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RESUMEN 

 

 

 

El virus de la mancha blanca (WSSV) es uno de los virus más letales que afectan la 

camaronicultura, ya que puede causar el 100% de mortalidad en solo unas horas en un 

estanque. Este virus no solo infecta al camarón sino a un gran número de especies de 

crustáceos, por eso de la importancia del estudio de su genoma. El marco de lectura 

(ORF) 514 se había reportado, hasta la realización de este trabajo, como un ORF 

“putativo” codificante de una ADN polimerasa viral. Este tipo de proteínas 

involucradas en la replicación del ADN se han vuelto blanco de fármacos antivirales, 

por lo que es de gran importancia su caracterización, ya que conociendo su función se 

pudieran realizar trabajos con el objetivo de inhibir la replicación viral. En este 

trabajo se realizó la caracterización del ORF514, así como el estudio de una proteína 

accesoria en la replicación, el PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) de 

Litopenaeus vannamei. El PCNA esta reportado que confiere una mayor procesividad 

a las polimerasas durante la replicación del ADN. En este trabajo de tesis se encontró 

que el marco de lectura 514 tiene actividad de polimerasa ya que incorporo 

nucleótidos a una cadena molde de ADN. Así mismo, se identificaron los dominios 

polimerasa y exonucleasa, así como los sub dominios de los dedos, pulgar y palma de 

acuerdo a una modelación molecular predictivo. Este trabajo incluye la 

caracterización del ADNc de PCNA de camarón y su expresión génica durante una 

infección del camarón con el WSSV. Se caracterizó la secuencia completa codificante 

del PCNA y se identificaron los dominios involucrados en la interacción 

PCNA/ADN/ADN polimerasa en el modelo molecular teórico. Adicionalmente, se 

cuantificaron los niveles de ARNm de los genes de PCNA y de la WSSV ADN 

polimerasa, mediante la transcripción reversa y PCR cuantitativo (qRT-PCR), se pudo 

observar que el gen de la WSSV ADN polimerasa aumenta su expresión conforme 

aumenta la infección,  mientras que el PCNA mantiene su expresión a lo largo de la 
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infección viral. Con base en los resultados obtenidos en este trabajo en donde se 

identificó la actividad de polimerasa del ORF514, se pudiera dirigir algún tipo de 

inhibición hacia esta enzima, dado que se pudo identificar su actividad y su expresión 

a lo largo de una infección con el WSSV.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 Se conocen más de 20 virus que atacan a los crustáceos (Flegel 2006). Uno de 

éstos es el virus del síndrome de la mancha blanca (WSSV, por sus siglas en inglés white 

spot syndrome virus
1
), agente causal del síndrome del mismo nombre. El WSSV no solo 

puede infectar al en camarón, si no también puede infectar a una gran variedad de 

crustáceos como cangrejos y langostinos. Por su importancia económica, se ha estudiado 

la interacción de este virus con el camarón blanco Litopenaeus vannamei. Los camarones 

infectados con el WSSV presentan letargia, un hepatopáncreas rojizo y algunos pueden 

presentar manchas blancas de carbonato de calcio en el cefalotórax, de ahí el nombre de 

“mancha blanca” (van Hulten et al., 2000). Esta enfermedad tiene un alto costo sobre la 

producción de camarón en estanques a nivel mundial. 

 El WSSV se encuentra clasificado dentro de una nueva familia de virus 

denominada Nimaviridae, que incluye al género Whispovirus (van Hulten et al., 2001; 

Liu et al., 2009). Este virus posee una cápside y su genoma es circular de doble cadena de 

ADN. El genoma consiste en 305 Kb y cuenta con aproximadamente 180 marcos de 

lectura (ORF, por sus siglas en inglés open reading frame) (Bustillo-Ruiz et al., 2009; 

Sánchez-Paz 2010). El ORF 514 codifica a una proteína similar a una ADN polimerasa 

(GenBank AAK77696), la cual se asume que esta implicada en la replicación del ADN 

viral (van Hulten et al., 2001), De acuerdo a lo anterior, en este estudio se planteo el 

estudio del ORF 514 basado en el amplio conocimiento de las ADN polimerasas (ADN 

pol) en diversos organismos. El conocimiento sobre estas enzimas abarca muchas 

décadas de trabajos bioquímicos, moleculares, y se han elucidado los componentes de la 

                                                 
1
 Las abreviaturas comúnmente usadas de los términos en inglés (PCR, ORF, WSSV) una vez definidos y 

traducidos, se usan en el texto con las iniciales del término en idioma inglés. 
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replicación viral a detalle, siendo un ejemplo de esto la ADN pol del bacteriófago T7 

(Brieba et al., 2004).  

 Actualmente, el conocimiento de la replicación de los herpes virus ha permitido 

identificar moléculas que tienen actividad antiviral, algunas de las cuales se han 

desarrollado como fármacos (De Clercq y Holý 2005). Su mecanismo se basa en la 

inhibición diferencial de una enzima viral, sin afectar a la contraparte del hospedero 

(Roth 1986). Entre los fármacos del tipo nucleosídico se encuentra el aciclovir y el 

ganciclovir, que son ampliamente utilizados contra virus tales como el herpes virus 

(HSV) y el virus de la varicela zoster (VZV) (Mul et al., 1989). 

 La sobreexpresión recombinante, es una técnica importante en estudios donde se 

busca entender la relación entre la estructura, la función y el diseño de inhibidores 

selectivos para proteínas, o bien, para ingeniería de las mismas. Puesto que se conoce la 

secuencia nucleotídica de la ADN pol del WSSV, es factible su sobreexpresión en un 

sistema heterólogo procarionte con la finalidad de tener cantidades abundantes de enzima 

para su caracterización bioquímica. Por lo tanto, en este trabajo se espera aportar nueva 

información, tanto de la estructura como de la funcionalidad de la ADN pol del WSSV. 

El conocimiento de su función e interacción con inhibidores sería de gran ayuda para la 

producción de algún fármaco, que permita combatir la enfermedad de la mancha blanca 

en el camarón. 
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II. ANTECEDENTES 

 

 

 

II.1. Virus del Síndrome de la Mancha Blanca (WSSV) 

 

 

II.1.1. Importancia en la Camaronicultura.  El WSSV es el agente causal del síndrome 

de la mancha blanca en el camarón. Este virus se ha aislado en tres regiones geográficas 

diferentes, Tailandia, China y Taiwán, presentado diferencias en su genoma, así como en 

su patogenicidad y capacidad de infección (Flegel 1997; Sánchez Martínez et al., 2007). 

El aislado Tailandés ha mostrado ser el más virulento, ya que puede causar el 50% de 

mortalidad en un estanque en solo 2 días, mientras que para los aislados de China y 

Taiwán la mortalidad se registra entre 3 y 10 días (van Hulten et al., 2001).  

 La transmisión del WSSV involucra a varios vectores tales como cangrejos, 

langostas y una amplia variedad de peneidos (Dieu et al., 2010). Los camarones 

infectados presentan síntomas tales como letargia, nado errático, pleópodos y urópodos 

rojizos. Una característica específica de la infección, es la aparición de agregados de 

carbonato de calcio en el exoesqueleto (Dieu et al., 2004). El WSSV no solo se ha 

encontrado en organismos vivos, sino que se ha detectado en productos congelados de 

camarón, así como en suelos de granjas que presentaron la infección (Nunan et al., 1998; 

Natividad et al., 2008). 

II.1.2. Características y genes del WSSV.  Los viriones del WSSV son de un tamaño 

aproximado de 275 x 120 nm, dcon forma baciliforme y en uno de sus  extremos se 

encuentra un apéndice (Figura 1), por lo que se le incluye dentro de la nueva familia 

Nimaviridae. El WSSV tiene una nucleocápside que le da protección y forma que se 

encarga del reconocimiento hospedero-virus, ya que está recubierta por proteínas de 

reconocimiento (van Hulten et al., 2001). Por la forma de la nucleocápside, al WSSV se 

le clasifica como baculovirus, aunque el tamaño de su genoma de 305 kb, no se encuentra 

dentro del rango de ADN de los baculovirus. Por ello para clasificarlo se creó un nuevo 

género, el Whispovirus (Tang et al., 2007). 
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Figura 1.- Estructura del WSSV obtenida por microscopía inmunoelectrónica (Wu y Yang 2006). 

