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RESUMEN

Se investigo la microscopia fina del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en
branquias del "camardn blancoe del Pacifico” Litopenaeus vannamei cultivado en granjas
ubicadas en Centroamérica. El objetivo del estudio fug\la identificacién y descripcion

ultraestructural del WSSV en L. vannamei.

Las muestras de los camarones fueron fijadas en glutaraldehido 3-6 % y procesadas por
Microscopia Electronica de Transmision (TEM) segin las técnicas esténdarwpara el

diagndstico patoldégico en camarones peneidos.

Como resultado se detectaron inclusiones intranucleares en branquias de L. vannamei con
la presencia del WSSV; el cual tenia forma cilindrica o de varilla, y con terminacién
apical. El virus mudié 120.8 x 312.4 nanémetros y tamaifio promedio de las nucleocapsides
de 64.5 X 235 nm. de longitud.

Los reportes encontrados del WSSV en camarones culﬁyados o silvestres de México v &l
extranjero indicaron que el material investigado es jﬁa}g’f),;l reportado en hospederos
peneidos de Tailandia y Taiwan. Se concluye que el WSSV es el agente causal de dafio
branquial a L. vannamei de Centroamérica. Se logrd la identificacién del virus WSSV

apoyandose en la forma y tamafio del patégeno visto con técnicas de TEM.

Litia fmelda Herndndez Espinosa 1
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INTRODUCCION

La industria del cultivo de camarones peneidos a nivel mundial se ha venido desarrollando
significativamente en menos de treinta afios debido a los mmiltiples avances en la
investigacion, hasta convertirse en una industria rentable que genera millones de empleos y

divisas que comprenden billones de dolares en ventas de exportacidt.

Existen granjas camaronicclas ubicadas en todo el mundo, pero la mayor produccién en los
ultimos veinte afios se¢ centra en paises del Sudeste de Asia y América Latina donde
predominan dos especies, el "camardn tigre” Penaeus monodon y el "camarén blanco" del
Pacifico Liropenaeus vannamei respectivamente. En menor escala se cultiva a

Fenneropenaeus chinensis , Marsupenaeus japonicus, L. stylirostris y Fe. merguiensis.

A lo largo del crecimiento repentino de la industria camaronicola se han reconocido
diversos agentes patogenos dentro de los cuales los virus son la causa mas comun de dafio
citologico y tisular al camarén peneido. Los virus patdogenos han ocasionado epizootias
devastadoras causando pérdidas econdmicas significativas en los cultivos comerciales
(Lightner, 1996; Wang, 1997},

De las enfermedades mas dafiinas para la camaronicultura se destaca la llamada “mancha
blanca”, causada por el virus de la mancha blanca (WSSV) gue segin la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAQO) es uno de los ejemplos
actuales de vulnerabilidades que tiene el cultivo de camarédn en la region de América Latina
% el Caribe v es hasta el momento la enfermedad mas devastadora reportada para
camarones peneidos cultivados (Lightner, 1996; Flegel, 1997).

En América los integrantes del complejo WSSV son similares en el cuadro clinico,
histopatologia € histotropismo, pero difieren en morfologia ultraestructural, rango de
hospederos v homologia geonémica. Los miembros de este complejo se replican en micleos

de las células denivadas del ectodermo y mesodermo. En el Hemisferio Occidental del

Lilia Imelda Herndndez Espinosa 2
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Continente Americano los primeros casos diagnosticados ocurrieron simultdneamente en

Octubre y Diciembre de 1995 en granjas camaronicolas de Texas y Carolina del Sur, EUA.

El virus de la mancha blanca, segin un informe del organismo mundial, tuvo su origen en
Asia y actu6 en forma devastadora en China y Tailandia, ast como en otros paises asidticos
grandes productores de camarén de cultivo. A principios de los afios noventa hasta la fecha,
han causado tan solo en Ecuador daiios estimados en 200 millones de délares en el caso del
Sindrome de las gaviotas (afios 1990-1991), 300 millones por el Sindrome Taura (pericdo
1994-1995) y 1 000 millones por la enfermedad de mancha blanca (periodo 1999-2000).
Estas pérdidas millonarias impactaron en la produccion de tal manera que llegar a ser ¢l
segundo pais exportador a nivel mundial con 253,000 toneladas en el afio de 1998 y
206,000 toneladas en 1999; estas producciones se desplomaron en un 80% durante los

primeros meses del afio 2000.

