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PREFACIO

La produccion de camardén es una actividad econdmicamente importante en
varias regiones del mundo (FAO, 2016); sin embargo, su rentabilidad se ha visto
afectada por varias enfermedades virales y bacterianas (Flegel, 2012; Lightner et al.,
2012). Entre ellas, la enfermedad viral mas importante desde su aparicion es la
causada por el virus del Sindrome de Mancha Blanca (WSSV, por sus siglas en inglés)
(Chou et al., 1995; Thitamadee et al., 2016; Zhang et al., 2016) debido a su alta
virulencia y tasa de mortalidad (cercana a 100%) (Lightner, 2011).

En México, las medidas sanitarias utilizadas en los sistemas de produccion
camaronicola para la prevencién y control de WSSV no han sido suficientes para
contener la enfermedad. Con la finalidad de obtener mayores avances en el control de
WSSV vy otros patdgenos, se ha propuesto, ademas del establecimiento de buenas
practicas sanitarias (Cuéllar-Anjel et al., 2010), la implementacion de programas de
mejoramiento genético (ddegard et al., 2011; Gjedrem, 2015; Yarez et al., 2015).

El disefio de estrategias y la toma de decisiones para un programa de
mejoramiento genético requiere del conocimiento de la variacion genética asociada a la
caracteristica de interés y la evaluacion de diferentes estrategias de seleccion que
permitan determinar cual de ellas hace Optima la respuesta a la seleccion en la
poblacién. En el mejoramiento genético para resistencia a enfermedades en especies
acuicolas se ha utilizado, como criterio de seleccién, la supervivencia de individuos
frente al patogeno en desafios controlados (Gjedrem, 2015) y, en menor medida, de

brotes de campo (Yafiez y Martinez, 2010). Dos de las estrategias de seleccion mas



utilizadas han sido (1) la seleccion directa de los supervivientes (es decir, seleccion
individual o masal) y (2) la seleccion de individuos cuyos hermanos mostraron una
supervivencia al patégeno superior (es decir, seleccioén familiar) (Moss et al., 2005).

Son pocos los estudios que proporcionan estimaciones de parametros genéticos
para la supervivencia en presencia de WSSV (Gitterle et al., 2005, 2006a, 2006b) y sus
resultados han sido obtenidos uUnicamente a partir de desafios controlados. Sin
embargo, el conocimiento de estimaciones a partir de informacion de campo resulta de
gran interés. Por ello, el primer objetivo de esta investigaciéon doctoral fue estimar
parametros genéticos para peso y supervivencia en camaron blanco del Pacifico
(Penaeus (Litopenaeus) vannamei) en presencia de un brote natural de WSSV, asi
como la comparaciéon de dichas estimaciones con las obtenidas a partir de estanques
libres de WSSV. Este objetivo se cumplidé con la publicacion del articulo: Caballero-
Zamora A., Montaldo H.H., Cienfuegos-Rivas E.G., Campos-Montes G.R., Martinez-
Ortega A., Castillo-Juarez H., 2015. Genetic parameters for body weight and survival in
the Pacific White Shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei affected by a White Spot
Syndrome Virus (WSSV) natural outbreak. Aquaculture, 447: 102-107., presentado en
el Capitulo 1 y que corresponde al primer articulo que muestra estimaciones de
parametros genéticos para peso corporal y supervivencia en presencia de WSSV en
camarones a partir de informacion de un brote natural.

Respecto a la evaluacibn de diferentes estrategias de seleccion para
supervivencia en presencia de WSSV, que permitan determinar cual de ellas hace
optima la respuesta a la seleccién, no se tiene conocimiento hasta el momento de
algun estudio que realice una evaluacion o comparacién para la supervivencia de

alguna enfermedad en camarones. Una herramienta util para poder evaluar y comparar



dichas estrategias es la simulacion deterministica, la cual, mediante el desarrollo y
aplicacion de meétodos teoricos y analisis de datos, ademas de la modelacion
matematica y estadistica, ofrece la posibilidad de investigar modelos genéticos simples
y complejos de manera simultanea, facilitando la toma de decisiones antes de llevar a
cabo la experimentacion en campo. Con la finalidad de evaluar el posible avance
genético de las estrategias de seleccion mas utilizadas para supervivencia en
presencia de algun patdégeno en camarones, el segundo objetivo de esta investigacion
doctoral fue la evaluacidn de dos estrategias de seleccion (masal y familiar) para
supervivencia en presencia de WSSV empleando simulacion deterministica en
camaron blanco del Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei). Este objetivo se
cumplié y se presenta en el manuscrito: Estimacion de la respuesta a la seleccion
genética para supervivencia en presencia del virus del Sindrome de Mancha Blanca,
utilizando seleccion masal y familiar mediante simulacion deterministica en camaron
blanco del Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei), que sera enviado para su

publicacion y que se presenta en el Capitulo 2.
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RESUMEN

