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Resumen

Se realizaron bioensayos en un sistema cerrado con condiciones controladas para determinar la susceptibilidad de
Litopenaeus schmitti y Cherax quadricarinatus al virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) usando L. vannamei como
especie de referencia positiva para esta infeccion viral. Los organismos fueron inyectados intramuscularmente (20 UL camardn™")
con una preparacion de WSSV obtenida del Laboratorio de Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona, siendo
posteriormente distribuidos al azar en sus respectivos tanques. La susceptibilidad hacia WSSV fue significativamente mayor en
L. vannamei que en las otras especies (P < 0.05). El analisis histologico demostrd la presencia de cuerpos caracteristicos de las
infecciones con WSSV en las tres especies de crustaceos, con una distribucion variable dependiendo del tejido y especie. La
hibridacion in situ permitié también determinar la presencia de estos signos en hemocitos y el hepatopancreas.

Palabras claves: WSSV, Litopenaeus vannamei, Cherax quadricarinatus, susceptibilidad, hibridacion in situ.

Abstract

Bioassays were carried out in a closed system to evaluate the susceptibility of Lifopenaeus schmitti and Cherax
quadricarinatus to white spot syndrome virus (WSSV) using L. vannamei as the positive control reference species. Animals were
injected intramuscularly (20 L shrimp") with a WSSV preparation obtained from the Aquaculture Pathology Laboratory of the
University of Arizona. These infected organisms were reared separately in their respective experimental tank. Susceptibility to
WSSV was significantly greater in L. vannamei than in the other two species (P < 0.05). The histological analysis showed
characteristic inclusion bodies of WSSV in these three crustacean species, with a different distribution of infection depending on
the tissue and species. In situ hybridization also showed these signs of infection in hemocytes and hepatopancreas.

Key words: WSSV, Litopenaeus vannamei, Cherax quadricarinatus, susceptibility, in situ hybridization.
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Introduccion

La camaronicultura es una actividad que ha tenido un gran
impulso en las ultimas décadas y cuyo avance se ha visto afec-
tado debido a que sus sistemas crean un medio ambiente
artificial que favorece la seleccion y proliferacion de diversos
agentes infecciosos que pueden afectar considerablemente la
supervivencia y crecimiento de los organismos bajo cultivo
(Jiravanichpaisal et al., 1994). Diferentes virus han sido repor-
tados a nivel mundial como importantes agentes causantes de
serias pérdidas en la produccion del camardn, generando mor-
talidades que pueden llegar hasta de 100%. Estos virus son
facilmente trasportados de una region a otra gracias a multiples
actividades antropogénicas, incluyendo todas las relacionadas
con la acuacultura (transporte de reproductores, larvas, produc-
tos congelados, equipo y material, manejo de aguas de
desecho), convirtiéndose en agentes patdogenos que representan
un problema global de alto impacto (Durand et al., 2000).

El virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV) fue
inicialmente descrito en China y Japén en 1992-1993 (Inouye
et al.,, 1994) y en EUA en 1995 (Jory, 1999), presentando una
rapida dispersion en Tailandia, Vietnam, Malasia, India,
Nicaragua, Guatemala y Honduras (Durand et al., 1996; Jory,
1999). Este virus es clasificado en la base de datos universal
de virus (ICVTdb) como un Whispovirus de la familia
Nimaviridae, baciliforme, de 70 a 150 nm por 275 a 380 nm,
cuyo genoma consiste de una doble cadena de DNA (dsDNA)
de 293-305 kb (Lightner, 1996; Vlak et al., 2002). Las
infecciones por WSSV han sido reportadas en diversos
peneidos como Penaeus monodon, Litopenaeus vannamei,
L. stylirostris, Marsupenaeus japonicus y Fenneropenaeus
chinensis, y crustaceos como Macrobrachium rosenbergii y
Procambarus clarkii (Cai et al., 1995; Chang et al., 1998;
Lightner and Redman, 1998; Lo et al, 1999; Wang et al.,
1999). Los animales afectados por este virus muestran signos
de enfermedad como depositos blancos de calcio en la cuticula,
coloracion desde rosada a café debido a la expansion de sus
cromatoforos, letargia, disminucién del consumo de alimento,
nado lento y permanencia en las orillas de los estanques, y
entre los 3 y 10 dias después de presentarse los primeros signos
de enfermedad se presentan mortalidades del 100% (Lightner,
1996).