Esta enfermedad se disemind a otros paises del continente Americanoj incluyendo
Centroamérica detectandose en el afio de 1999 asociado a las mortalidades masivas
(Calderdn et al, l999)rllegando a provocar pérdidas de hasta el 100% en los animales
cultivados. Esta enfermedad continué extendiéndose a otros paises donde existen granjas
camaroneras (Lightner y cols, 1996., Flegel, 1997},

La caracteristica clinica macroscopica causada en comin en los camarones afectados por
los virus WSSV y TSV es la expansion de los cromatoforos por lo cual los ejemplares
infectados se observan de color rojo o rosa en el primer y segundo mes de siembra y

durante el proceso de muda.

Liiia Imelda Herndndez Espinosa 3
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OBJETIVO GENERAL

Identificacion y descripcién a nivel ultraestructural del agente causal del Virus del
Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en branquias de Litopenaeus vannamei cultivado

en algunas granjas de Nicaragua, Centroamérica.

Lilia Imelda Herndndez E3pineia
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Si las lesiones observadas en filamentos branquiales de camarones peneidos Litopenaeus
vannamei cultivados fueron causados por el Virus del Sindrome de la Mancha Blanca

(WSSV) entonces se podria confirmar su presencia celular utilizando Microscopia

Electréonica de Transmision (TEM).

Lilta imelda Hernandez Espinosa
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IMPORTANCIA

La camaronicultura es una actividad generadora de empleos v derrama economica hacia

los nicleos de poblacidn rural, especificamente en las zonas costeras del pais.

Sin duda uno de los aspectos que mas preocupa a los camaronicultores es la enfermedad del
Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV), por la diseminacién geografica mundial,
las maltiples vias de infeccion y por amplio especiro de hospedadores, tanto silvestres
como cultivados que pueden albergar al virus y actuar como reservorio (Wang y cols.
1997).

El virus de la Mancha Blanca tiene gran relevancia la acuicultura asiatica, pero hasia sl
momento no se habia considerado un peligro para la maricultura occidental. Sin embargo,
como otros procesos pandémicos que comienzan en un punto concreto para después
extenderse por todo el mundo, el WSSV se puede considerar hoy en dia como una
enfermedad cosmopolita, lo que afiade mayor importancia si cabe al hecho de ser una

enfermedad devastadora en términos econdmicos.

En términos estrictamente practicos, la correcta y oportuna detencidn del agente patoligicn
no solo permite pensar en la implementacion de las correspondientes medidas para su
prevencién y control, sino también ganar tiempo valioso para el camaroniculior, de esa
forma se tiene al menos una posibilidad de controlar las epizootias que pueden tener

resultados sumamente negativos para la explotacidn.

Es de vital importancia que se considere de maxima prioridad en el cultivo de camarones
peneidos €l monitoreo peridédico asi como métodos y técnicas que permitan el diagndstico
temprano de estas enfermedades y cuando sea factible, el reconocimiento a tiempo de los

potenciales agentes etiologicos,

Lifla Imelda Herndnder Espinosa &
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Asi mismo, se debe realizar un seguimiento de virus dentro del hospedero y determinar sus

sitios de infeccion, dafios histolégicos y citologicos para la implementaciéon de un método
de diagnostico preciss,

Litia Pmelda Herndndez Espinosa
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ANTECEDENTES

Zhan y cols, 1997, realizaron un estudic epizootiologico en donde encontré que la
infeccion del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) estaba infectando a
camarones adultos de la poblacion de Penaeus monodon, P. japonicus y P. chinensis
observando por medio del Microscopio Electréonico de Transmision (TEM) las lesiones en
branquias, estomago, organo linfoide y tejido hipodermal usande tincién negativa se
mostraron los virus completos midiendo de 375 x 157 nandmetros v la nucleocépside

envuelta con un promedio de 395 x 83 nanometros.