Viriones intactos vistos utilizando la metodología IEM (immunoelectron microscopy, por sus 

siglas en inglés) 

 Debido al gran tamaño del genoma del WSSV, sólo el 5% de las secuencias 

obtenidas de este virus han sido estudiadas, y la mayoría son proteínas de reconocimiento 

e interacción entre el hospedero y el virus. Los genes del genoma de WSSV se pueden 

clasificar en cuatro grupos, el primero compuesto por genes estructurales tales como 

VP22 y VP28 (Yi et al., 2004), los cuales codifican a proteínas de la nucleocápside. El 

segundo grupo está compuesto por genes funcionales como las proteínas VP60A y 

VP53A, involucrados en la proliferación y el ciclo de vida del virus (Tsai et al., 2004). El 

tercer grupo está compuesto por genes involucrados en la latencia del virus, proceso que 

es activamente investigado pero poco clara su función. El cuarto y último grupo son 

genes temporales los cuales están involucrados en la replicación del ADN viral, un 

ejemplo es la proteína cinasa (Pk), también las proteínas ADN polimerasa, TS (timidilato 

cinasa), TK-TMK (timidino cinasa-timidino monofosfato cinasa), ésta ultima es una 

quimiera que solo existe en el WSSV, las cual está involucrada en el ciclo de replicación 

del virus (Liu et al., 2001; Sánchez Martínez et al., 2007).  Dentro del  cuarto grupo se 

encuentra el ORF 514, uno de los más importantes en el virus, ya que codifica para una 

ADN polimerasa, para la que aún no se ha demostrado su función (Chen et al., 2002).  
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II.2. ADN Polimerasa 

 

 

II.2.1 Estructura y Función de las ADN Polimerasas.  La ADN pol es la enzima 

encargada de sintetizar una nueva cadena de ADN a partir de una cadena molde o 

templado (Alberts et al., 2002). El proceso de síntesis de ADN es complicado y los 

principales actores son las proteínas de reconocimiento, las cuales se unen a una 

secuencia llamada origen de replicación. Este sitio es variable dependiendo si la 

replicación es en organismos procariotes, eucariontes o virus. El complejo de replicación 

consiste de varias proteínas también llamado replisoma, formado por una proteína de 

reconocimiento del origen de replicación (OriB) la helicasa (AdnB), topoisomerasa I, 

primasa (AdnG), las proteínas de unión a la cadena sencilla SSB (single-stranded binding 

proteins, por sus siglas en inglés), ligasa, la pinza (β) y la ADN polimerasa III, (Figura 2) 

(Alberts et al., 2002; Johnson y O'Donnell 2005a). 

 

Figura 2.- Proteínas involucradas en la síntesis de ADN (Johnson y O'Donnell 2005a). Complejo 

enzimático donde se pueden identificar el PCNA o pinza β y la polimerasa Pol III.   

 

 Cada una de estas proteínas tiene una función específica dentro de la síntesis de 

ADN. Las proteínas iniciadoras reconocen la secuencia del origen de la replicación, y 

permiten la unión de la helicasa, que va abriendo la doble hélice del ADN rompiendo los 

puentes de hidrógeno entre las cadenas (Johnson y O'Donnell 2005a). La topoisomerasa 

evita el superenrrollamiento, por medio del rompimiento de los enlaces fosfodiéster. Las 
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SSB evitan que la cadena sencilla vuelva a unirse a la cadena complementaria y las 

Primasas son las encargadas de sintetizar el iniciador, el cual reconocerá la polimerasa y 

se dará la síntesis del ADN.  A su vez a la polimerasa la reconocerá la proteína “pinza” 

(β), ésta le conferirá el anclaje a la cadena de ADN, para así darle lugar a la ligasa la cual 

unirá los fragmentos de Okasaki formados durante la síntesis de la cadena “retrasada” 

(Johnson y O'Donnell 2005a). La enzima mas importante en la síntesis de ADN es la 

polimerasa, que polimeriza los nucleótidos usando como modelo la cadena molde 

complementaria, donde ya se encuentran todas las demás proteínas (Kornberg 1984).  

 Las polimerasas también tienen funciones de reparación, tales como la reparación 

de nucleótidos excluidos y la excisción de bases, entre otras. Todos los procesos en los 

cuales las polimerasas se ven involucrados, están relacionados con la preservación del 

ADN del organismo (Bebenek y Kunkel 2004). Las familias de polimerasas difieren en 

su subunidad catalítica, pero todas tienen tres partes en común ubicadas en el subdominio 

de la subunidad catalítica, comúnmente llamadas dedos, palma y pulgares (Figura 3) 

(Bebenek y Kunkel 2004). 

                        
Figura 3.-  Características del subdomino de las polimerasas (Johnson y O'Donnell 2005a). Se 

identifican los subdominos de los dedos, pulgar y palma.  

 

 Basadas en las diferencias dentro de la estructura primaria de su subunidad 

catalítica, las ADN pol se pueden clasificar en distintas familias. Se han encontrado 5 

polimerasas en Escherichia coli, nueve en Saccharomyces cerevisiae y 16 en el humano. 
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Las familias se clasifican de acuerdo al gen que codifican y cuál es el organismo donde 

inicialmente las identificaron. La familia A por la E. coli polA, por el gen que codifica 

para la polimerasa I. En esta familia se encuentra la T7 polimerasa del bacteriófago T7. 

Dentro de la familia B se incluye a la polimerasa II, codificada por el gen polB. Además 

existe la familia C, en la cual se encuentra la pol III, cuya subunidad catalítica es 

codificada por el gen polC (dnaE). En la familia D están los heterodímeros de la pol II, y 

la familia X incluye a la bien conocida pol β de mamíferos. Recientemente se ha descrito 

la familia Y, la cual incluye a las enzimas pol IV y pol V entre otras (Bebenek y Kunkel 

2004). 

II.2.2 Familia B.  La primera actividad de ADN polimerasa fue identificada en 1956 en 

la bacteria E. coli (Kornberg 1984). La enzima fue nombrada subsecuentemente ADN 

polimerasa I (pol I). Pol I es una enzima de 109 kDa, soporta una arquitectura de multi-

dominios, los cuales le confieren actividad polimerasa y actividad 5´-3´ y 3´-5´ exo-

nucleasa. Esta enzima fue la precursora de todas las polimerasas, siendo ésta la primera 

en ser cristalizada. De ahí que se pudieran clasificar las diferentes familias basándose en 

los aminoácidos catalíticos encontrados en el subdomino de la “palma” (Rothwell y 

Waksman 2005). 

 En la familia “B” en la cual se encuentran clasificadas las polimerasas de 

eucariontes α,δ,ε, las polimerasas virales como la del virus del herpes simple HSV 

(Boehmer y Lehman 1997). Así como las polimerasas de plásmidos y bacteriófagos como 

el T4, RB69 y φ29 (Brautigam y Steitz 1998; Berman et al., 2007). Esta familia está 

predominantemente relacionada con la replicación del ADN y la de cromosomas en la 

división celular en eucariontes. Asimismo juega un papel importante en la reparación de 

errores del ADN, ya que cuenta con una actividad 3´-5´ exonucleasa, 1000 veces más alta 

que la pol I de E.coli (Rothwell y Waksman 2005). 

 Las polimerasas tienen sus residuos catalíticos en el subdominio de la “palma”, 

que son universalmente conservados y corresponden a dos residuos de aspartato, que 

junto con los dNTP´s (deoxi-ribo-nucleotidos), unen dos iones divalentes de magnesio 

Mg
+2

 que catalizan la reacción de polimerización (Brautigam y Steitz 1998; Rothwell y 
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Waksman 2005)

diferentes, es que el dominio que contiene la actividad exonucleasa se encuentra a un 

lado del  subdominio de la “palma”, para la pol I, mientras que para la polimerasa α esta 

al lado opuesto del subdominio (Figura 4) (Franklin et al., 2001). De la misma forma se 

puede ver un acomodo diferente de los subdominios “palma”, “dedos” y “pulgar”. 

 

Figura 4.-Representación en listones de la proteína del RB69. “dedos”, “palma”, “pulgar”, están 

dados por los colores amarillo, rojo y verde respectivamente. (A) polimerasa Klenow (familia A). 

(B) polimerasa RB69. En gris y plata se ilustra el dominio 3´-5´ exonucleasa y N-terminal 

respectivamente (Rothwell y Waksman 2005). 

 

 En el 2001 van Hulten realizó un análisis de la secuencia del WSSV y encontró 

un ORF que contiene una región desde los aminoácidos 628 a 805 que corresponden a un 

domino de exonucleasa similar a las ADN polimerasas familia B. Al realizar un análisis 

tipo BLAST iterativo (Psi-BLAST), se encontró que la secuencia del WSSV ORF 514 

presenta similitud a la polimerasa del herpesvirus humano U38 con 16% de identidad. 

También tiene semejanza con la de citomegalovirus con 14% de identidad y con la 

subunidad delta de la ADN polimerasa III de la levadura S. cerevisiae con 15% de 

identidad. Estas polimerasas son de las más estudiadas, ya que se conoce su estructura 

terciaria, los aminoácidos de su sitio catalítico y su actividad (Boehmer y Lehman 1997). 

 A la polimerasa de WSSV se le dió el nombre de “putativa”, ya que no se había 

demostrado experimentalmente su actividad, sino sólo la similitud de la secuencia 

deducida de aminoácidos de su expresión (nivel de ARN). Chen et.,al. (2002), realizaron 

un análisis de la expresión y filogenético de la ADN polimerasa de  WSSV y encontró 
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tanto el mensaje de la enzima en camarones infectados, como la diferencia de ésta con las 

demás polimerasas de la misma familia B. Como se puede ver en la Figura 5, 

manteniendo las características que la hacen estar dentro de un nuevo género y familia, la 

polimerasa del WSSV cae fuera de las demás clases de polimerasas. Chen et., al. (2002) 

en ese mismo estudio reportó diferencias en el tamaño, secuencia y organización de los 7 

dominios polimerasa (Figura 6). Las diferencias son en base a el orden de los dominios 

dentro del gen de la polimerasa, ya que los dominios per se están conservados en todas 

las polimerasas. 

 

 

Figura 5.- Construcción filogenética de las polimerasas de la familia B (Chen et al., 2002). 

 Es muy interesante considerar cambios en las regiones espaciadoras entre los 

dominios conservados  que tiene la ADN pol del WSSV. De la misma forma, esta enzima 

podría tener una estructura secundaria muy diferente a las polimerasas ya estudiadas. 

Pudiendo tener una diferente conformación de su sitio catalítico y un diferente acomodo 

de sus hélices alfa y beta plegados, dándole alguna de las características ya antes 

mencionadas como ser resistente o más susceptible. Por lo anterior interesante encontrar 
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algún inhibidor de la ADN pol de WSSV así como su estructura secundaria, como 

potencial fármaco antiviral. 