El presente estudio evalud la susceptibilidad del camarén
blanco del Atlantico, Litopenaeus schmitti, y de la langosta
roja de agua dulce australiana, Cherax quadricarinatus, al
WSSV empleando al camardn blanco del Pacifico L. vannamei
como referencia positiva. El camarén blanco del Atlantico es
un camaron comercial con habitat en el Mar Caribe y las costas
del Atlantico de Centro y Sudamérica, con una produccion
notable en Cuba, y cuya sensibilidad al WSSV no ha sido atin
determinada. La langosta roja de agua dulce australiana ha sido
introducida en América en la ultima década, donde ha mos-
trado un gran potencial para ser cultivada, siendo sin embargo
un posible portador del virus.
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Introduction

The shrimp culture industry has grown rapidly over the last
decades, but production has been hampered because the sys-
tems used create an artificial environment that favours the
selection and proliferation of diverse infectious agents capable
of significantly affecting survival and growth of the cultured
organisms (Jiravanichpaisal et al, 1994). Different viruses
have been reported to cause serious losses in shrimp farming
worldwide, generating mortalities of up to 100%. These
viruses are easily transported to other regions through multiple
anthropogenic acitivities, including those related to aquacul-
ture (transporting of broodstock, larvae, frozen products,
equipment and material, and handling of wastewaters), and
have become a serious global problem (Durand ef al., 2000).

The white spot syndrome virus (WSSV) was first dis-
covered in China and Japan in 1992-1993 (Inouye et al., 1994)
and in the United States in 1995 (Jory, 1999), and quickly
spread to Thailand, Vietnam, Malaysia, India, Nicaragua,
Guatemala and Honduras (Durand et al., 1996; Jory, 1999).
WSSV is classified in the universal virus database (ICVTdb) as
a member of the Whispovirus genus of the family Nimaviridae,
bacilliform of 70-150 nm by 275-380 nm, whose genome
consists of double-stranded DNA (dsDNA) of 293-305 kb
(Lightner, 1996; Vlak et al., 2002). Infections by WSSV have
been found in diverse penaeids such as Penaeus monodon,
Litopenaeus  vannamei, L. stylirostris, Marsupenaeus
Japonicus and Fenneropenaeus chinensis, and crustaceans such
as Macrobrachium rosenbergii and Procambarus clarkii (Cai
et al., 1995; Chang et al., 1998; Lightner and Redman, 1998;
Lo et al., 1999; Wang et al., 1999). Infected animals show the
following signs of illness: white spots of calcium on the exo-
skeleton, pink to brown colouration due to the expansion of
chromatophores, lethargy, reduced food intake and slow move-
ment, remaining along the edges of the tanks. Mortalities of
100% occur within 3 to 10 days after the first signs of illness
appear (Lightner, 1996).

This study evaluated the susceptibility to WSSV of the
Atlantic white shrimp, Litopenaeus schmitti, and the Australian
red-claw crayfish, Cherax quadricarinatus, using the Pacific
white shrimp, L. vannamei, as positive reference. The Atlantic
white shrimp inhabits the Caribbean Sea and the Atlantic
coasts of Central and South America. It is a commercial spe-
cies, successfully harvested in Cuba, whose sensibility to
WSSV has not yet been determined. The Australian fresh-
water crayfish was introduced to the American continent in the
past decade, where it has shown considerable aquaculture
potential; however, it is a possible carrier of the virus.

Materials and methods
Viral inoculum

The WSSV inoculum was provided by the Aquaculture
Pathology Laboratory at the University of Arizona (Tucson,
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Material y método
Inoculo viral

El in6culo de WSSV fue proporcionado por el Laboratorio
de Patologia Acuicola de la Universidad de Arizona (Tucson,
EUA). Este fue obtenido a partir de camarones libres de pato-
genos (L. vannamei) que fueron infectados con el virus, los
cuales desarrollaron signos de enfermedad y en los que se
detecto la presencia del virus mediante el analisis por reaccion
en cadena de la polimerasa (RPC o PCR) e histopatologia. El
pedunculo ocular y hepatopancreas fueron retirados de los
camarones infectados y los tejidos remanentes fueron pesados.
El exoesqueleto fue retirado y los tejidos infectados se homo-
geneizaron (4 a 5 v/w) en buffer de TN (10 mM Tris-HCl, 400
mM NaCl, pH 7.4) (Poulos, 2000, com. pers.) y centrifugaron a
6000 rpm por 20 min a 4°C. El sobrenadante fue retirado, fil-
trado (filtro de 0.2 pm de poro), y almacenado a —70°C para su
posterior uso.