Con la finalidad de realizar una evaluacion de estrategias de mejoramiento
genético para resistencia al virus del Sindrome de Mancha Blanca (WSSV, por sus
siglas en inglés) en camaron blanco del Pacifico, la presente investigacion doctoral tuvo
como primer objetivo la estimacion de parametros genéticos del peso corporal a los 130
dias de edad (P130) y de la supervivencia de 65 a 130 dias de edad (S130) en un
estanque que presentd un brote natural de esta enfermedad, y su comparacion con los
obtenidos a partir de estanques en los que no estuvo presente. Las heredabilidades
estimadas para P130 y S130 en el estanque en presencia de WSSV fueron 0.06+£0.12 y
0.05£0.02, respectivamente. Las heredabilidades estimadas para P130 y S130 en el
estanque en ausencia de WSSV se estimaron como 0.33+0.09 y 0.01+0.02,
respectivamente. La correlacion genética entre P130 y S130 no fue estadisticamente
diferente de cero en ambos estanques. Los resultados sugieren que la variacion
geneética aditiva de P130 se redujo en presencia de WSSV y que los efectos genéticos
aditivos de S130 estuvieron presentes soélo en presencia de WSSV. A partir del
conocimiento de la variacidon genética aditiva para la supervivencia en presencia de
WSSV se realiz6 la evaluacion de dos estrategias de seleccion: masal y familiar. La
prediccion de la respuesta a la seleccibn se realizd a partir de simulacion
deterministica. Los resultados indican que para la selecciéon de reproductores para
supervivencia en presencia de WSSV, la seleccion familiar muestra ventajas sobre la
seleccion masal, sin embargo para poblaciones con un bajo numero de individuos
probados, las diferencias entre ambos métodos son pequefas y la posibilidad de llevar
a cabo a la seleccion masal en lugar de la familiar puede ser justificada por su menor

costo.
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(1) to estimate genetic parameters for body weight at 19 weeks of age and survival from 10 to 19 weeks of
age in the Pacific white shrimp (Penaeus (Litopenaeus) vannamei) in a pond affected by a natural outbreak of

Iéi{:g;id;;irameters WSSV, and (2) to compare these estimates with those obtained from two ponds where no WSSV was present.
Body weight The estimate of the heritability for body weight was smaller in the presence of WSSV (0.09 to 0.11) than in
White Spot Syndrome Virus ponds with no WSSV (0.15 to 0.33). An increase in body weight residual variance was observed in the pond
Penaeus vannamei affected by WSSV. The estimate of the heritability of survival for the pond affected by WSSV (0.06 + 0.03) was

larger than that estimated in the unaffected ones (0.00 to 0.02), suggesting a minor change in the additive genetic
expression of this trait. Heritability estimates for body weight and survival are the first ones obtained in a popu-
lation affected by a WSSV natural outbreak using pedigreed information. Results suggest that selection response
for survival at harvesting in the presence of WSSV would be very small, and that selection response for body
weight in the same condition would be smaller than in the absence of WSSV. Studies regarding the implications
of including these and other important traits in shrimp breeding programs in the presence of WSSV are

necessary.
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1. Introduction other in Bahia de Kino, Sonora, both on the northwest coast of Mexico.

Total biomass production in the shrimp industry depends on the
number and body weight of harvested animals, which may be affected
by the presence of diseases that cause partial, and in some cases, total
production loss (FAO, 2012).

In Penaeid culture, viral diseases are among the main causes of eco-
nomic loss (Bachere, 2000; Briggs et al., 2004; Huang et al., 2012), and
among them, White Spot Syndrome Virus (WSSV) outbreaks have had
a detrimental impact in many regions of the world since its first appear-
ance in 1992 (Chou et al., 1995; Lin et al.,, 2011; Miao and Yuan, 2007;
Zhan et al.,, 1998). Elimination, control, and eradication of WSSV are dif-
ficult goals due to its rapid rate of spread and the broad range of possible
hosts for the pathogen (Huang et al., 2012).