Reyes, 1997, investigd la ultraestructura del agente causal de una enfermedad similar al
Sindrome Taura en el "camardén blanco del Pacifico” Litopenaeus vannamei encontrando
lesiones multifocales cuticulares en células epidérmices y musculares con nucleos

picnoéticos o cariorrexicos.

Mohan y cols., 1998, efectuaron una comparaciéon dos epizootias ocurridas en la India en
1994. Por medio de técnicas histopatologicas en donde se observo signos tipicos y atipicos
con la infeccién del Virus de la Cabeza Amarilla (YHV) y ¢l Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca (WSSV) en Penaeus mornodon v P. indicus indicando una posible doble
infeccion.

Chien y cols., 1999, observaron las mortalidades en masa del camaron blance con
Sindrome Virus Taura (S§TV) en el cual se observe por Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM) las pequeiias particulas icosaédricas, y se asumio que STV se trasfirié

a Taiwan por contaminacién de post larvas y huevos de las dreas epizodticas.

Galaviz, 1999, realiz6 una investigacion acerca de los agentes causales del Sindrome de ia
Mancha Blanca (WSSV) vy el Sindrome del Virus Taura (STV) en camarones Peneidos en
base a un protocolo metodolégico basado en herramientas moleculares, tomando como

herramienta diagnostica de mayor efectividad la histopatolegia y bioensayos.

Litia Imeida Herndnder Espinosa 8
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Wang y cols., 1999, estudiaron los principales signos en los 6rganos blancos de camarones
Penaeus monodon y observaron que los hepatopancreocitos y células epiteliales del
intestino medio no se encontraban presentes, basados en una citopatologia ultracstructural
donde dedujo que la formacién de lesiones parecia estar relacionada con una falla de la

transferencia de exudado de las células epiteliales a la cuticula.

Jiménez y cols., 1999, reportaron la presencia del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) en
México encontrando que la histopatologia de este virus es similar & otros, y fue
diagnosticado por un analisis histopatologico y por la técnica de PCR y como parte

confirmatoria con microscopia electronica.

Jiménez y cols., 2000, trabajaron en un examen histopatolégico en epizootias del Ecuador
v Asia, con el Virus de la Necrosis Infecciosa del Epitelio Cuticular (ICENV) en camarén
Penaeus vannamei donde la Microscopia Electronica Transmision (TEM) demuestra los
tejidos afectados y la presencia de un solo tipo de particulas viral en el citoplasma de los
camarones enfermos. Estos datos indicaron que la temperatura baja y los cambios
ascendentes €n la salinidad pueden aumentar la susceptibilidad del camaron a la infeccién y

mortalidad por Virus de la Necrosis Infecciosa del Epitelio Cuticular.

Linne y cols., 2000, proporcionaron la importancia del monmitoreo Patologico como
métodos y envid de muestras de camarones para definir y describir problemas de indole
patologico en condiciones tanto naturales como propias del cultivo artificial, haciendo
factible de esta manera la adopcion de nuevas técnicas y metodologias en el manejo y

cultivo de dichos crustidceos en forma masiva.

Linme y cols,, 2000, evaluaron la presencia de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca
(WSSV) en muestras de tejidos de camarén donde encontraron que la primera
sintomatologia observada fue similar a la asociada con el Sindrome de Taura (TS) y se
realizaron cortes de las muestras para microscopia de luz donde se considerara el criterio

para una muestra positiva con la presencia del Virus del Sindrome de la Mancha Blanca.

Lilia Imelda Herndndez Espinss 9
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Corbel vy cols., 2001, realizaron un experimento con crustaceos europeos infectados con ¢l
Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) por medio de diluciones con hemolinfa

donde observd por Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) las caracteristicas de las
particulas virales como los viriones completos y las nucleocapsides y concluyeron que la

infeccién por medio de la hemolinfa tiene altas mortalidades en crusticeos sanos.

Soto y cols., 2001, compararon la transmisién de la infeccién del Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca (WSSV) en diferentes 6rganos de Litopenaeus vannamei por medio de la
viabilidad en infectividad de presas de camarén por medio de la alimentacion en donde se

demostrd que no hubo gran diferencia entre las cargas virales,

Soto y cols., 2001, desarrollaron un modelo experimental donde compararon la transmision
del virus de la mancha blanca por diferentes factores comeo la alimentacion e ingestién en
las cuales explicaron que la densidad en intestino de los hospederos infectados es

importante como factor de virulencia y aparicion de epizootias.