 

Figura 6.- Diferencias en la organización de los 7 dominios polimerasa. Se muestran las 

diferencias en tamaño y el orden de las dichos dominios (Chen et al., 2002). 

 

II.3. Análogos Nucleosídicos (AN) 

 

 

II.3.1. AN Fosforilados y No Fosforilados.  En los años 60s los derivados nucleosídicos 

fueron identificados como moléculas que podrían jugar un papel importante en la batería 

de fármacos disponibles para el tratamiento del cáncer (Mul et al., 1989). Se creía que 

éstos eran anti-metabolitos que podrían interferir con el crecimiento de tumores, ya que 

funcionan como terminadores de la replicación del ADN. 
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Durante las pasadas dos décadas, las drogas o fármacos antivirales se han vuelto 

cruciales en el combate de varias infecciones virales, tales como el virus del herpes 

(HSV), virus de la inmunodeficiencia humano (HIV) y de la hepatitis B (HBV). Entre 

este tipo de drogas, sobresalen los análogos nucleosídicos (AN), los cuales actúan como 

potentes agentes antivirales, teniendo su actividad dirigida hacia la ADN polimerasa del 

virus (De Clercq 2003a).  

 Los AN pueden encontrarse de dos formas, fosforilados y no fosforilados. Los 

AN no fosforilados fueron los primeros en atender la necesidad de antivirales. El DHPA 

(S)-9-(2,3-dihidroxipropilo) adenina, es un análogo del nucleótido adenina, el cual es el 

AN no fosforilado más utilizado en la actualidad. DHPA ha servido como precursor para 

las demás generaciones de AN sintetizados hoy en día. Un ejemplo de esta nueva 

generación es el Aciclovir, análogo del nucleótido guanosina (Figura 7),  que ha sido 

utilizado para combatir la enfermedad causada por el virus del herpes HSV tanto tipo 1 

como tipo 2 (De Clercq 2003a). 

  El cidofovir es otro tipo de AN que a diferencia de DHPA y de aciclovir es 

fosforilado, como se puede ver en la Figura 7 este AN tiene un grupo fosfato en su 

cadena lateral, este grupo le confiere mas estabilidad y disponibilidad al momento de 

entrar en competencia con su análogo nucleotídico citocina (De Clercq 2003b). 
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Figura 7.- Estructuras de AN y el análogo con el cual compite en la replicación. A) Aciclovir AN 

no fosforilado. B) Nucleótido deoxiguanosina. C) Fármaco cidofovir AN fosforilado. D) 

nucleótido deoxicitocina (De Clercq 2003a). 

 

II.3.2 Mecanismo de Acción de los AN.  El mecanismo de acción de los análogos 

nucleosídicos es funcionar como terminadores de la replicación del ADN viral, 

específicamente están dirigidos hacia la ADN polimerasa del virus (De Clercq y Holý 

2005). Para poder funcionar como terminadores estos fármacos primeramente deben ser 

monofosforiladas por la timidilato cinasa (Tk) del virus (esto para AN no fosforilados), 

dicho paso es selectivo, ya que la Tk puede que no se encuentre disponible o que el virus 

produzca muy poca cantidad de está enzima. En el momento en que el AN es mono 

fosforilado los siguientes pasos son ser di- y tri- fosforilados por las cinasas del 

organismo infectado. Estos pasos ya no son selectivos, debido a que las enzimas que 

realizan la acción de fosforilación son disponibles para realizar este proceso. Al momento 

de que son tri fosforilados, los AN entran a una reacción competitiva ya que compiten 

con los nucleótidos del organismo para entrar a la reacción de polimerización del 

nucleótido o el análogo al ADN (De Clercq y Holý 2005; Öberg 2006), (Figura 8). 
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Figura 8.- Mecanismo de acción de aciclovir, un análogo no fosforilado (Oberg, 2006). 

 

 Un problema que presentan los AN no fosforilados  es el primer paso de 

fosforilación ya que como se había mencionado hay virus que no tienen la Tk y por ende 

no ocurre la monofosforilación y el resultado de esto es que el fármaco no funciona como 

terminador. Este problema se soluciono con la aparición de los AN fosforilados ya que la 

ventaja en el uso de este tipo de fármaco radica en que el primer paso de fosforilación 

competitivo ocurre, este AN pasa directo a ser di- y tri- fosforilado por las cinasas del 

organismo huésped (De Clercq 2007)(Figura 9). 
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Figura 9.- Mecanismo de acción de Cidofovir (de Clerq 2005). 

 

II.3.3 Ejemplos de aplicaciones de AN en enfermedades virales.  En la bibliografía 

hay varios ejemplos del uso de AN en diferentes enfermedades virales tales como el 

papilomavirus, el cual es tratado con el fármaco cidofovir, el uso de este fármaco lleva a 

la eliminación de la enfermedad. Esto se puede atribuir a que cidofovir induce a apoptosis 

en las células infectadas (De Clercq 2003a). 

Infecciones por herpesvirus tipo 1 y 2, se tratan con aciclovir, pero por 

disponibilidad de la Tk viral, el virus puede llegar a crear resistencia al fármaco. Por lo 

que nuevas alternativas han surgido, un ejemplo de este tipo de drogas son las que tienen 

ADN pol 
viral 
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como blanco el complejo helicasa-primasa, el cual  esta involucrado en el 

desenrollamiento y generación de iniciadores (De Clercq 2007). 

 Estos son ejemplos fármacos tipo AN que funcionan contra enfermedades virales, 

como se puede ver no todos tienen su acción sobre la ADN polimerasa, lo que hace que el 

estudio de este tipo de drogas dirigidas a las diferentes proteínas involucradas en la 

replicación viral sea importante.  
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

 

 

 Dada la poca información que se tiene a cerca de la ADN polimerasa del virus de 

la mancha blanca, es de gran importancia la información que este trabajo aporta, con los 

estudios de bioquímica y estructura. La similitud con las polimerasas de la familia B, 

permitirá aplicar metodologías y estrategias para evaluar su actividad, procesividad. 

  

De la misma forma el trabajo de inhibición utilizando inhibidores nucleosídicos, 

ha sido ampliamente estudiado en trabajos con virus de importancia para organismos 

vertebrados. También se sabe que este virus tiene una gran importancia en la 

camaronicultura ya que genera una gran mortalidad y por ende una gran pérdida 

económica. Por lo que sería de gran importancia encontrar algún fármaco que pudiera 

ayudar a inhibir la replicación del virus. 
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IV. HIPÓTESIS 

 

 

 

La proteína codificada en el ORF514 del genoma del virus del síndrome de la mancha 

blanca es funcionalmente una ADN polimerasa capaz de sintetizar ADN utilizando una 

cadena molde o templado e identificar una proteína accesoria para la replicación del 

ADN ya sea de origen viral o del hospedero.  

 

V. OBJETIVO GENERAL 

 

 

 

Obtener la proteína recombinante codificada en el ORF514 del virus del WSSV y 

demostrar su actividad, así como identificar una proteína accesoria de la replicación del 

huésped.  

 

 

VI. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 

 

 Sobreexpresar y purificar la ADN pol WSSV en un sistema heterólogo 

procarionte. 

 Evaluar la actividad enzimática de la ADN pol WSSV mediante ensayos de 

replicación in vitro. 

 Identificar el cDNA de la proteína PCNA (proliferating cell nuclear antigen) del 

camarón como un factor accesorio de la replicación viral. 
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VII. METODOLOGÍA 

 

 

 

VII.1 Reactivos y Materiales 

 

 

 Los reactivos utilizados fueron grado analítico, bioquímico o grado biología 

molecular según fue requerida. Los iniciadores para amplificación por PCR del ADN 

viral y las sondas moleculares (molecular beacons) para evaluar la actividad de la WSSV 

ADN pol fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies). La ADN 

polimerasa de alta fidelidad (Pfu turbo) fue obtenida de Invitrogen, así como las enzimas 

de restricción. Se utilizó un juego de reactivos para amplificación de extremos de ADN 

(DNA walking) para la obtención del gen completo del PCNA, de la compañía Seegene 

(Seegene Corp, Rockville MD, EEUU). Las columnas utilizadas para los diferentes pasos 

de purificación fueron de GE Healthcare (Piscataway NJ, EEUU). La matriz 

fosfocelulosa P11 fue obtenida de Whatman (Clifton NY, EEUU). 

VII.2 Construcción del Sistema Heterólogo WSSV ADN pol 

 

 

VII.2.1 ADN Viral y Amplificación por PCR
2
 del Gen de WSSV ADN Pol.  La 

amplificación del gen de la ADN pol del virus de la mancha blanca se realizó utilizando 

ADN total aislado de camarones infectados con WSSV.  Se diseñaron iniciadores que 

abarcaran los dominios polimerasa y exonucleasa. Este diseño se baso en el reporte que 

se tenia hasta el momento de Chen en el 2002 (Chen et al., 2002). 

 Se diseñaron iniciadores específicos a partir de la secuencia nucleotídica 

reportada para WSSV ADN pol en el GenBank con número de acceso AAK77696, los 

cuales se localizaron a los extremos de los dominios polimerasa y exonucelasa (van 

                                                 
2
 PCR, reacción en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=protein&id=15021419
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Hulten et al., 2001). Al iniciador sentido se le añadió el sitio de restricción para la enzima 

SacI, así como la secuencia 5’ que codifica para los aminoácidos correspondientes a la 

proteína madura de la WSSV ADN pol. El iniciador antisentido se diseñó utilizando la 

secuencia codificante de los seis últimos aminoácidos, incluyendo el codón de 

terminación, y el sitio NotI, para favorecer la clonación direccional dentro del vector de 

expresión pET-28b (Novagen), a ambos iniciadores se le añadieron bases extra para una 

digestión adecuada del inserto, marcados como WSVpolFSac2 y WSVmpolRnot3. Para 

el PCR de colonia se diseñaron iniciadores dentro de la región codificante de la ADN 

polimerasa, nombrados WSV500fw y WSV500rv (Tabla 1). 