Breeding shrimp for disease resistance is a costly and lengthy pro-
cess that is justified only when a pathogen has a significant economic
impact on the industry and when there is no other cost-effective and
fast measures to prevent or treat infection (Cock et al., 2009), as is the
case of WSSV. Some authors have suggested that breeding programs
could be an option for WSSV control in shrimp (Bachere, 2000; Bedier
et al., 1998; Gitterle et al., 20053, 2006a; Huang et al., 2012), and there
are a few studies providing estimates of genetic parameters for econom-
ically important traits such as body weight and survival in the presence
of WSSV (Gitterle et al., 2005a, 20064, 2006b), that provide information
to determine the possible inclusion of these traits in shrimp breeding
programs.

Heritability for harvest body weight in the presence of WSSV has
been estimated as 0.24 + 0.05, and 0.17 4+ 0.04 from two selected
lines for growth and survival (Gitterle et al., 2005a) and from oral and
waterborne infection protocols with estimates ranging from 0.05 to
0.31, and from 0.34 to 0.39, in those lines, respectively (Gitterle et al.,
2006b).

Heritability for survival in the presence of WSSV has been estimated
using different models, varying from 0.03 4 0.01 to 0.07 £ 0.02
(Gitterle et al., 2005a, 2006a). The genetic correlation between body
weight and survival in the presence of WSSV was estimated by
Gitterle et al. (2005a) as ranging from —0.55 4+ 0.18 to —0.64 + 0.19.

Genetic parameter estimates for body weight and survival in the
presence of WSSV have been obtained from laboratory challenge exper-
imental designs, but there are no studies on genetic parameters for body
weight and survival in the presence of a natural outbreak of WSSV from
production ponds.

The aims of this study were (1) to estimate genetic parameters for
body weight at 19 weeks of age and survival from 10 to 19 weeks of
age in the Pacific white shrimp Penaeus (Litopenaeus) vannamei in a
pond affected by a natural outbreak of White Spot Syndrome Virus
(WSSV), and (2) to compare these estimates with those obtained from
two ponds where no WSSV was present.

2. Material and methods
2.1. Data and edits

The study was carried out in three shrimp performance ponds from a
Mexican hatchery, two of them located in Los Pozos, Sinaloa, and the

Animals used were part of the P. vannamei growth and survival breeding
line of a selection program that started in 1998 (Castillo-Juarez et al.,
2007); selection procedures are described by Campos-Montes et al.
(2013).

Data from body weight at 19 weeks of age (BW) and survival from
10 to 19 weeks of age from the 2011 production cycle were used. In
this cycle, in a range of 17 days, the hatchery genetic nucleus generated
170 families for genetic evaluation. The families were obtained using ar-
tificial insemination, with a ratio of 1.27 females per sire. Each family
was identified using colored tagged elastomers. Broodstock identifica-
tion, family formation, larvae culture, and post-larvae managements to
harvesting are described in Campos-Montes et al. (2013). The popula-
tion structure is based on full- and half-sib families. Pedigree file includ-
ed animals from 2002 to 2011.

At around nine weeks of age and 2 g of body weight, shrimp of each
selected family were tagged. A week later, shrimp were seeded in the
performance ponds to be evaluated under commercial-like manage-
ment conditions, using 35 shrimp per family per pond.

2.2. Performance ponds description

Two performance ponds of 0.2 ha each are located in Sinaloa,
Mexico; these ponds are open ground and are covered by liner. Shrimp
were seeded there at two different densities, 10 and 30 shrimp/m2
(P10, and P30, respectively). These ponds had a 1.4 m water column
with an average temperature of 30 to 34 °C, and an average salinity of
30 to 35 ppt. Daily water exchange rate varied from 5 to 20%, animals
were fed with commercial pellets containing 35 to 40% protein depend-
ing on the growth stage of the shrimp. The amount provided was 3% of
the pond biomass. There was no presence of WSSV in these ponds.

The third pond is located in Sonora, Mexico: This is also an open
ground pond. Shrimp were seeded at a density of 15 shrimp/m?
(K15). It is a 2 ha pond but the study area was limited to 0.2 ha by
using a net. In the remaining area of the pond, shrimp were seeded at
the same density with the commercial line produced by the same hatch-
ery at PL10 stage. It is worthy to note that shrimp densities in P10, P30,
and K15 were adjusted using non-tagged shrimp from the hatchery
commercial line of about the same age.

