cada dilucién. La pareja de lineas que alcanza
mas altura corresponde a la dilucién 100, el siguiente par de lineas de menor
altura corresponde a la dilucion 10* y las lineas restantes que se encuentran

agrupadas a menor altura corresponde a las diluciones 10% a 10° y 10™.
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Tabla 4. Resultados de las técnicas de PCR y semi nested PCR para la
deteccidn de herpesvirus en A. purpuratus y C. gigas.

Especie Zona de Estacién de Muestras de ADN Incidencia
recoleccion muestreo amplifi-  positivas para Herpesvirus (%)
cadas segun técnica
PCR Semi nested
PCR

A. purpuratus  Callao Fronton 20 0 0 0,00
Chimbote Boquita 13 0 0 0,00

Dorado 20 0 0 0,00

Guaynuma 20 0 2 10,00

Tortuga 7 0 3 42,90

Pisco Atenas 20 0 1 5,00

Lagunillas 20 0 0 0,00

Pozo 20 0 1 5,00

Queso 20 0 3 15.00

Sechura Chulliyachi 20 0 2 10,00

Delicias 20 0 0 0,00

Puerto Rico 20 0 1 5,00

C. gigas Chimbote La Arena 44 0 0 0,00

3.3. Analisis de la secuencia de los amplicones positivos.

En la tabla 5 se muestran los resultados de la secuenciacion
fueron analizados en la base de datos online BLAST, para cada
individuo de Argopecten purpuratus se observa similitud de 100 %
con Ostreid herpesvirus 1 y 99 % y 100 % Chamys acute
necrobiotic virus. De las muestras de Atenas 18 (Atel8), Puerto
rico 20 (Pto20), Pozo 14 (pzol4), Tortugas 16 y 18 (Torl6),
(Torl8), Queso 12y 16, (Quel?2) y (Quelb).

Estas muestras fueron alineadas y agrupadas en arbol
filogenético con las secuencias de Ostreid herpesvirus 1, Chlamys
acute necrobiotic virus mediante el programa online Mega 5, en la
figura 15 se observa que se encuentran relacionadas entre si en
un 100 % y que la muestra 20 de Puerto rico (Pto20) se encuentra

en el grupo aunque no se especifica en que porcentaje.
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Tabla 5. Alineamiento de secuencias en el programa BLAST de
las muestras de A. purpuratus.

Secuencias con mayor similitud a la secuencia de la muestra

Muestra Virus Similitud N° de acceso en
(%) Genbank

Pto20 Ostreid herpesvirus 1 100 AY509253.1
Chlamys acute necrobiotic virus 99 GQ153938.1
Torl6 Chlamys acute necrobiotic 100 GQ153938.1
Ostreid herpesvirus 1 100 AY509253.1
Torl8 Ostreid herpesvirus 1 100 AY509253.1
Chlamys acute necrobiotic virus 99 GQ153938.1
Quel2 Ostreid herpesvirus 1 100 AY509253.1
Chlamys acute necrobiotic virus 99 GQ153938.1
Quel6 Ostreid herpesvirus 1 100 AY509253.1
Chlamys acute necrobiotic virus 99 GQ153938.1
Atel8 Chlamys acute necrobiotic virus 100 GQ153938.1
Ostreid herpesvirus 1 100 AY509253.1
Pzol4 Ostreid herpesvirus 1 100 AY509253.1
Chlamys acute necrobiotic virus 99 GQ153938.1
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120508-04 GO3 C-Ate18-0sHVA-F1
11121505 MOT Que16-0sHV1Fw1
111215-05 A09 Tor16-OsHVFwA
11121505 E09 Poz14-0sHV1Fw1
120508-04 AD3 B-Que12-OsHV1-F1

10

=

11121505 C09 Tor18-OsHV1FwA

— 1121505 G09 Pto20-OsHV1Fwi|
|gbIAY509253.1|:182682-18315[] Ostreid herpesvirus 1 complete genome