La amplificación por PCR del gen de la WSSV ADN pol se llevo a cabo 

utilizando ADN total de camarón infectado como templado. La reacción de PCR se 

preparo mezclando 1 µL de ADN total, 1 U de Pfu polimerasa, 10 pmol de cada iniciador 

específico, 50 µM de cada dNTP, 1.5 mM de MgCl2 en amortiguador 20 µM Tris-HCl, 

50 µM KCl, pH 8.3. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes, 1 ciclo de 

75°C, 10 min; 1 ciclo de 95°C por 5 min; 30 ciclos de 94°C, 1 min, 52°C, 1 min, 72°C, 4 

min; 1 ciclo de 72°C, 10 min. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en 

geles de agarosa al 1 %, los cuales fueron visualizados utilizando SyBER SAFE y un 

transiluminador con luz UV.  

Tabla 1.- Oligonucleótidos utilizados para la clonación del gen de la WSSV ADN polimerasa. 

Nombre  Secuencia (5´-3´) 

WSVpolFSac2 C GAGCTCATGGAGCGAGCTATAGGGCAG 

WSVmpolRnot

3 

ATAAGAATGCGGCCGCTAATCCCGTACACAAACAGAACCCAA

T 

WSV500fw CCTTTGTGACCCATCGACAA 

WSV500rv CTTGAGGCAGTATTGGCAGATCC 

(En cursiva se denota la base extra en subrayado la secuencia que reconoce la enzima de 

restricción. Iniciadores utilizados para el PCR de colonia). 
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VII.2.2 Clonación de la WSSV ADN Pol.  El producto de PCR de la WSSV ADN pol 

de aproximadamente 4 kb, fue digerido con enzimas de restricción, para comprobar que 

se trataba del gen de interés por el patrón de bandeo. Las enzimas de restricción que se 

utilizaron fueron: EcoRI, NdeI, PvuII, como sigue: Enzima, 5 U/µg de ADN, 1.5 Buffer 

10X, ADN 500 ng en un volumen final de 15 µL, la reacción se incubó 1 h a 37°C. Tanto 

el inserto como el vector de expresión pET-28b, se digirieron con las enzimas de 

restricción SacI y NotI. La elección de estos sitios de restricción fue debido a que el 

vector le añadiría una etiqueta de poli-histidina en el extremo N-terminal de la proteína 

recombinante, que facilitará su purificación por IMAC (por sus siglas en inglés 

Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography). Para la digestión del inserto y el vector 

con las enzimas de restricción se mezclaron: 10 U enzima, 1X Buffer 3, 1 µg BSA 

(seroalbúmina bovina), 500 ng DNA (inserto o vector), las reacciones se incubaron 1 hr a 

37°C. Entre cada reacción de digestión el inserto y el vector se purificaron utilizando 

columnas QIAex (GE Health Care), para remover la enzima de restricción y las sales. 

Para evitar la recircularización del vector este se defosforiló utilizando la enzima SAP 

(shrimp alkaline phosphatase por sus siglas en inglés), mezclando 14 pmoles, 1X buffer 

reacción, 10 U SAP en un volumen final de 20 µL, la reacción se incubo por 30 min a 

37°C, seguido de un calentamiento a 65°C por 15 min, para la inactivación de la enzima. 

Para la ligación inserto-vector se utilizo una relación de 5:1, por lo que la mezcla quedo, 

7.7 pmol vector (pET28a), 38.5 pmol inserto (WSSV ADN polimerasa), 1X buffer 

ligación, 4U T4 DNA ligasa, en un volumen total de 10µL, la reacción se incubó a 14°C 

toda la noche. El constructo se transformo primeramente en bacterias E. coli DH5α y se 

transformó nuevamente en bacterias E.coli BL21(DE3) tipo Rosetta II.  

 Para mejorar la eficiencia de expresión de la secuencia nucleotídica viral de la 

WSSV ADN pol, se utilizó también un constructo sintético. Por lo que el gen sintético 

inicio con una metionina, seguido de una etiqueta de poli-histidinas y por el fragmento 

del ORF514 (desde la M674 a la V1841), la cual contiene los dominios polimerasa y 

exonucleasa. La secuencia nucleotídica fue optimizada para el uso de codones en E. coli, 
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con la finalidad de incrementar el rendimiento durante la sobreexpresión recombinante. 

Este gen fue clonado dentro del vector pJExpress401 de DNA 2.0 (Menlo Park, CA, 

EEUU). 

VII.3 Sobreexpresión heteróloga de la WSSV ADN pol. 

 

 

 La sobreexpresión se realizó en bacterias E. coli BL21 Rosetta II transformadas 

con la construcción WSSV-ADNpol-pJExpress. Las bacterias transformadas se 

sembraron primeramente en un pre-inoculo (25 mL medio LB) el cual se creció a 37ºC 

toda la noche, con agitación constante (250 rpm), adicionado con kanamicina 25 µg/mL y 

cloranfenicol 34 µg/mL. Este se añadió a 1 L de medio de cultivo TB (Terrific broth: 1.2 

% de triptona, 2.4 % de extracto de levadura, 0.4 % glicerol, 0.1 M de fosfatos de potasio 

pH 7.0), adicionado con los mismos antibióticos y se creció a 37°C hasta que alcanzó una 

densidad óptica de 0.6 a 600 nm, se recomienda esta densidad óptica para realizar la 

inducción de la proteína, la cual se realizó añadiendo IPTG 0.1 mM (isopropil-β-D-tio-

galactósido). El cultivo se dejó 4 h con el inductor con agitación constante (Foster et al., 

2003). La biomasa bacteriana se recuperó por centrifugación a 5000 x g, durante 15 min a 

4 °C en un rotor Sorvall SLA‐3000, de este punto en adelante todo se manejo a 4°C. Al 

precipitado bacteriano se le realizó una serie de lavados con una solución de cloruro de 

sodio 0.9% (de-la-Re-Vega et al., 2006). La sobreexpresión de la proteína se monitoreo 

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes y 

reductoras (SDS-PAGE) en tinción con plata (Merril et al., 1981).  

VII.4 Purificación de la WSSV ADN Pol Recombinante. 

 

 

 El precipitado bacteriano de la sobreexpresión heteróloga se resuspendió en buffer 

lisis (25 mM glicina, 1 mM PMSF, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM DTT, pH 9.0) en relación de 

8 mL por gramo de precipitado bacteriano en un baño de hielo. El resuspendido 

bacteriano se liso utilizando un sonicador Branson. El extracto se clarificó por 

centrifugación a 22,000 x g, por 20 min. La proteína se encontró en la fracción soluble y 

se clarificó agregando estreptomicina al 5% en relación de 15 mL por cada 100 mL de 
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extracto. Dicha suspensión se dejo incubando 15 min a 4°C, con agitación suave, la 

proteína se recupero por centrifugación a 22,000 x g, por 20 minutos. La proteína 

recombinante se concentro por fraccionamiento con sulfato de amonio al 40% de 

saturación, el sulfato de amonio se agrego lentamente con agitación suave a 4°C, la 

proteína se recupero por centrifugación. El precipitado obtenido de la centrifugación se 

disolvió y dializo extensivamente contra buffer C (25 mM glicina, 0.1 mM EDTA, 0.1 

mM PMSF, 1 mM DTT, pH 9.0). Ya que la purificación de la proteína recombinante 

utilizando IMAC, no fue posible, debido a que no se obtuvo una proteína pura, se optó 

por una metodología tradicional de purificación. Primero se realizó una cromatografía de 

intercambio aniónico, utilizándose una columna de DEAE FF HiTrap. La elución de la 

proteína se realizo utilizando un gradiente lineal de NaCl 1M en buffer C. La proteína 

eluida se dializó contra buffer C, realizándole 4 recambios. La proteína se cargo a una 

segunda cromatografía de intercambio catiónico, donde se utilizó una matriz de 

fosfocelulosa, la peculiaridad de esta matriz es que intercambia cargas con proteínas que 

se unen al ADN. La elución de la proteína recombinante se realizó utilizando NaCl 100 

mM en buffer C. Posteriormente la proteína se cargó en una columna de BioGel P-150 de 

10 x 300 mm, en buffer C más 200 mM NaCl. Las fracciones que contenían la proteína 

recombinante se concentraron utilizando un Centricon PL-30. La purificación se 

monitoreó mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) al 8% en tinción con plata (Merril et al., 

1981). 

 

VII.5 Determinación de la actividad enzimática de la WSSV ADN pol. 

 

 

 La determinación de la actividad de una polimerasa involucra el uso de 

nucleótidos marcados radioactivamente (Brieba et al., 2004). Para este trabajo se 

utilizaron dos metodologías no radioactivas implementadas y modificadas en este trabajo.  

La primera técnica está basada en la apertura de una horquilla formada por un 

oligonucleótido (sonda molecular) que contiene un fluoróforo en un extremo y un grupo 
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opacante de la fluorescencia en otro. El oligonucleótido adopta una estructura de 

horquilla (quedando juntos el fluoróforo y el opacante), y al polimerizar una secuencia 

dentro del lazo se separa el tallo de la horquilla y se emite la fluorescencia al quedar libre 

el fluoróforo. La emisión de fluorescencia se detecta en un termociclador con detección 

fluorométrica para PCR de tiempo real (RT-PCR) (Ma et al., 2007). Este método de 

detección de actividad polimerasa se utilizó para dar seguimiento a los diferentes pasos 

de purificación.  