Organismos experimentales

Los camarones juveniles de L. vannamei (1-2 g de peso),
L. schmitti (0.5-1 g de peso) y Ch. quadricarinatus (4-5 g de
peso) fueron proporcionados por el Instituto Tecnologico de
Estudios Superiores de Monterrey (Guaymas, Sonora,
Meéxico), el Centro de Investigaciones Pesqueras de La Habana
(Cuba), y el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste
(CIBNOR, La Paz, BCS, México), respectivamente. Los
organismos experimentales fueron transportados al laboratorio
hiimedo del CIBNOR en Guaymas (Sonora, México), donde
fueron aclimatados en tanques redondos de fibra de vidrio
de 1500 L con suministro de aire. Los camarones y las
langostas tenian suministro continuo de agua marina filtrada
(filtro de 3 pm de poro) a 36%o de salinidad y 26°C, y agua
dulce a 1-2%o de salinidad y 26°C, respectivamente. Los orga-
nismos experimentales fueron alimentados ad [libitum con
alimento comercial para camar6on con 30% de proteina cruda
(Purina Co., Sonora, México), y confirmados como libres del
virus de WSSV por medio de PCR e hibridacion in situ por el
laboratorio de andlisis integral acuicola del CIBNOR, el cual
pertenece a la red nacional de laboratorios de diagnodstico y
prevencion de enfermedades de organismos acuaticos del
Programa Nacional de Sanidad Acuicola, de México.

Tratamiento infeccioso

Los ensayos de infeccion fueron realizados en el laborato-
rio del CIBNOR (Guaymas) en tanques de experimentacion de
plastico (30 L), con tapa para evitar la contaminacion cruzada
por aerosoles. De acuerdo con la especie empleada los
tanques contenian aireacién continua y agua marina filtrada
(filtro de 3 pm de poro) a 36%o de salinidad y 26°C, o agua
dulce a 1-2%o de salinidad y 26°C. Se seleccionaron 30 orga-
nismos de cada especie (tratamiento) al azar, se pesaron e
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USA). It was obtained from pathogen-free shrimp (L.
vannamei) that were infected with the virus, which was
detected by the polymerase chain reaction analysis (PCR) and
histopathology. The ocular peduncle and hepatopancreas were
removed from infected shrimp and the remaining tissues were
weighed. The exoskeleton was removed, and infected tissues
were homogenized (4-5 v/w) in TN buffer (10 mM Tris-HCI,
400 mM NaCl, pH 7.4) (Poulos, 2000, pers. comm.) and centri-
fuged at 6000 rpm for 20 min at 4°C. The supernatant was
removed, filtered (0.2-um filter) and stored at —70°C for future
analysis.

Experimental organisms

Juveniles of L. vannamei (1-2 g in weight), L. schmitti
(0.5-1 g in weight) and Ch. quadricarinatus (4-5 g in weight)
were obtained from the Instituto Tecnologico de Estudios
Superiores de Monterrey (Guaymas, Sonora, Mexico), Centro
de Investigaciones Pesqueras de La Habana (Cuba) and Centro
de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR, La Paz,
Baja California Sur, Mexico), respectively. The experimental
organisms were transported to CIBNOR’s wet laboratory in
Guaymas (Sonora, Mexico), and acclimated in 1500-L, round,
aerated fiberglass tanks. Shrimp and crayfish were continu-
ously supplied with filtered (3-pum filter) seawater at 36%o
salinity and 26°C, or fresh water at 1-2%o salinity and 26°C,
respectively. Organisms were fed ad libitum with a commercial
shrimp diet containing 30% crude protein (Purina Co., Sonora,
Mexico). They were confirmed to be free of the virus by PCR
and in situ hybridization at CIBNOR’s aquaculture analysis
laboratory, which belongs to a national network of diagnostic
laboratories for the prevention of diseases in aquatic organisms
of Mexico’s aquaculture health program.