This third pond had a 1.4 m water column temperature ranging from
30 to 34 °C while salinity ranged from 30 to 35 ppt. Water exchange
rates varied from 5 to 20%, depending on the growth stage of the
shrimp. Animals were fed with commercial pellets containing 35 to
40% protein depending on the growth stage of the shrimp. The amount
provided was also 3% of the pond biomass. This pond presented White
Spot Syndrome Virus (WSSV) clinical signs and macroscopic changes
at around 110 to 115 days of age. WSSV was also present in 14 out of
16 local areas from that region of Mexico. Bahia de Kino, where this
pond is located, was one of the most affected of these local areas
(COSAES, 2014). The diagnostic was confirmed using PCR analysis in
shrimp from the same pond, which were growing separated from the
tagged shrimp by a net.

Water physicochemical parameters were in the required range
during the whole growing time.
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2.3. Data collection and data edit

All the shrimp were harvested eight to nine weeks after seeding.
Family origin and sex were identified. Shrimp were examined to
check for individuals that were dead, molting, flaccid, or with evident
deformities. Animals with tagging code misidentification, or those
with undefined sex information were discarded from the data file
used for genetic parameter estimation (n = 49). For BW analyses,
headless animals and those without BW records were not considered
(n = 9). There were 10,004 BW records after edits. Shrimp survival
from 10 to 19 weeks of age was considered as a binary trait, and it
was determined based on the difference between the number of
seeded and harvested shrimp in the pond.

24. Statistical analysis

To estimate (co)variance components, bivariate animal models and
ASReml software (Gilmour et al., 2009) were used. BW analysis includ-
ed the fixed effects of sex, and linear and quadratic harvesting age as
covariates, while survival analysis included linear and quadratic seeding
age as covariates. For the BW analysis of all ponds together we also
included the fixed effect of the combination sex-pond plus harvesting
and seeding age, respectively. Random effects for BW and survival anal-
yses included: animal, full-sibs common effects (representing non-
additive genetic, common environmental effects, and maternal (genetic
and environmental) effects), and residual. Bivariate models used to
estimate the covariance components for BW and survival were used
for the general population (P10, P30, and K15 altogether), within each
pond, and for BW and survival bivariate between-ponds analyses.

Two bivariate model approaches were considered: Model 1,
consisted of a linear model for both BW and survival; and Model 2
consisted of a linear model for BW, and a threshold model for survival.

In matrix form, Model 1 was as follows:

Yy=XB+Zu+Wf+¢

where y represents the vector of observations (BW at 19 weeks of age
or survival from 10 to 19 weeks of age (where 0 = dead, 1 = alive)),
B is the vector of fixed effects of each trait, u is the vector of random an-
imal additive genetic effects, u ~ MVN (0, G), where G = Go ® A, where
Go is the symmetric matrix containing (co)variances among the animal
effects for the two traits, and A is the additive numerator relationship
matrix among all the shrimp in the pedigree file, while here and else-
where ® is the Kronecker product, fis the vector of random effects
common to full-sibs for all traits, f ~ MVN (0, F); where F = Fy ® I,
where Fy is a matrix of (co)variance of effects common to full-sibs for
all traits, I is an identity matrix of appropriate order, and € is the vector
of residual environmental random effects, € ~ MVN (0, R) where R =
Ry ® I, where Ry is the (co)variance matrix of the residual effects,
where covariances among traits were set to zero since measurements
were performed in different animals, and I is an identity matrix of ap-
propriate order. X, Z, and W are incidence matrices relating observations
to fixed effects, animal additive genetic effects, and common to full-sib
random effects, respectively.

In the case of Model 2 the same animal model was used for BW, but
for survival analysis a threshold model was used. BW and survival ma-
trix structure were the same as in Model 1. In Model 2, ¢ is the normal
cumulative density function and a normal underlying liability variable I
determining categorical outcomes equal to the y's of Model 1 was as-
sumed, such that I, < 0 gives y;3; = 0, and Iy, > 0 gives y;;; = 1. Resid-
ual variance of I was assumed to be 1. The model used was:

Pr (yijkl = 1) = Pr(’ijkl>0> = (XB + Zu + W)

where Pr stands for probability.