Un ensayo más fino y específico para evaluar la incorporación de nucleótidos por 

efecto de la WSSV DNA pol es utilizando metodologías que no requieren radioactividad. 

Para este fin se utilizó un oligonucleótido marcado con digoxigenina (DIG) en su 

extremo 5´. Este iniciador tiene un tamaño definido, sobre del cual se da la extensión, y 

se evalúa el incremento de tamaño del iniciador mediante separación electroforética y 

detección inmunológica del DIG. Los conjugados de iniciador con la sonda molecular se 

prepararon en un amortiguador, 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 5 mM MgCl2 y 1 mM DTT, 

se utilizo como control del ensayo el fragmento Klenow de la ADN polimerasa de E. coli. 

Todas las muestras se incubaran a 37
o
C y la fluorescencia se detectó en un termociclador 

de tiempo real (Ma et al., 2007). 

 El ensayo no radioactivo de incorporación de nucleótidos para demostrar la 

actividad de polimerasa de la proteína recombinante codificada por el ORF514 se realizó 

de la siguiente manera. Se diseñó un oligonucleótido de 24 pares de bases (oligo A; Tabla 

2) marcado con DIG en su extremo 5´, el cual se hibridó con un oligonucleótido de 48 

pares de bases (oligo B; Tabla 2). Para la hibridación del oligo A con el oligo B se 

mezcló, 2.2 µL oligo A y 3.2 µL oligo B (partiendo de soluciones madre de 3 nM), en un 

volumen final de 100 µL. La reacción se incubó por 5 min a 95°C y se dejo enfriar 

lentamente. En la reacción de actividad se mezclaron 2.8 pM del híbrido, 25 µM de cada 

dNTP, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, pH 7.5. La reacción se incubo a 37°C por 16 min y 

terminada por la adición de buffer de formamida (95 % formamida, 25 mM EDTA, 0.1% 

xilen cianol, 0.01% azul de bromofenol). Los productos de ADN fueron separados en un 

gel desnaturalizante de poliacrilamida al 18%, con 8M urea (Brieba et al., 2004).  
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Para la detección del ADN, este fue transferido a una membrana Hybond 

utilizando un aparato de transferencia semi-seco (BioRad, Hercules, CA, EEUU) a 25 

volts por 30 min, utilizando buffer TBE 0.5x para humedecer la membrana. El ADN se 

entrecruzo (fijación) a la membrana utilizando luz UV aplicando una energía de 12,000 

µJ por 30 seg. Para proseguir con 2 lavados de 5 min con buffer de lavado (0.1 M ácido 

maléico, 0.15 M NaCl, 0.3% Tween 20, pH 7.5), seguido del bloqueo de la membrana 

utilizando solución de bloqueo (Roche) por 30 min. Posteriormente se incubó la 

membrana por una hora con anticuerpo anti-DIG marcado con fosfatasa alcalina, diluido 

1:20,000 en solución de bloqueo. Seguido de 2 lavados por 15 minutos con buffer de 

lavado. La detección de color se realizó utilizando el reactivo NBT/BCIP (Nitro azul de 

tetrazolio cloruro/5-Bromo-4-cloro-3-indolil fosfato).  

Tabla 2.- Oligonucleótidos utilizados para el ensayo de actividad de polimerasa. 

Nombre  Secuencia (5´-3´) 

Oligo A DIG-CGCAGCCCACCTGCCCACCTAACT 

Oligo B CCTTGGCACTAGCGCAGGGCAAGTTAGGTGGGCAGGTGGGCTGCG 

 

VII.6 Modelación Molecular de la WSSV ADN pol Codificada por el ORF514 

 La modelación molecular se ha convertido en una herramienta útil en la 

comprobación de hipótesis sobre la unión de ligandos. Un ejemplo de esto es el diseño de 

fármacos dirigidos a proteínas de una gran variedad de organismos patógenos, no solo 

para el ser humano si no para todo los organismos vivos. La predicción de la estructura 

tridimensional requiere de cuatro pasos generales: 1) identificación de una proteína 

homóloga con estructura conocida experimentalmente; 2) alineamiento entre la secuencia 

que se modelará y la secuencia de la proteína molde; 3) construcción del modelo basado 

en el alineamiento; y 4) evaluación del modelo (Xiang 2006).  

 Con el conocimiento de la secuencia de aminoácidos de la WSSV ADN pol y su 

homología con la polimerasa del virus del Herpes simple tipo 1 (HSV1), se modeló el 
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dominio polimerasa y exonucleasa de la WSSV ADN pol superponiendo dichos dominios 

en la estructura cristalográfica de la polimerasa tipo B del HSV1 depositada en el banco 

de proteínas (PDB:2GV9) (Liu et al., 2006). Para esto se utilizó el programa Molecular 

Operating Environment (MOE, por sus siglas en inglés) en su versión 2009.10 (Chemical 

Computing Group), donde se construyeron 25 modelos intermedios bajo el campo de 

fuerza CHARMM27 a partir del alineamiento de secuencias. Las coordenadas del ADN 

en complejo con la estructura de la WSSV ADN pol se tomaron del complejo de 

replicación cristalográfico de la ADN polimerasa del fago RB69 (PDB:1IG9) (Franklin et 

al., 2001). La asignación de regiones y colores de cada uno de los dominios de la 

estructura de la WSSV ADN pol se realizaron utilizando el programa PyMOL 1.0 

(DeLano 2002). 

VII.7 Caracterización LvPCNA 

 

 

VII.7.1. Secuenciación y Caracterización del ADNc del PCNA.  Para la obtención del 

ADNc que se utilizó en la amplificación del gen del PCNA, se partió de ARN donado por 

la Dra. Gloria Yepiz Plascencia (CIAD, Hermosillo). Se utilizó un sistema de 

transcripción reversa (QIAGEN, Valencia CA, EEUU), sintetizándose 1 µg de ARN 

total, bajo las condiciones que recomienda el fabricante, usando ARN total de branquias 

del camarón como templado para la síntesis del ADNc.  

 Para los ensayos de tiempo real, en donde se midió la expresión de los genes de 

PCNA y WSSV ADN pol se utilizaron 15 camarones infectados, de los cuales se 

disectaron los diferentes tejidos utilizados en el análisis. La extracción de ARN total se 

realizó por la metodología de TRiZOL (Invitrogen Carlsbad, CA).  

VII.7.2. Obtención y Amplificación del ADNc de PCNA (Proliferating Cell Nuclear 

Antigen).  Para la obtención del transcrito completo del PCNA, se diseñaron iniciadores 

en base a las secuencias de nucleótidos del camarón japonés (Marsupenaeus japonicus) y 

camarón chino (Fenneropenaeus chinensis), con número de acceso en el banco de genes  

ACA09718.1 (Zhang et al., 2010) y ABM66815.1 (Xie et al., 2008), respectivamente. 

También se conto con una secuencia parcial hacia el extremo 3´ de camarón blanco 
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donada por la Dra. Gloria Yepiz Plascencia. Se realizó un alineamiento de las tres 

secuencias y se diseñaron juegos de iniciadores que flanquearan la secuencia del PCNA 

de camarón blanco que se tenía hasta el momento PCNAfw y PCNArv (Tabla 3). 

Para lograr amplificar los extremos 5´y 3´del PCNA y con base en las 

especificaciones del sistema DNA walking de Seegene se diseñaron iniciadores que 

cumplieran con los requerimientos establecidos por el fabricante, los cuales fueron 

PCNAfw 1, 2 y 3, así como los iniciadores PCNArv 1, 2 y 3 (Tabla 3). Las condiciones 

de amplificación de los extremos 5´UTR y 3´UTR fueron de acuerdo a lo establecido en 

el protocolo de Seegene. Dado que son 3 reacciones, los productos de PCR se analizaron 

por electroforesis en geles de agarosa al 1.2 %, los cuales fueron visualizados utilizando 

el colorante SYBRgreen y un transiluminador UV.  

La amplificación por PCR del transcrito del PCNA se llevó a cabo utilizando el 

ADNc previamente sintetizado. La reacción se preparó mezclando 1 µL de ADNc, 1 U de 

pfu polimerasa, 10 pmol de cada iniciador específico, 50 µM de cada dNTP, 1.5 mM de 

MgCl2 en amortiguador 20 µM Tris-HCl, 50 µM KCl, pH 8.3. Las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes, 1 ciclo de 75°C, 10 min; 1 ciclo de 95°C por 5 min; 

38 ciclos de 94°C, 1 min, 52°C, 1 min, 72°C, 1.5 min; 1 ciclo de 72°C, 10 min. Los 

productos de PCR se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1 %, los cuales 

fueron visualizados utilizando el colorante SYBR green y un transiluminador de luz 

ultravioleta. 