Infection challenge

Infection challenges were performed at CIBNOR’s labora-
tory (Guaymas) in 30-L, plastic experimental tanks with lids to
avoid cross-contamination by aerosols. According to the spe-
cies used, the tanks contained continuous aeration and filtered
(3-pm filter) sea water at 36%o salinity and 26°C, or fresh water
at 1-2%o salinity and 26°C. Thirty organisms of each species
(treatment) were randomly selected, weighed and injected
intramuscularly in the third somite with a saline solution con-
taining WSSV particles (20 pL shrimp™), and transferred to
experimental tanks (10 organisms tank'). The control group,
i.e. animals injected with a saline solution, were distributed in
like manner. Each treatment was tested in triplicate and
observed every 2 h. When mortality reached 50% in two of the
three experimental tanks, the surviving organisms were used
for the histological analysis and in situ hybridization (Lightner,
1996). On the eighth day post-injection, all the animals were
sacrificed and analyzed. One tank containing non-injected
organisms of each species was used as control in the histologi-
cal analysis and in situ hybridization. Organisms were fed a
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inyectaron intramuscularmente en la tercer somita con una
solucion salina con particulas de WSSV (20 pL camarén™),
siendo trasferidos posteriormente a las unidades experimen-
tales (10 organismos tanque™). El grupo control (animales
inyectados tinicamente con solucion salina) fue distribuido de
igual forma que los organismos tratados experimentalmente.
Cada tratamiento fue evaluado por triplicado y observado cada
2 h, hasta que la mortalidad llego a ser de 50% en dos de las
tres unidades experimentales. Entonces los organismos sobre-
vivientes fueron sometidos a andlisis histologico e hibridacion
in situ (Lightner, 1996). Ocho dias después de la inyeccion,
todos los organismos fueron sacrificados y analizados. Un tan-
que con organismos no inyectados de cada especie fue usado
para el andlisis histoldgico e hibridacion in situ de organismos
control. Los organismos fueron alimentados con alimento
comercial para camardén con 30% de proteina cruda (Purina
Co., Sonora, México). El alimento fue suministrado en tres
raciones iguales (08:00, 15:00 y 20:00 h) que totalizaban el 6%
de la biomasa total.

Histopatologia e hibridacion in situ

El cefalotérax de los organismos experimentales fue cor-
tado e inyectado con solucion de Davidson AFA a una dilucion
de 1:10 v/v. Después de 48 h de fijacion, las muestras fueron
almacenadas en etanol (50%) hasta su andlisis histologico o de
hibridacién in situ (Bell y Lightner, 1988). Se realizé una
evaluacion previa de los efectos del WSSV en los organismos
infectados por medio de andlisis histolégico en fresco, con una
tincion rapida con hematoxilina y eosina, en muestras de bran-
quias y de la primera somita abdominal, fuera de camarén o de
langosta (Morales-Covarrubias y Chavez, 1999).

La histopatologia se realiz6 por medio del procedimiento
descrito por Lightner (1996), en el que el tejido fue seccio-
nando (3-5 pm), montado en portaobjetos, tefiido con
hematoxilina de Harris y eosina (H&E) (Luna, 1968), y
evaluado en un microscopio de luz. Las muestras fueron consi-
deradas histolégicamente positivas para infecciones de WSSV
cuando se detectaron cuerpos de inclusiéon prominentes de
eosindfilos hasta baséfilo en nucleos hipertofiados de células
epiteliales cuticulares y del tejido conectivo. También se eva-
luaron la presencia de lesiones en glandulas antenales, érganos
linfoides, tejido hematopoiético y corazén (Lightner, 1996).
Las lesiones fueron clasificadas desde G1 hasta G4 de acuerdo
con lo descrito por Bell y Lightner (1987), tomando en cuenta
la hipertrofia nuclear, desintegraciéon de la membrana nuclear y
otros cambio histopatologicos en 6rganos y tejidos.

Los tejidos controles y los provenientes de los organismos
infectados fueron analizados por medio de hibridacion in situ,
cuyo procedimiento y visualizacion fue realizado de acuerdo
con lo descrito por Wongteerasupaya et al. (1996) y Durand et
al. (2003). Los cortes de tejidos fueron montados y procesados
sobre portaobjetos para hibridacion in situ (Fisher Scientific).
Las pruebas especificas no radioactivas para WSSV (A6, LN4
y C42, etiquetadas con digoxigenina) fueron suministradas por
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commercial shrimp diet, containing 30% crude protein (Purina
Co., Sonora, Mexico). Food was supplied in three equal rations
(08:00, 15:00 and 20:00 h), constituting 6% of the total
biomass.