110! gblGQ153938.1):165361-185831 Chlamys acute necrabiotic virus complete gename

04 0.3 02 0 0.0

Figura 15. Arbol filogenético de las secuencias de ADN del virus presente en A.
purpuratus. Se observa que las muestras correspondientes a Atenas 18
(Atel8), Queso 16 (Quel6), Tortuga 16 (Torl6), Pozo 14 (Poz14), Queso
12 (Quel2), y Tortuga 18 (Torl8), muestran un 100 % de similitud entre
ellas, mostrando una distancia filogenética de 0,05 con la muestra de
Puerto Rico 20 (Pto20). Todas estas muestras tienen una distancia
filogenética de 0,45 con las secuencias de Ostreid herpesvirus 1 y
Chlamys acute necrobiotic virus. La escala inferior indica la distancia

filogenética.
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DISCUSION

El protocolo de PCR simple utlizando los primers
OsHV1Fw1/OsHV1Revl1 y C2/C6 no permiti6 detectar herpesvirus en
ninguna de las muestras de Crassostrea gigas y Argopecten
purpuratus, pero si logré6 amplificar el ADN de herpesvirus del control
positivo; sin embargo, cuando se aplicé el protocolo de semi nested
PCR utilizando los primers OsHV1Fw1l/OsHV1Rev2,
OsHV1Fw1/OsHV1Rev3 y C2/C4 se logro la amplificacion de ADN de
herpesvirus de 13 de las muestras de A. purpuratus de las cuales 7
pudieron ser exitosamente secuenciadas, estos resultados son
consistentes con lo encontrados Arzul, Renault and Lipart (2001), Arzul,
Nicolas et al. (2001), Arzul, Renault, Lipart et al. (2001), Batista et al.
(2005, 2007), Friedman et al. (2005), Garcia et al. (2011), Pepin, Rioua
and Renault (2008), Schikorski et al. (2011) y Segarra et al. (2010)
quienes ensayaron el par de primers C2/C4 logrando amplificaciones
exitosas del ADN de herpesvirus.

Las secuencias de ADN amplificadas en la presente investigacion
mostraron 100 % de similitud con Ostreid herpesvirus 1, y entre 99 y
100 % de similitud con Chlamys acute necrobiotic virus un virus
perteneciente al orden de los herpesvirales, aunque no clasificados en
la familia de los Malacoherpesviridae (Genbank nimero de acceso
GQ153938.1), esto indica que las secuencias de ADN correspondieron a
un Ostreid herpesvirus 1.

En cuanto al protocolo de g-PCR se realiz6 ensayos utilizando los
primers OsHV1Fw1/OsHV1Rev2, se pudo observar una amplificacién
apropiada del control positivo en todas sus diluciones salvo en las
ultimas diluciones en las que no hubo una amplificacion adecuada.
También se observo la disociacion de la curva en la cual se obtuvo una
temperatura media constante de 81,26 °C. Se realizaron otros ensayos
donde el control positivo y las muestras que resultaron positivas en

ensayos de semi nested PCR amplificaron inadecuadamente, pero



también lo hizo el control negativo, pues el equipo de g-PCR
presentaba fallas técnicas.