VII.7.3. Modelación Molecular del LvPCNA.  La modelación del LvPCNA se realizó 

por la superposición de la secuencia deducida de aminoácidos del LvPCNA en la 

estructura cristalográfica del PCNA humano (Gulbis et al., 1996) (PDB:1AXC) 

utilizando el programa MOE 2010.10 (ChemComp, Montreal, Canada). Se construyeron 

50 modelos iniciales bajo el campo de fuerza CHARMM27 a partir de un alineamiento 

múltiple de estructura y secuencia de aminoácidos (PDB 1VYJ, 2ZVV, 3GPN, 2IO4, 

1RWZ, 2IJX, 1UD9, 1GE8, 3IFV and 3K4X). Las coordenadas del ADN en complejo 

con el PCNA se establecieron utilizando como templado el PCNA de E. coli 

(PDB:3BEP) y la de Saccharomyces cerevisiae PCNA (PDB: 3K4X) (Georgescu et al., 
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2008; McNally et al., 2010). La asignación de los dominios y las figuras se realizaron con 

el programa PyMOL 1.0 (DeLano 2002). 

Tabla 3.- Iniciadores utilizados para la obtención y amplificación del gen del PCNA 

(Proliferating cell nucelar antigen).  

Nombre Secuencia (5´-3´) 

PCNAfw ATGTTCGAAGCCCGTCTCGTG 

PCNArv TTATGAGTCTTCGTCCTCAGT 

PCNAfw1 TTCGACAAGTACCGCTGC 

PCNAfw2 GGGAGTTCGCACGTATCTGCA 

PCNA2fw3 GTTGAGGGACACGAGCGACA 

PCNA2rv1 TGTCGCTCGTGTCCCTCAA 

PCNArv2 TGCAGATACGTGCGAACTCCC 

PCNArv3 ACATGCTGGTGAGATTCATGCCC 

 

VII.8 Expresión del LvPCNA y WSSV ADNpol en tejido de camarón por qRT-PCR. 

 

 

 El ADNc antes sintetizado se utilizo para evaluar la expresión relativa de 

LvPCNA, en diferentes tejidos de camarón blanco sano, hepatopáncreas, hemocitos, 

branquias, musculo. Se diseñaron iniciadores específicos para la expresión de LvPCNA y 

WSSV ADN pol y se utilizó el gen de la proteína ribosomal L8 para normalizar los datos 

(Tabla 4). Para el ensayo en el cual se detectó la expresión de LvPCNA y WSSV ADNpol 

se utilizaron 15 camarones infectados con WSSV para el estudio (n=15) y el análisis se 

realizo por triplicado. Las muestras de tejidos de camarón sano y camarones infectados 

con WSSV se donaron por la Dra. Adriana Muhlia Almazán. 

Todas las reacciones de qRT-PCR se realizaron en un aparato iQ5 multicolor (Bio 

Rad, Hercules, CA), las reacciones se realizaron como sigue: 12.5 µL de 2X iQ Sybr 
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green supermix (Bio Rad, Hercules, CA), 0.7 µL (5 µM) de cada iniciador, 150 ng ADNc 

de cada organismo, en un volumen total de 25 µL. Las condiciones para ambos genes 

fueron: 95°C, 5 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 30 s, 51°C por 35 s, 72°C por 55 s, 

con una curva final de disociación de 60°C a 95°C incrementando 0.3°C cada 20 s. Las 

lecturas de fluorescencia fueron tomadas a los 72°C después de cada ciclo de 

amplificación. Para L8 las condiciones fueron las mismas solo con un cambio en la 

temperatura de alineamiento de 60°C. Los cálculos de los niveles de expresión en los 

diferentes tejidos para el gen de LvPCNA se realizaron usando la formula de    2
-ΔCT 

(Schmittgen y Livak 2008). Para analizar los datos de expresión durante los diferentes 

tiempos post infección la formula es 2
-ΔΔCT

 (Livak y Schmittgen 2001). Los cálculos se 

basaron en el valor de CT, durante la amplificación de PCR, la sustitución de la formula 

quedo 2
-((Cttarget-CtL8)-(CtAvgtarget-CtAvgL8))

. Los datos fueron analizados por ANOVA de una 

vía, y análisis de post hoc se realizaron por la prueba de Tukey. Los datos fueron 

estadísticamente significativos cuando p<0.05, los análisis se realizaron utilizando el 

programa NCSS. 

 

Tabla 4.- Iniciadores utilizados para la expresión de los genes del LvPCNA (Proliferating cell 

nucelar antigen) y WSSV ADN polimerasa.  

Nombre Secuencia (5´-3´) 

PCNAfw1 TTCGACAAGTACCGCGTGC 

PCNArv1 TGCAGATACGTGCGAACTCCC 

WSVrtfw1 AGATTGAGCACCCCTCAAGA 

WSVrtrv1 TCTGGAACCATCCTGCTGAT 

PCNAFw3L8 TAGGCAATGTCATCCCCATT 

PCNArv3L8 TCCTGAAGGAAGCTTTACACG 
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VII.9 Análisis y Secuenciación de WSSV ADN pol y LvPCNA 

 

 

 El ADN plasmídico recombinante aislado y purificado de la WSSV ADN pol y 

del PCNA se secuenciaron utilizando los servicios del Genomic Analysis and Technology 

Core de la Universidad de Arizona, así como los fragmentos de PCR del PCNA. La 

secuencia deducida de aminoácidos obtenida a partir de la secuencia de nucleótidos se 

comparó contra las secuencias depositadas en bases de datos como el GenBank, 

utilizando el algoritmo BLASTx disponible en Internet (Altschul et al., 1990). También 

se utilizo el programa Clustal W y Box Shade (Thompson et al., 1997). 
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VIII. RESULTADOS y DISCUSIÓN 

 

 

 

VIII.1 Caracterización de la WSSV ADN Polimerasa 

 

 

 Para dar inicio con los estudios de caracterización del ORF514, primeramente se 

obtuvo un fragmento de aproximadamente 3.4 kilo pares de bases (kb), como se puede 

ver en la figura 10 panel A. Para comprobar que se trataba del gen de interés, la secuencia 

de nucleótidos fue analizada in silico para conocer su patrón de restricción, donde se 

identificaron las enzimas de restricción que cortaban al fragmento, y conocer el tamaño 

de los productos de dicha digestión. Para este análisis se utilizo un sitio web de libre 

acceso en la página http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit. En la figura 10 panel B, se 

pueden observar los patrones de bandeo esperados los cuales son de 701, 749, 2250, para 

la enzima EcoRI. Para la enzima PvuII los patrones son 279, 1580, 1741; por ultimo para 

la enzima NdeI los patrones son de 82 y 2738 pares de bases.  

Posteriormente esta región del ORF514 correspondiente al gen de la WSSV ADN 

pol, se clonó dentro del vector de expresión pET28b (Novagen). La construcción fue 

transformada en bacterias E. coli DH5α y retransformado en las bacterias E. coli 

BL21(DE3)Rosetta (Novagen). Las colonias positivas se identificaron por PCR de 

colonia, donde se utilizaron iniciadores específicos de una región interna localizada en el 

dominio polimerasa del gen de la WSSV ADN pol. Como se puede observar en la figura 

10 panel C, se obtuvieron dos colonias transformadas con el constructo. 

La sobrexpresión de la WSSV ADN pol dio lugar a cuerpos de inclusión, por tal 

motivo se buscó la optimización de las condiciones de expresión de la proteína 

recombinante. Dichas condiciones fueron 16°C en caldo TB manteniendo el pH del 

medio de cultivo a 7.0 con buffer fosfatos, condiciones reportadas para la polimerasa del 

fago T7 (Schlicke y Brakmann 2005). La WSSV ADN polimerasa se obtuvo en la 

http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit


66 

fracción soluble pero en bajas concentraciones. Con el fin de incrementar el rendimiento 

se utilizó un gen sintético a partir de la secuencia de aminoácidos de la  WSSV ADN 

polimerasa (DNA 2.0), con codones optimizados para sobreexpresar en E. coli. 

                       

           

Figura 10.- Amplificación de una región interna del ORF514 que contiene el dominio polimerasa. 

Panel a) Diferentes muestras de ADN genómico para la obtención del gen de la WSSV ADN 

polimerasa. Panel b) Mapa de restricción de la ADN polimerasa del WSSV. Carril 1, digestión 

con EcoRI; carril 2 con PvuII; carril 3, con NdeI. Panel c) PCR de colonia, carril 1-6 colonias 

bacterianas, carril 7 control positivo, carril 8 control negativo. M, marcador de peso molecular 1 

kb plus. 

 

Existen cepas comerciales de E. coli que contienen artificialmente en su genoma 

copias de los codones raros para bacterias, con el fin de optimizar la producción de 

proteínas heterólogas. De forma alternativa, se pueden modificar los codones raros a 

codones comunes para la bacteria mediante mutagénesis dirigida, o sintetizar 
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completamente la región codificante mediante oligonucleótidos de ADN sobrepuestos y 

ligados entre sí. A esto es lo que se le conoce como un gen sintético (Itakura et al., 1977).  

El vector que se utilizó para la clonación del gen sintético de la ADN polimerasa 

del WSSV fue el pJexpress401, a dicho constructo se le incluyeron en el extremo amino 

terminal una etiqueta de seis histidinas, con la finalidad de purificar la proteína utilizando 

IMAC. El constructo sintético se transformo en bacterias E.coli del tipo Rosetta para la 

sobreexpresión. Como se puede ver en la figura 11 se observa una banda de 

aproximadamente 140 kDa, la cual concuerda con el tamaño esperado de la proteína.  

 

 

Figura 11.- Sobreexpresión recombinante de la WSSV ADN polimerasa. M: marcador de peso 

molecular amplio rango, S/I: muestra sin inducir, P1: Precipitado lisis bacteriana tiempo 3 horas, 

P2: Precipitado lisis bacteriana tiempo 10 horas, S1: Sobrenadante lisis bacteriana tiempo 3 horas, 

S2: Sobrenandante lisis bacteriana tiempo 10 horas.  