Martinez, 2002, estudio las particulas virales por medio de la purificacion y caracterizacion
de carnarones moribundo Litopenaceus vannamei donde observo las caracteristicas generales
de los virones completos en el nucleo, por medio de Microscopia Electrdnica de

Transmision (TEM) los cuales resultaron ser Baculovirus,

Wongprasert v cols. 2003, realizé estudios enfocados en la apoptosis de varios tejidos
infectados con €l Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en el “camardn tigre
negro” Penaeus monodon mediante Microscopia Electronica de Transmision (TEM) en el
coal se observaron la cromatina nuclear marginada y el nucleo infestado con virones
envueltos ¥ no envueltos con WSSV, los datos sugirieron que la apoptosis ocurrié a

consecuencia de la infeccidn del virus.

Rodriguez v cols., 2003, realizaron examenes epidemioldgicos infectando animales con el

Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) y mostrando las lesiones causadas por
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medio de estudios histopatolégicos vy ultraestructurales observando la presencig de
particulas virales en células infectadas.

Aranguren y cols., 2003, reportaron una relacion entre el numero de cétulas apoptoticas v el
Virus del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en Penaeus monodon donde se encontré
que la hipertermia apoptotica intestinal facilita la causa de muerte viral en camarones

infectados con el virus.

Xie y cols. 2005 desarrollaron un método para el aislamiento de parficulas virales de Virus
del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) por medio de Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM) usando tincion negativa, donde se demostré que las particulas virales

de WSSV pueden ser recuperadas de tejidos infectados.

Baldenegro, 2005 estima que para el presente afio cerca de tres mil toneladas de camar6n 3o
dejaran de producir en granjas a causa de la enfermmedad del Virus del Sindrome de la
Mancha Blanca (WSSV) por este motivo bajara la rentabilidad y consigo la pérdida de
empleos e incluso el cierre de algunas empresas en su mayoria del sector social por lo gue

el impacto de esta enfermedad en camarones peneidos cultivados,
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MATERIAL Y METODOS
Zona de Colecta
Los camarones Litopenaeus varnamei fueron colectados directamente de los estanques,
seleccionando hospederos sintomaticos al Virus del Sindrome de la Mancha Blanca

(WSSV) en algunas granjas camaronicolas de Nicaragua,

a) Fijaciéon

Los camarones se inyectaron con fijador de glutaraldehido al 6% y posteriormente 3¢
sumergieron dentro de viales con el mismo fijador y se sellaron, identificando cada una de
las muestras. Se removié el fijador y se colocdé el camarén sobre una superficie plana
utilizando el pulgar vy el indice se procedié a cortar transversalmente en la unién del
cefalotérax v el abdomen, ademas, se realiza una diseccion longitudinal del cefalotorax
justo en la linea media, separando la superficie distal de la region branquial, se removieron
los apéndices del area distal de la cabeza, logrando una mayor impregnacion del fijador
durante la inmersién. Se obtuvieron trozos de 1 a 3 mm’ aproximadamente de las areas
dafiadas en los camarones seleccionados para su estudio, se colocaron en glutaraldehido al
6% a 4°C disuelto en una soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.1M pH 7.2 durante
aproximadamente 4 horas; Los trozos se lavaron tres veces (1 minuto c/u) en la solucidn
amortiguadora de fosfatos y se postfijaron en Tetraoxido de osmto al 1% (P/V) disuelto en
solucidén amortiguadora de fosfato 0.15M a pH 7.2 durante una hora.

b) Deshidratacion, infiltracion e inclusion

Se deshidrataron por medio de una serie de baiios de etanol al 70, 80,90 y 100% (3 veces)
durante 5 minutos cada cambio se sumergieron al oxido de propileno 15 minutos por dos
veces, v se mezcla resina y oOxido de propileno a 1:1 por 30 minutos. Se colocaron en
resina epoxica en bloques de polipropileno y se polimerizaron en una estufa a 60° durante