En la presente investigacion se detect6 la presencia de Ostreid
herpesvirus 1 en Argopecten purpuratus, lo cual ampliaria el rango de
especies que son afectadas por este patégeno y su distribucidon
geografica ya que no ha sido reportado por la OIE (2012),
constituyendo el primer reporte de la presencia de este patdgeno en A.
purpuratus y en el Perd. La presencia del virus en A. purpuratus, es
consistente con el hecho que el patdégeno tiene un amplio rango de
hospederos como se ha demostrado en diferentes investigaciones en
Crassostrea virginica (Farley et al. 1972 citado en Friedman et al.
2005), Tiostrea chilensis (Hine, Wesney and Besant 1998), C. angulata
y C. rivularis (Arzul, Renault, Lipart, 2001), Pecten maximus (Arzul,
Nicolas et al. 2001) y gasterépodos como Haliotis spp. (OIE 2012). La
presencia de Ostreid herpesvirus 1 en el Peru obedece a que este virus
tiene una amplia distribucion mundial, que abarca a paises como: USA
(Farley et al. 1972 citado en Friedman et al. 2005), Francia (Le deuff
and Renault 1999; Arzul, Renault and Lipart 2001; Arzul, Nicolas et al
2001; Arzul, Renault, Lipart et al 2001, Renault and Arzul 2001), México
(Vasquez, Caceres and Figueras 2004), Australia (Hine, Wesney and
Besant 1998 y Savin et al. 2010), Nueva Zelanda (Hine, Wesney and
Besant 1998) e Irlanda (Lynch et al. 2012). Ruditapes philippinarum
(Renault, Lipart and Arzul 2001).
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CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

El protocolo de semi nested-PCR utilizando los primers OsHV1F1 /
OsHV1Rev2, OsHV1F1 / OsHV1Rev3 y C2/C4 permitié detectar la

presencia de herpesvirus en A. purpuratus.

El protocolo de PCR simple utilizando los primers OsHV1F1 /
OsHV1Revl, y C2/C6 no permiti6 detectar la presencia de

herpesvirus en A. purpuratus ni en C. gigas.

Se logré6 amplificar ADN del control positivo en diluciones con el
factor 10°,10%, 102, 10 y 10 por medio del protocolo de la g-PCR
con los primers OsHV1F1 / OsHV1Rev2.

No se logréo amplificar el ADN de herpesvirus en las muestras A.

purpuratus ni de C. gigas por g-PCR.
No se pudo detectar presencia de herpesvirus en C. gigas.

Se detecté por primera vez la presencia de herpesvirus en un
bivalvo en el Perq, siendo la primera vez que se reporta para la

especie A. purpuratus.

La amplificacion del ADN viral mediante semi nested-PCR
utilizando los primers OsHV1F1 / OsHV1Rev2 y C2/C4, permitié
detectar la presencia de herpesvirus en A. purpuratus, pero no fue
especifica para determinar si se trataba de uno de los dos virus:
Ostreid herpesvirus 1 o Chlamys acute necrobiotic virus. Con los

cuales tuvo un 100 % de similitud.



VI.

RECOMENDACIONES

1)

2)

3)

4)

Realizar la secuenciacion completa del genoma del herpesvirus
presente en A. purpuratus en el Perd, lo que permitira disefar

primers para la deteccion especifica del mismo.

Realizar monitoreos permanentes para detectar presencia de

herpesvirus en A. purpuratus del litoral del Pera.

Ensayar protocolo de g-PCR para la deteccion de herpesvirus en

A. purpuratus y C. gigas.

Ensayar el uso de kit comerciales de purificacion de ADN, que

permita tener ADN de mejor calidad para las secuenciaciones.
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Anexos

Anexo 1. Composicion del kit PCR utilizada para la amplificacion de

un fragmento del gen de actina

Reactivo pl/reaccion
Agua ultra pura 39,2
Buffer 10X 5
MgCl, (50 mM) 1,5
dNTP's (10 mM) 1
Bi-actin-Fw 1
Bi-actin-Rev 1
Taq 0,3
Volumen final 49 ul/ tubo

Anexo 2. Programacion de amplificacion utlizada para la

amplificacion de un fragmento del gen de actina

Programacion del termociclador

Desnaturalizacién inicial: 95 °C - 5 min.

Ciclos: 40
Desnaturalizacién: 94 °C - 30 seg
Hibridacion: 50 °C - 45 seg.
Polimerizacion: 72 °C - 45 seq.
Polimerizacion final: 72 °C - 5 min.
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