 

La purificación de la proteína se llevo a cabo primero por precipitación con 

sulfato de amonio al 40%, seguido de una cromatografía de intercambio iónico, donde la 

proteína se liberó con un 22.5% de NaCl, ya que la cromatografía de afinidad a metales 
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(IMAC) no presentó buena eficiencia para purificar la proteína. De acuerdo a la literatura, 

se utilizó una matriz de fosfocelulosa, la peculiaridad de esta matriz es que une proteínas 

que se unen al ADN, específicamente a proteínas que se unen a grupos fosfato. La 

proteína se eluyó con una concentración de 100 mM de NaCl, el producto de está 

segunda purificación se utilizó para un tercer paso, dando como resultado una proteína 

95% pura como se puede observar en el carril 2 de la figura 12.  

 

Figura 12.- Purificación de la ADN polimerasa viral. Gel de poliacrilamida nativo teñido con 

nitrato de plata. 

Para el seguimiento de la ADN polimerasa durante cada paso de purificación se 

utilizó la metodología de la sonda molecular. Utilizando esta metodología se realizó un 

ensayo de actividad de polimerasa a diferentes temperaturas como se puede ver en la 

figura 13, se observó que esta enzima tiene una Tm de 27°C. Esta temperatura óptima se 

puede comparar con lo reportado por Jiravanichpaisal et al., (2004) y Granja et al., 

(2006), donde reportaron que el WSSV presenta una infección más agresiva a una 

temperatura de 22°C, esto podría suponer que la ADN polimerasa está relacionada con la 

infectividad del virus en el camarón (Jiravanichpaisal et al., 2004; Granja et al., 2006). 
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Figura 13.- Efecto de la temperatura en la actividad de la WSSV ADN polimerasa. 

Una vez que se contó con la polimerasa pura, se realizó un ensayo de 

incorporación de nucleótidos, de acuerdo a lo que se reporta en la literatura. Como se 

puede ver en la figura 14, el método se basa en la incorporación de un nucleótido a un 

oligonucleótido marcado, y conforme ocurre la acción de la polimerasa se espera ver 

bandas de tamaños mayores correspondientes al tamaño del templado original. En nuestro 

caso, el oligo A fue marcado con digoxigenina y detectado con métodos no radiactivos 

por no contar con acceso a radioactivos.  

 

 

Figura 14.- Diagrama general de actividad de polimerasa. Desde su hibridación hasta su 

detección. 
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Al evaluar la polimerasa del WSSV, se pudo observar (Figura 15), que aunque 

hubo incorporación de los 24 nucleótidos restantes, en un tiempo de 16 minutos, esta fue 

poco procesiva considerando la intensidad del segundo carril respecto al tercero, que 

corresponde a la polimerasa del fragmento Klenow. Esto indica que el ORF514 codifica 

realmente una ADN polimerasa, pero que es de baja procesividad.  Esta baja 

incorporación de nucleótidos observada in vitro sugiere que la WSSV ADN polimerasa 

pudiera necesitar proteínas accesorias tales como factores de procesividad de la 

replicación del hospedero.    

 

Figura 15.- Actividad polimerasa de la proteína recombinante WSSV ADN pol. Carril “-“: 

Control negativo reacción sin enzima. Carril WSSV DNA pol: Proteína recombinante. Carril “+”: 

Control positivo fragmento Klenow. 

 

Las proteínas que confieren procesividad a las ADN polimerasas son conocidas 

como factores de procesividad o “sliding clamp”. Estos factores promueven que las 

polimerasas estén asociadas por más tiempo a la cadena de ADN y poder incorporar un 

mayor número de nucleótidos (Chaudhuri y Parris 2002). El virus del herpes tiene su 

unidad de procesividad conocida como UL42 la cual incrementa la procesividad y 

elongación de la polimerasa, también la ADN polimerasa de la bacteria Archaeoglobus 

fulgidus, la cual necesita de la pinza RFC y la unidad de procesividad PCNA  (por sus 

siglas en inglés Proliferation cell nuclear antigen) los cuales también le confieren una 
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mayor procesividad a la polimerasa de esta bacteria (Digard et al., 1993; Weisshart et al., 

1999; Seybert et al., 2002).  

A partir de la secuencia de aminoácidos se realizó la modelación molecular de la 

región de la WSSV ADN polimerasa sobreexpresada. Como se puede ver en la figura 16, 

se localizaron los dominios polimerasa (pol) y exonucleasa (exo), así como los sub 

dominios en el dominio polimerasa, dedos (fingers), pulgar (thumb) y palma (palm), el 

sub dominio “fingers” interacciona con el nucleótido trifosforado y el templado, “thumb” 

interacciona con el posicionamiento de la polimerasa con el ADN, procesividad y 

translocación, “palm” involucrado con la formación del enlace fosfodiester (Joyce y 

Steitz 1995; Steitz 1999).  

 

Figura 16.- Modelo molecular de la WSSV ADN polimerasa. Los subdominios se colorearon 

como sigue: “fingers” en magenta, “thumb” en azul, “palm” en verde. Los dominios se colorearon 

como sigue: exonucleasa en amarillo, N-termini en cian. 

 

Así mismo se encontraron importantes interacciones de aminoácidos con el ADN, 

y se identificaron los residuos invariantes R1387, S1453 y T1455 los cuales se conservan 

desde humanos hasta levaduras (Figura 17).  
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Figura 17.- Aminoácidos invariantes, involucrados en la interacción con el ADN. Secuencias 

utilizadas para la comparación: WSSV: AAK77696ORF27; Zebrafish: Danio rerio AAI63875; 

Human ABB29977; Chlamydomonas reinhardtii XP_001689909. Protein Data Base: Yeast: 

Saccharomyces cerevisiae PDB3IAY; Herpes Simplex Virus Type 1: 2GV9. 

 

Siguiendo con el análisis de la estructura de la ADN polimerasa del WSSV, se 

logró identificar el sitio de unión de la polimerasa con el factor de procesividad PCNA. 

Llamado caja PIP (PCNA interacting protein por sus siglas en inglés) (Warbrick 1998), 

se realizó un modelo en el cual se explica y se marca la caja PIP y como podría aumentar 

la procesividad de la ADN polimerasa (Figura 18).  

 

Figura 18.- Modelo propuesto de la unión del ADN a la polimerasa. En rojo se marca la caja PIP. 

A la izquierda la propuesta de la unión ADN polimerasa/PCNA. 
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Debido a que muchas polimerasas requieren de factores de procesividad y 

siguiendo con el análisis de la secuencia de la polimerasa del virus de la mancha blanca, 

se logró identificar el dominio responsable de la unión de la polimerasa con el PCNA el 

cual es QxxHxxA, donde la “x” es cualquier aminoácido, “H” representa un residuo 

hidrofóbico y “A” representa un residuo aromático (Warbrick 1998; Tori et al., 2007). En 

la secuencia de la WSSV ADN pol la caja PIP se encuentra en los aminoácidos 

680
QHKILYY

686
, pero dentro del genoma completo del virus de la mancha blanca no se 

ha identificado una secuencia que pueda codificar para un factor de procesividad, por tal 

motivo se hipotétiza que la polimerasa del virus utiliza la pinza PCNA del huésped en 

este caso del camarón blanco. Esto es parecido a lo que sucede con la polimerasa del fago 

T7 en donde el fago utiliza la tioredoxina de la bacteria E.coli como factor de 

procesividad (Huber et al., 1987). 

 

VIII. 2 Caracterización del PCNA de camarón blanco Litopenaeus vannamei. 

 

 

 El PCNA (por sus siglas en inglés Proliferating cell nuclear antigen) o también 

conocido como “sliding clamp”, es una de las proteínas involucradas en la replicación 

del ADN o “replisoma” (Johnson y O'Donnell 2005b). Esta también puede ser encontrada 

en diferentes procesos de división celular, ya que esté trabaja en la fase “S”, interacciona 

con otras proteínas que se encuentras en la reparación del ADN tales como la p21, 

Gadd45, CDK2 (Fukuda et al., 1995; Kelman 1997; Tsurimoto 1998; Maga y Hubscher 

2003). El PCNA se ha identificado en una gran variedad de crustáceos tales como el 

camarón chino Fenneropenaeus chinensis (Xie et al., 2008), el camarón japonés 

Marsupenaeus japonicus (Zhang et al., 2010), el cangrejo chino Eriocheir japonica 

sinensis (Li et al., 2010). Dado que el genoma completo del WSSV no cuenta con una 

proteína que le sirva como factor de procesividad al virus y con el conocimiento de que 

algunos virus utilizan la maquinaria del huésped (Caspar y Klug 1962; Berkhout y 

Haasnoot 2006), la caracterización del PCNA de camarón blanco se vuelve importante ya 
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que hasta el momento no se conocía la secuencia completa de este gen en Litopenaeus 

vannamei. 

 La caracterización del cDNA dio inicio con la búsqueda de secuencias que 

pudieran servir para el diseño de iniciadores específicos y así encontrar los extremos 5´-

UTR y 3´-UTR. Hasta el momento se tenían tres secuencias un EST (por sus siglas en 

inglés expressed sequence tag) (Clavero-Salas et al., 2007), la secuencia de F. chinensis y 

la de M. japonicus. Como se puede ver en la figura 19, se obtuvo una secuencia de 1103 

pares de bases, depositada en la base de datos de genes (GenBank JN034913), con 111 

bases del extremo 5´-UTR, 783 pares de bases para la región codificante que incluye a 

metionina inicial y el codón de terminación. En el extremo 3´-UTR se identificó la cola 

de poliadenilación (poly A+) y la señal de adenilación, estas dos regiones son necesarias 

para la estabilidad del ARN. La región codificante de 739 pares de bases codifica para 

una proteína de 260 aminoácidos, con un pI teórico de 4.59 y un peso molecular 

calculado de 28.8 kDa. Valores similares como los reportados para F. chinensis, M. 

japonicus, E. japonica sinensis (Xie et al., 2008; Li et al., 2010; Zhang et al., 2010). 
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Figura 19.- Secuencia completa de nucleótidos y aminoácidos del LvPCNA. La Met inicial esta 

subrayada, el codon de terminación esta marcado con un asterisco, la señal de poliadenilación 

esta subrayada y en negritas, mientras que la cola de poliadenilación esta subrayada y en cursiva. 