Phenotypic variance for each trait was calculated by adding up
the variance components of the random effects. Heritability (h?)
was estimated as the proportion of the additive genetic variance
with respect to the corresponding phenotypic variance. The contri-
bution to phenotypic variance of the effects common to full-sibs
(f) was estimated as the proportion of its variance with respect to
the correspondent phenotypic variance. Genetic correlations (rg)
and the correlation between common to full-sibs effects (rg) were
estimated by dividing the respective covariance by the product of
the two corresponding standard deviations. Statistical significance
of the estimated parameters was determined based on the confi-
dence intervals (95%) constructed with their standard errors, and as-
suming normality.

3. Results and discussion
3.1. Overall means and variation

BW and survival descriptive statistics for each pond are shown in
Table 1. Body weight coefficient of variation at K15 (0.27) was double
than that observed at P10 and P30 (0.13 and 0.14, respectively).

3.2. All data information

BW and survival heritabilities and genetic correlations were estimat-
ed for all ponds together. Heritabilities (£ S.E.) from Models 1 and 2
were the same in both cases (0.29 4 0.08 for BW, and 0.00 + 0.01 for
survival) and the genetic correlation in both models was negative but
not statistically different from zero. BW heritability was similar to that
obtained by Castillo-Juarez et al. (2007) and Campos-Montes et al.
(2013) for the same breeding population using previous production cy-
cles, but it was not the case for survival, since Campos-Montes et al.
(2013) estimated it as 0.04 4 0.01. This difference could be due, at
least partially, to the trans-generational multivariate analysis and the
broader pedigree file used by Campos-Montes et al. (2013).

3.3. Variance component estimates from bivariate within-pond analyses

Variance components, heritabilities and genetic correlations for BW
and survival in the presence and absence of WSSV outbreak estimated
with bivariate models within ponds are shown in Table 2. These results
are from Model 1; Model 2 analyses were unable to provide an estimate
of survival residual variance.

3.3.1. Estimates in the absence of WSSV outbreak

Heritability for BW in P10 (0.32 4 0.09) is in agreement with esti-
mates reported for P. vannamei populations at similar ages by Castillo-
Juarez et al. (2007) and Campos-Montes et al. (2009), using data from
the same population but from previous years. Heritability for BW in
P30 was smaller than in P10, while residual variance estimate was larg-
er, contrary to that observed by Campos-Montes et al. (2009) who ob-
served that higher density environments yielded a smaller residual
variance estimate. Some authors mention that aquaculture species

Table 1
Number of shrimp recovered, mean body weight, and family survival percentage for all
data and by pond.

Population Number of Number of Mean body Mean family
shrimp shrimp weight 4+ SD* survival rate
seeded recovered % + SD

All data 17,850 10,004 215 +£ 39 56.0 &+ 66.3

P10 5950 4891 23.0 £ 32 822 + 295

P30 5950 4424 21.0 &+ 3.1 744 4+ 343

K15 5950 688° 142 £ 39 11.6 £ 247

¢ SD: Standard deviation.
b From 162 families (8 families had zero survival rate).
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Table 2

105

Genetic parameter estimates for body weight (BW) and survival in the presence and absence of White Spot Syndrome Virus (WSSV) outbreak in the Pacific White Shrimp (P. vannamei)

using bivariate within-pond linear models®.

WSSV Pond Trait Additive genetic variance Residual variance Phenotypic variance Heritability Genetic correlation
Presence K15 BW 1.47 (1.86) 10.80 (1.14) 14.44 (0.88) 0.10 (0.13) —0.98 (0.57)
Survival 0.006 (0.003) 0.10 (0.003) 0.11 (0.002) 0.06 (0.03)
Absence P10 BW 3.16 (0.99) 5.68 (0.50) 10.01 (0.39) 0.32 (0.09) 0.67 (2.59)
Survival 0.0003 (0.002) 0.14 (0.003) 0.15 (0.003) 0.00 (0.01)
P30 BW 1.39 (0.55) 6.77 (0.31) 9.54 (0.31) 0.15 (0.06) —0.90(0.87)
Survival 0.003 (0.004) 0.18 (0.41) 0.19 (0.004) 0.01 (0.02)

@ Standard errors are in parentheses.

growing in restrictive environments, like high densities, show a de-
crease in the phenotypic variance of the surviving animals (Bagley
et al., 1994; Campos-Montes et al., 2009; Gall and Bakar, 1999). Howev-
er, in our study, the phenotypic variance did not differ between environ-
ments. Nevertheless, a reduction in the P30 additive variance
component was observed, which was also accompanied by an incre-
ment in the residual variance estimate (P < 0.05).