Histopathology and in situ hybridization

The cephalothorax of the experimental organisms was
removed and injected with Davidson’s AFA solution
(1:10 v/v). After 48 h of fixation, the samples were stored in
ethanol (50%) until histological analysis or in situ hybridiza-
tion (Bell and Lightner, 1988). A previous evaluation of the
effect of WSSV on infected organisms was carried out histo-
logically using fresh tissue, by hematoxilin and eosin staining
of gill and first abdominal somite samples from shrimp and
crayfish (Morales-Covarrubias and Chavez, 1999).

Histopathology was performed according to the pro-
cedure described by Lightner (1996). The tissue was sectioned
(3—5 pm), mounted on a slide, stained with Harris hematoxilin
and eosin (H&E) (Luna, 1968) and evaluated under a light
microscope. Samples were considered histologically positive
for WSSV infections when prominent eosinophilic to basophi-
lic inclusion bodies were detected in hypertrophied nuclei of
cuticular epithelial cells and connective tissue. We also
evaluated the presence of lesions on antennal glands, lymphoid
organs, hematopoietic tissue and heart (Lightner, 1996).
Lesions were classified from G1 to G4 according to Bell and
Lightner (1987), considering the nuclear hypotrophy, disinte-
gration of the nuclear membrane and other histopathological
changes in organs and tissues.

The control tissues and those from infected organisms were
analyzed by in situ hybridization. The procedure and visualiza-
tion were done according to Wongteerasupaya et al. (1996) and
Durand et al. (2003). Tissue sections were mounted and pro-
cessed on slides for in situ hybridization (Fisher Scientific).
The non-radioactive specific probes for WSSV (A6, LN4 and
C42 labeled with digoxigenine) were provided by D.V.
Lightner (Aquaculture Pathology Laboratory, University of
Arizona, Tucson, USA). WSSV infected and non-infected
tissues of L. vannamei were used as control.

Statistical analysis

Mean survival values for shrimp and crayfish were com-
pared by a one-way analysis of variance and Duncan’s multiple
range test using the Statistica software (1995).
Results
Infection challenges

Some L. schmitti and C. quadricarinatus organisms
infected with the virus presented anorexia, lethargy, muscular

opacity and discolouration of the cuticle at 4 days post-
injection. Mortalities of 10% and 15%, respectively, were
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D.V. Lightner del Laboratorio de Patologia Acuicola de la
Universidad de Arizona en Tucson. Se emplearon tejidos
infectados y no infectados con WSSV de L. vannamei como
controles.

Analisis estadistico

Los valores medios de supervivencia de camarones y lan-
gosta fueron comparados por medio de analisis de varianza de
una via y la prueba de rangos multiples de Duncan usando el
programa computacional Statistica (1995).

Resultados
Tratamientos infecciosos

Algunos organismos de L. schmitti y C. quadricarinatus
infectados con el virus, presentaron anorexia, letargia, opaci-
dad muscular y decoloracion de la cuticula 4 dias después de su
inyeccion. Se observaron mortalidades de 10% y 15%, respec-
tivamente, a lo largo del bioensayo (fig. 1), siendo éstas
significativamente inferiores a las observadas en L. vannamei
(P < 0.05). Esta ultima especie de camarén mostré cromatédfo-
ros rojos sobre todo el cuerpo, ademds de signos desde
moderados a severos de anorexia y letargia desde el segundo
dia después de la inyeccion, observandose flacidez en la
cuticula de los organismos de L. vannamei infectados, cuatro
dias después de la inyeccion. Estos organismos mostraron una
mortalidad de 20% al segundo dia y de 50% al cuarto dia,
siendo esta mortalidad significativa (P < 0.05) con respecto a
su control y las otras especies experimentales (fig. 1).

Histopatologia

La histologia en fresco de las muestras provenientes de
camarones L. vannamei infectados mostré inclusiones

recorded during the bioassay (fig. 1), which were significantly
lower than that found for L. vannamei (P < 0.05). Infected L.
vannamei organisms showed red chromatophores over all the
body, and moderate to severe signs of anorexia and lethargy
after 2 days post-injection, and limpness of the cuticle at 4 days
post-injection. Mortality of these organisms was 20% after
2 days and 50% after 4 days, which was significant (P < 0.05)
relative to the control and other experimental species (fig. 1).
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Figura 1. Mortalidad de Litopenaeus vannamei, L. schmitti y Cherax
quadricarinatus, al ser infectados con el virus del sindrome de la mancha
blanca (WSSV).