48 horas aproximadamernis,
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c) Cortes semifinos y tincién,
Se realizaron los cortes semifinos utilizande una cuchilla de vidrio y se colocaron en un
portaobjetos, se fijo €l corte con calor y posteriormente se tifié con Azul de Toluidina y

Fucsina basica para detectar 1a presencia de lesiones provocadas por los virus.

d) Cortes ultrafines y tincion

Se seleccionaran los bloques con tejidos con patdégenos, lesiones patognémicas y se
realizaron cortes ultrafinos de 60-90 nm en un ultramicrotomo Porter Blum. Se tifieron con
acetato de uranilo por 30 minutos en camara himeda y se lavaron en agua destilada, Se
colocaron en una caja de petri con hidréoxido de sodio para extraer el biéxido de carbono y
evitar la precipitacioén de los agentes contrastantes Se tifieron con citrate de plomo durante
1 minuto y se volvieron a lavar en agua destilada descarbonatada segun la técnica de Dawes
(1988) y Durand y cols. (1997).

€) Observacion microscopica
Los cortes se examinaron y se tomaron fotografias al Microscopio Electronico de
Transmisién Zeiss EM-9. Se realizaron mediciones de las dimensiones de las particulas

virales, asi como de su patrén de distribucion dentro de las células afectadas.
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RESULTADOS

Se detecto la presencia de inclusiones intranucleares en tejido branquial de Lifopenaeus
vannamei, las cuales se observaron e identificaron como pertenecientes al Virus del
Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV) en camarones cultivados en Nicaragua,
Centroamérica. Con la técnica ultraestructural se notaron caracteres diagndsticos
confirmatorios para este patégeno tales como forma y tamafio de los virus asi como dafio

citologico en células afectadas.

Se observaron a través de la parte anterior de una lamela branquial varias células de forma
redondeada o alargada con niicleos hipertrofiados, sin presencia del WSSY (fotos 1-3). La
citopatologia comparativa diagnostica se observé entre células pequefias con nucleos
hipertrofiados y sin presencia del WSSV y células con niicleo hipertrofiado y presencia del
WSSV (foto 4). Se notaron células infectadas con el virus, nicleos dafiados por la
hipertrofia nuclear y el agrandamiento de las células afectadas (Foto 5). Estas estuvieron
infectadas moderadamente (foto 6), o severamente (foto 7), con areas necrosadas. En

células alargadas, se observé infeccidn severa por parte del WSSV (foto 8).

En algunas células de forma redondeada se observé el nucleo hipertrofiado ocupando la
mayor parte de la estructura celular, y los virus ocupando moderadamente la zona nuclear
(foto 9). Las areas afectadas por la necrosis o las células infectadas fueron claramente

evidentes (foto 10), lograndose notar la forma y tamaiio del WSSV (foto 11).

ILas zonas nucleares necrosadas y las zonas ocupadas por virus de diferente forma se

observaron en los cortes finos de las lamelas branquiales seccionadas (foto 12).

El arreglo uniforme del “virus de la mancha blanca” (WSSV) dentro del nicleo de la célula
branquial hipertrofiada y los caracteres diagndsticos tipicos del virus como la forma

cilindrica y su nucleocapside son vistos claramente en las fotos 13-14.
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Foto 1.- Observacion a través de la parte anterior de una lamela branguial con tres
células con micleos hipertrofiados, sin el Virus de la Mancha Blanca (WSSV).
4,448 X.
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Foto 2.- Lamela branquial con varias células con hipertrofia nuclear, sin presen~i~
viral. 5,900 X.
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Foto 3.- Areas celulares que muestra dos nicleos alargados y citoplasma granular,

no observandose virus. 14,710 X.
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“~—x.- 4.- Citopatologia comparativa diagnoéstica entre células con nucleos
hipertrofiados sin virus de tamafio mas pequefic que la célula con nucleo

hipertrofiado y presencia del Virus de la Mancha Blanca WSSV. 8,088 X.
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Foto 5.- Observacion de las células con el Virus de la Mancha Blanca (WSSV*

nucleos dafiados con hipertrofia y una célula agrandada sin virus. 13,500 X.
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Foto 6.- Célula infectada moderadamente con el Virus de la Mancha Biancs
(WSSV), notese el nicleo hipertrofiado y los virus. 11,700 X,
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- -~ M.)L.