Se depositó en GenBank con la clave JN034913. 

 

A la secuencia de camarón del PCNA se le realizó un alineamiento múltiple con 

otras secuencias homólogas de otras especies (Figura 20), encontrando que el LvPCNA es 
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muy conservado entre vertebrados e invertebrados. Asimismo se identificaron los tres 

dominios necesarios para la interacción PCNA/ADN/Polimerasa, los cuales son el 

“center loop”, que interacciona con el factor de replicación C (RFC) y la polimerasa 

delta, el “interdomain connecting loop” que interacciona con la polimerasa delta y el “C-

terminal” interacciona con el RFC (Tsurimoto 1998; Maga y Hubscher 2003; 

Vijayakumar et al., 2007). 
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Figura 20.- Alineamiento múltiple de la secuencia deducida de aminoácidos del LvPCNA con 

otros PCNA. M. japonicus (ACA09718.1), F. chinensis (ABM66815.1), D. pulex (EFX70582.1), 

D. melanogaster (AAA28746.1), A. mellifera (XP_001122985.1), H. sapiens (CAG46598.1), B. 
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Taurus (DAA23435.1), D. rerio (AAH49535.1), X. laevis (NP_001081011.1).  Los tres dominios 

importantes están marcados, “center loop”, “interdomain connecting loop” y “C-terminal tail”. 

 

Con la secuencia deducida de aminoácidos se realizó la modelación de la PCNA 

de camarón y se encontró que desde levaduras, invertebrados y vertebrados, todos tienen 

el mismo plegamiento y misma estructura cuaternaria. Esto quiere decir que los PCNA 

forman una estructura trimérica en forma de “dona”, cada uno de los polipéptidos está 

formado de dos dominios funcionales (Figura 21 panel A). El PCNA es cargado a la 

cadena de ADN por el RFC, cuando ya está cargado en el ADN templado, la polimerasa 

se une a él y esto le da más procesividad a la polimerasa ya que mantiene más tiempo 

unida a la polimerasa a la cadena de ADN, puesto que el ADN está cargado 

negativamente por los fosfatos laterales de la cadena y la cavidad interior del PCNA está 

cargada de forma positiva (Figura 21, panel B). Como se puede ver en la figura 21 panel 

C, los aminoácidos Arg y Lys están de cara al interior del anillo, esto puede verse en la 

predicción del modelo molecular, donde se pueden dar las interacciones iónicas (Figura, 

panel D). 

La cavidad central del modelo del LvPCNA expone 9 residuos básicos de cada 

subunidad en la superficie que tiene contacto con el ADN durante la replicación lo que 

hace que no se separe del replisoma. Estos residuos incluyen la Lys13, Lys14, Lys20, 

Lys77 y Lys80 del dominio hacia el extremo N-terminal y los aminoácidos Arg146, 

Arg149, Arg210 y Lys217 del  dominio hacia el extremo C-terminal. Todos estos 

residuos están localizados en las estructuras secundarias de las α-hélices del PCNA, 

apuntando hacia la superficie interna de la “dona” donde establecen interacciones 

electrostáticas no específicas con el ADN (Figura 21 panel C y D).   
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Figura 21.- Modelación molecular de LvPCNA. Panel A) Plegamiento del trímero del PCNA 

(monómeros son coloreados en naranja, cian y magenta), los dominios funcionales están 

indicados. Panel B) trímero con la doble hélice del ADN, con la superficie electrostática 

coloreada en rojo (cargas negativas), en azul (cargas positivas). En azul están marcados los 

residuos Lys y Arg. Panel C) Posición de los residuos básico que se unen al ADN. Panel D) 

Similar a panel C unido al ADN con sus cargas electrostáticas. 

 

También se midió la expresión del gen de PCNA en diferentes tejidos del 

camarón como el hepatopancreas (Hp), músculo (M), branquias (G) y hemocitos (Hm), y 

se encontró que LvPCNA se expresa en los 4 tejidos analizados, pero la expresión de 

ARNm varía entre ellos como se puede ver en la figura 22. El LvPCNA se expresa en 

músculo>hemocitos>hepatopancreas>branquias, siendo músculo el que más se expresa 

con aproximadamente mas de 200 veces que en branquias, estos resultados de expresión 

en diferentes tejidos son similares a los obtenidos para camarón chino (Xie et al., 2008). 

Estos resultados fueron útiles para saber en que tejido se realizarían los ensayos de 
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expresión de PCNA y WSSV ADN pol en camarones infectados, por lo que se determinó 

que el tejido adecuado para la detección sería músculo.  

 

Figura 22.- Expresión relativa del ARNm de LvPCNA en diferentes tejidos. Diferentes 

letras en cursiva presentan diferencias significativas (p<0.05) entre tejidos. G: branquias, M: 

músculo, Hm: hemocitos, Hp: hepatopáncreas. 

 

Con los datos analizados se vio que la WSSV ADN pol se expresa a las 6 horas 

post infección, estos resultados concuerdan con los reportados por Chen y cols., (2002), 

en donde encontraron que la polimerasa del WSSV se expresa a las 2 h post infección, sin 

embargo estos autores no midieron la expresión del gen (Chen et al., 2002).  

Se detectó la expresión del gen de la ADN pol del virus a las 6 h post infección, 

pero a las 12 h se vio que no hubo detección del transcrito, esto nos sugiere que el virus 

puede estar sintetizando su ADN y no hay expresión del gen. El hecho de que no se 

detecte el transcrito no significa que no haya polimerasa, pues la proteína puede ser 

estable por varias horas. También este gen de la polimerasa está clasificado en los genes 

tempranos del virus y dado que la infección apenas está dando inicio, nosotros sugerimos 

que a las12 h el virus se este formando o expresando proteínas tardías tales como las 

proteínas de la cápside (van Hulten et al., 2001). Así mismo como se puede ver en la 

figura 23 (panel A), a las 24 y 48 h se ve como aumenta la expresión exponencial del gen 

de la WSSV ADN pol lo que pudiera darle soporte a la aseveración que se hace con el 

tiempo de 12 h, que sugiere que el gen es un gen de expresión temprana.  
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Por su parte el gen de LvPCNA se expresó a todo lo largo de la infección y no se 

vio una diferencia significativa en la expresión (p >0.05) (Figura 23, panel B), lo que 

podría sugerir que este se pudiera tomar como un gen constitutivo. Lo que se puede ver 

es una tendencia a disminuir conforme va pasando el tiempo de la infección ya que al 

tiempo inicial, donde no hay virus, el PCNA está expresado en cantidades mayores. Estos 

resultados concuerdan con los obtenidos por Xie y cols (2008), quienes observaron que a 

las 12 y 24 h post-infección hay un aumento en la regulación del gen (Xie et al., 2008).  

 

Figura 23.- Expresión relativa del ARNm de LvPcna y ADN pol viral en camarones infectados 

con el WSSV. Panel A) WSSV ADN pol expresión mRNA, letras en cursiva significan diferencia 

(p<0.05)  entre cada tiempo; n.d., no detectado. Panel B) Expresión relativa del LvPCNA. La 

expresión se normalizó con respecto al gen L8. 
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IX. CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES 

 

 

 

 El marco de lectura ORF514 codifica para una enzima que tiene actividad 

exonucelasa y polimerasa, con un bajo rendimiento en la incorporación de nucleótidos, 

sugiriendo que necesita de una pinza con la cual mantenerse unida a la cadena de ADN. 

En este trabajo se caracterizó la región catalítica de la polimerasa donde se encontraron 

los dominios correspondientes. Además se localizo la caja PIP en la superficie de la 

polimerasa, la cual podría jugar un importante rol en la replicación del ADN viral, 

pudiendo utilizar la pinza del huésped. Todo esto nos indica que el ORF 514 codifica 

para una enzima con actividad polimerasa, dejando de lado la nomenclatura de 

“putativo” y cambiando a una enzima como tal “polimerasa”. 

Se obtuvo la secuencia completa del LvPCNA, donde se pudieron identificar los 

dominios involucrados en la interacción ADN/PCNA/Polimerasa. Así mismo se logró 

detectar la expresión del gen en musculo infectado y se pudo ver una tendencia en la cual 

disminuye la expresión del gen, pero manteniéndose a lo largo de la infección. 

Se recomienda hacer más experimentos de purificación de la WSSV ADN 

polimerasa utilizando cromatografía de afinidad a metales (IMAC). También se 

recomienda hacer ensayo de actividad con más proteína para poder ver una banda más 

definida en la detección. Para el LvPCNA se necesita purificar proteína para poder 

realizar ensayo de actividad de polimerasa y ver si la adición de este factor de 

procesividad le confiere una mayor incorporación de nucleótidos a la cadena molde de 

ADN.  Así mismo se recomienda hacer ensayos de retraso en migración (EMSA), para 

ver el complejo ADN polimerasa/PCNA. 
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