Figure 1. Mortality of Litopenaeus vannamei, L. schmitti and Cherax
quadricarinatus, on being infected with the white spot syndrome virus
(WSSV).

Histopathology

The histological analysis of the samples from infected L.
vannamei shrimp revealed characteristic inclusion bodies of
WSSV only in the gills (fig. 2).

Figure 3(a—) shows microphotographs of histological
H&E preparations with characteristic inclusions of WSSV in
tissues of L. vannamei, L. schmitti and C. quadricarinatus.
Juvenile L. vannamei shrimp were extremely susceptible to
WSSV infection, with evidence of typical inclusions of G3—-G4
severity in all the organisms analyzed. WSSV inclusion bodies

Figura 2. Preparacion histoldgica en humedo donde se pueden apreciar los cuerpos de inclusidn caracteristicos de WSSV (flechas) en
branquias de Litopenaeus vannamei.
Figure 2. Wet histological preparation, showing the characteristic inclusion bodies of WSSV (arrows) in gills of Litopenaeus vannamei.
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Figura 3. Microfotografia de preparaciones histologicas con inclusiones de WSSV (flechas) en el epitelio cuticular del molino gastrico y tejido conectivo de
Litopenaeus vannamei (a), L. schmitti (b) y Cherax quadricarinatus (c), y preparaciones de hibridacion in situ con nucleos infectados en los tejidos subcuticular
y conectivo de L. vannamei (d), en la cdmara gastrica de L. schmitti (€) y en el epitelio subcuticular y subcuticular profundo de Ch. quadricarinatus (f).

Figure 3. Microphotograph of histological preparations with inclusions of WSSV (arrows) in the cuticular epithelium of the gastric mill and connective tissue of
Litopenaeus vannamei (a), L. schmitti (b) and Cherax quadricarinatus (c), and preparations of in situ hybridization with infected nuclei in the subcuticular and
connective tissues of L. vannamei (d), in the gastric chamber of L. schmitti (e) and in the subcuticular and deep subcuticular epithelium of Ch. quadricarinatus

).
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caracteristicas de WSSV solamente en las branquias de estos
organismos (fig. 2).

La figura 3(a—c) muestra microfotografias de preparaciones
histoloégicas H&E con inclusiones caracteristicas de WSSV en
tejidos de L. vannamei, L. schmitti y Ch. quadricarinatus. Los
juveniles de L. vannamei fueron extremadamente susceptibles
a la infeccion con WSSV, presentando evidencia de inclusiones
tipicas con grado de severidad G3—G4 en todos los organismos
analizados. Las inclusiones de WSSV fueron observadas en el
tejido subcuticular de la camara gastrica y en diversos apéndi-
ces, tejido conectivo, branquias, pericardio o6rgano linfoide,
0jo, glandula antenal y tejido hematopoiético. Ninguno de los
organismos inyectados con solucion salina o no inyectados,
presentaron estas inclusiones.

Los juveniles de L. schmitti fueron menos susceptibles a la
infeccion, mostrando lesiones tipicas con un grado de severi-
dad G2-G3 en el tejido subcuticular de la camara gastrica, en
las branquias y el tejido conectivo.

En los juveniles de Ch. quadricarinatus se observaron
lesiones producidas por WSSV con un grado de severidad G3,
en las que los cuerpos de inclusion viral fueron evidentes en el
tejido subcuticular, branquias, tejido conectivo y glandula ante-
nal.

Hibridacion in situ

Se observo una reaccion negativa de hibridacion in situ en
el grupo control, mientras que en las tres especies se observo
una gran reaccion positiva en 6rganos y tejidos de organismos
infectados con WSSV, siendo esta reaccion observada princi-
palmente en los nucleos de las células infectadas. La figura
3(d—f) muestra microfotografias de preparaciones de hibrida-
cion in situ con nucleos infectados por WSSV en tejidos de L.
vannamei, L. schmitti y Ch. quadricarinatus. Se observo una
alta incidencia de nucleos infectados en el tejido subcuticular y
algunos tejidos conectivos de L. vannamei, mientras que L.
schmitti mostré gran incidencia en el tejido cuticular de la
camara gastrica y en los apéndices. En el tejido subcuticular de
Ch. quadricarinatus se presentaron también signos de
infeccion. Adicionalmente, se observaron claramente signos de
infeccion entre las células del tejido conectivo de los tiibulos
hepatopancreaticos de L. schmitti, pero no en el de los de L.
vannamei'y Ch. quadricarinatus.