Foto 7.- Se observa membrana celular, nicleo hipertrofiado y presencia del

Virus de la Mancha Blanca (WSSV), con areas necrosadas severas. 6, 160 X.
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Foto 8.- Ampliacion de la célula infectada severamente por el Virus de la Mancha
Blanca (WSSV), se observa el nicleo agrandado. 14,400 X,
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310 9.- Célula redondeada con el nicleo hipertrofiado ocupando la mayor parte

de la estructura celular. Los virus ocupan moderadamente el niucleo. 17,024 X.
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Foto 10.- Observacion de dos areas con la célula infectada vor el Virus de la
Mancha Blanca (WSSV) vy tejido dafiado. 17.024 X.
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Foto 11.- Ampliacién de las zonas necrosadas y la observacion de la forma y
tamafio del Virus de la Mancha Blanca (WSSV). Azul de Toluidina — Fucsina
basica. 66,240 X.
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Foto 12.- Zona nucleares necrosadas y zonas ocupadas por virus de diferente
forma vistos en los cortes finos de lamelas branquiales. Azul de Toluidina —
Fucsina basica. 48,016 X.
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Foto 13.- Arreglo uniforme del Virus de la Mancha Blanca (WSSV) dentro del
nacleo de la célula branquial hipertrofiada. 48,016 X.
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Foto 14.- Amplificacion a través de los Virus de la Mancha Blanca (WSSV)

dentro se observa su nucleocapside. 113,000 X.
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DISCUSION

Se realizé una investigacién acerca del analisis ultraestructural del Virus del Sindrome de
la Mancha Blanca (WSSV) en el camarén Litopenaeus vannamei cultivado en algunas

granjas ubicadas en Centroamérica.

Al comparar este trabajo con los informados a la fecha se encontré que existen datos
similares en relacion a su morfologia observada de forma cilindrica o varilla, terminaciéon
apical y replicaciéon en nuicleos de células de las lamelas branquiales en los hospederos

infectados.

En relaciéon al tamaiio del WSSV investigados en este estudio, se notd que los viriones
ubicados intranuclearmente en células lamelares midieron entre 120.8 nanémetros (nm) x
312.4 nm de longitud. Las nucleocdpsides midieron de 64.5 x 235 nm; siendo mas pequefio
que los mencionados por (Inouye et al, 1994) donde ellos informan que el virion tuvo
medidas que estuvieron en un rango de 404 nm x 152 nm y las mediciones de las
nucleocapsides estuvieron entre 86 nm x 363 nm; ademas de infectar al camarén en

Marsupenaeus japonicus.

Otro estudio relacionado siendo diferente es el reportado por Wongteerasupava et 4,
T

{ lggjjl_guienes encontraron medidas de los viriones entre los rangos de de 270 +/- 121

nm con [a nucleocapside de 201 +/- 89 midiendo también nucleocapsides vacias de 302 +/-

85 nm.

Otros viriones WSSV comparados fueron los descritos por Zhan ef af, (1997), quienes en
Penaeus chinensis, P. monodon y P. japonicus describieron el virion con medidas de 150 x
350 nm y nucleocapsides de 120 x 325 nm. Otros rango comparado fue el mencionado por
Wang et al, (1999) en Pernaeus monodon, donde los viriones midieron de 305 +/- 30 x 127
+/- 11 nm de longitud; siendo estas mediciones las mads similares a las descritas en éste

trabajo.
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CONCLUSIONES

Se logrd la identificacién del virus de la mancha blanca (WSSV) alojado intranuclearmente
en células de las branquias de camarones peneidos cultivados en Nicaragua, Centroameérica.
La deteccion del WSSV fue confirmado por medio de Microscopia Electronica de
Transmisién (TEM), en base a la observacion de lesiones en tejido branquial, tomando en

cuenta el ansis de 1s forma y tamaiio del WSSV en las nlicleos de las cé€lulas afectadas.
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