Se detectd una reaccion positiva a la hibridacion in sifu en
muchos de los hemocitos y hepatopancreas, siendo observados
ademas diferentes niveles de intensidad de color en otros teji-
dos de las tres especies, producto de la reaccion de hibridacion.
En algunos tejidos el nticleo intacto se tifié desde azul claro a
purpura, mientras que en otros la membrana nuclear apa-
rentemente se desintegro y la coloracion azul se extendio al
citoplasma siendo ademas claramente evidentes cambios cito-
plasmaticos en los diversos tejidos de L. vannamei y Ch.
quadricarinatus.
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were observed in the subcuticular tissue of the gastric chamber
and in diverse appendages, connective tissue, gills, pericar-
dium, lymphoid organ, eye, antennal gland and hematopoietic
tissue. None of the organisms injected or not injected with
saline solution presented these inclusions.

Juvenile L. schmitti shrimp were less susceptible to infec-
tion. Typical lesions of G2—G3 severity were observed in the
subcuticular tissue of the gastric chamber, gills and connective
tissue.

Lesions of G3 severity produced by WSSV were observed
in juvenile Ch. quadrucarinatus crayfish. Viral inclusion bod-
ies were evident in subcuticular tissue, gills, connective tissue
and antennal gland.

In situ hybridization

A negative reaction to in sifu hybridization was observed
in the control group, whereas a very positive reaction was
observed in organs and tissues of WSSV infected organisms, in
the three species. This reaction was mainly observed in the
nuclei of infected cells. Figure 3(d—f) shows microphotographs
of preparations of in situ hybridization of WSSV infected
nuclei in tissue of L. vannamei, L. schmitti and Ch.
quadricarinatus. There was high incidence of infected nuclei
in subcuticular tissue and some connective tissues of L.
vannamei, and in cuticular tissue of the gastric chamber and
appendages of L. schmitti. Signs of infection were present in
subcuticular tissue of Ch. quadricarinatus. Signs were also
evident among the cells of the connective tissue of the hepato-
pancreatic tubules of L. schmitti, but they were not observed in
L. vannamei and Ch. quadricarinatus.

A positive reaction to in situ hybridization was detected in
many of the hemocytes and hepatopancreas. We also observed
different levels of colour intensity, as a result of the reaction to
hybridization, in other tissues of the three species. In some
tissues, the whole nucleus stained from light blue to purple,
while in others the nuclear membrane apparently disintegrated
and the blue colouration extended to the cytoplasm. Moreover,
evidence of cytoplasmic changes were clearly observed in
diverse tissues of L. vannamei and Ch. quadricarinatus.

Discussion

Several methods have been developed to detect WSSV
infected organisms and tissues. In the present work, histopa-
thology and in situ hybridization revealed signs of WSSV
infection in diverse tissues of L. vannamei (4 days post-
injection), L. schmitti and Ch. quadricarinatus (8 days post-
injection). Similar results were obtained by Chang et al.
(1996), who found that the cuticular epithelium of L. monodon
was one of the main tissues affected by WSSV infections. The
virus also targets connective tissue, nervous tissue, muscular
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Discusion

Se han desarrollado varios métodos para detectar organis-
mos y tejidos infectados por WSSV. En el presente estudio se
observaron signos de infeccion por WSSV en diversos tejidos
de L. vannamei (4 dias después de inyectados), L. schmittiy C.
quadricarinatus (8 dias después de inyectados) por medio de
histopatologia e hibridacion in situ. Chang et al. (1996)
obtuvieron resultados similares, encontrando que el epitelio
cuticular de L. monodon fue uno de los principales tejidos afec-
tados por las infecciones de WSSV. También otros tejidos
como el conectivo, nervioso, muscular, linfoide, hematopoié-
tico, gastrico, branquias, apéndices y glandula antenal han sido
reportados como blancos del virus WSSV (Chang et al., 1996;
Lightner 1996; Yoganandhan et al., 2003). En la presente
investigacion solo se detectaron signos de infeccion por WSSV
en hemocitos y hepatopancreas por medio de hibridacion in
situ, lo que sugiere fuertemente que el método de evaluacion
de los signos de infecciéon debe ser tomado en cuenta depen-
diendo del tejido analizado. Esto concuerda con lo observado
por Chang et al. (1996), Durand et al. (1996), Nadela et al.
(1997) y Yoganandhan et al. (2003), quienes encontraron dife-
rentes evidencias de infecciones con WSSV dependiendo del
método usado. Ellos observaron que la histopatologia permite
detectar los signos de infeccion en los tejidos antes mencio-
nados, pero que la hemolinfa, hepatopancreas y hemocitos
solamente evidenciaron estos signos por medio de hibridacion
in situ, RPC o Western blot.

El uso de la técnica de tincion rapida con hematoxilina y
eosina (Morales-Covarrubias y Chavez-Sanchez, 1999) 2 dias
después de la inyeccion con WSSV, reveld la presencia de
inclusiones tipicas de WSSV solamente en las branquias de L.
vannemei (fig. 2). Estos resultados sugieren que esta técnica
puede ser usada como una herramienta presuntiva en el campo,
para infecciones con WSSV en granjas y laboratorios, con la
ventaja de no tener que sacrificar a los organismos.

La mortalidad de 50% observada en L. vannamei en la
presente investigacion es similar a la reportada por Wang et
al. (1999) para esta misma especie cuando fue infectada con
diferentes aislados geograficos de WSSV. En contraste, los
organismos juveniles de L. schmitti y C. quadricarinatus mos-
traron una tolerancia significativa (P < 0.05) a las infecciones
de WSSV, con un 90% y 85% de supervivencia respectiva-
mente. Sin embargo observaron claros sintomas de letargia,
anorexia y cambios en la coloracion del musculo abdominal en
ambas especies. Este es el primer reporte que evidencia el
grado de susceptibilidad que posee L. schmitti hacia WSSV.
Sin embargo, la resistencia de L. schmitti y Ch. quadricarina-
tus puede cambiar dependiendo de varios factores (estrés,
estado nutricional, etc.). Por ejemplo, Wang et al. (1999) repor-
taron que la mortalidad en Farfantepenaeus duorarum llegd a
ser de 100% al usar un indculo proveniente de Fenneropenaeus
chinensis, pero solo de 50% al usar un in6culo proveniente de
Orconectes punctimanus, 18 dias después de la infeccion.
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tissue, lymphoid tissue, hematopoietic tissue, gastric tissue,
gills, appendages and antennal gland (Chang et al., 1996;
Lightner, 1996; Yoganandhan ef al., 2003). In this study, signs
of WSSV infection in hemocytes and hepatopancreas were
only detected by in sifu hybridization. This strongly suggests
that the method used to evaluate signs of infection must be
taken into account, depending on the tissue analyzed. This con-
curs with Chang et al. (1996), Durand ef al. (1996), Nadela et
al. (1997) and Yoganandhan et al. (2003), who found different
evidences of WSSV infection depending on the method used.
They found that signs of infection in the previously mentioned
tissues can be detected by histopathology, but that in the
hemolymph, hepatopancreas and hemocytes, these signs are
only detected by in situ hybridization, PCR or western blot.

The rapid staining technique with hematoxilin and eosin
(Morales-Covarrubias and Chavez-Sanchez, 1999) revealed, at
2 days post-injection, the presence of typical inclusion bodies
of WSSV only in the gills of L. vannamei (fig. 2). These results
indicate that this technique can be used as a presumptive tool
for WSSV infections in farms and laboratories, especially as
the organisms do not have to be sacrificed.

The 50% mortality recorded for L. vannamei in this study is
similar to that reported by Wang et al. (1999) for the same
shrimp species infected with different geographic isolates of
WSSV. In contrast, L. schmitti and Ch. quadricarinatus juve-
niles showed a significant (P < 0.05) tolerance to WSSV
infections, with 80% and 85% survival, respectively; however,
clear symptoms of lethargy, anorexia and changes in coloura-
tion of the abdominal muscle were observed in these two
species. This is the first report that shows the degree of suscep-
tibility of L. schmitti to WSSV, but the resistence of L. schmitti
and C. quadricarinatus may change depending on several fac-
tors (stress, nutrition). For example, Wang et al. (1999)
reported that mortality of Farfantepenaeus duorarum reached
100% when an inoculum from Fenneropenaeus chinensis was
used, but only 50% when an inoculum from Orconectes
punctimanus was used, at 18 days post-infection.
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