About BW proportion of phenotypic variance due to the effects com-
mon to full-sibs, they were estimated as 0.12 4- 0.04 and 0.15 + 0.03 for
P10 and P30, respectively. These values are in agreement with the
findings of other authors (Gitterle et al., 2005b) and with previous
studies in this population (Campos-Montes et al., 2013; Castillo-Juarez
et al., 2007).

The survival additive genetic variance component estimates were
low in both environments and not statistically different from zero,
maybe due to the fact that we are using data from only one production
cycle. However, previous analysis using several production cycles in the
same population also estimated this value low (0.007 + 0.002) and the
heritability was estimated as 0.04 4- 0.01 (Campos-Montes et al., 2013)
with both estimates statistically different from zero. General pond
survival is highly influenced by several factors, like environmental con-
ditions or management, which contribute to yield its usually low herita-
bility estimates (Vehvildinen et al., 2008). The proportion of the effects
common to full-sibs with respect to phenotypic variance for survival
was estimated as 0.03 £ 0.01 in both cases, in agreement with that
observed by Campos-Montes et al. (2013) at the same age.

3.3.2. Estimates in the presence of WSSV outbreak

Body weight heritability estimate was smaller (and not different
from zero) in the presence of WSSV, if compared to the observed in
ponds with no WSSV. However, additive genetic variance estimate in
the pond affected with WSSV was similar to that observed in P30.
Body weight heritability compression was caused by an increase of re-
sidual variance estimated in the presence of the disease. This increase
might be due to environmental changes caused by the WSSV outbreak,
as well as by the reduction in the sample size caused by this disease.
Genetic parameter estimates for BW in K15 are not biased but should
be considered preliminary. Their relatively large standard errors can
be a consequence of a poor data structure, mainly due to a lower sample
size resulting from the disease outbreak. It is worthy to note that only

Table 3
Heritabilities (h?) and genetic correlations (r¢) for body weight (BW) using a linear
model® between ponds in P. vannamei.

4.7% of the families (n = 8) had a zero survival rate. Regarding BW
heritability in the presence of WSSV, Gitterle et al. (2005a) obtained,
in some of their batches, similar estimates to our heritability estimate.
Nevertheless, when they analyzed all the batches together per each
breeding line, heritabilities for each line were larger (0.20 4+ 0.04 and
0.21 + 0.04, respectively). We estimated the proportion of full-sibs ef-
fect in the presence of WSSV as 0.15 4 0.07 in agreement with that
estimated by Gitterle et al. (2005a).

Survival additive genetic variance component estimated in the pres-
ence of WSSV was larger than that estimated in the absence of WSSV,
and was similar to that observed by Gitterle et al. (2005a) (0.006-
0.04); however, residual component estimated by Gitterle et al.
(2005a) was significantly larger because in their study the families
were analyzed at approximately 50% survival rates in all their tests,
which increased the total variance of the binary trait. The heritability es-
timate of survival in the presence of WSSV was estimated as 0.06 + 0.03
(ie., statistically different from zero; P = 0.05) while it varied between
0.00 and 0.02 in the ponds were WSSV was not present. It is important
to mention that in our study the overall survival at harvesting was
11.6%, and our additive genetic survival estimate refers to harvesting
time.

The proportion of phenotypic variance due to the effects common to
full-sibs for survival in the presence of WSSV was estimated as 0.01 +
0.01 like that observed by Gitterle et al. (2005a) in one of their batches.

Gitterle et al. (2005a) proposed that survival is under additive
genetic control and hence, it should be expected to respond to selec-
tion. Nevertheless, based on a natural WSSV outbreak our results
suggest a rather small genetic advance if survival were to be mea-
sured at harvesting time (around 19 weeks). Bishop and Woolliams
(2010) comment that heritability estimates from natural outbreaks
are affected by incomplete recording, incomplete exposure, imper-
fect sensitivity and specificity of diagnosis, which may bias heritabil-
ity downwards. Wetten et al. (2007) observed this situation in a
population where a natural outbreak of Infectious Pancreatic Necro-
sis occurred in Atlantic salmon (Salmo salar).

3.3.3. Genetic correlations

None of the within-pond genetic correlation estimates between BW
and survival were statistically significant different from zero. Neverthe-
less, the correlation sign in the disease environment was negative, in
agreement with the findings of Gitterle et al. (2005a).

Table 4
Heritabilities (h?) and genetic correlations (rg) for survival using a linear model? between
ponds in P. vannamei.

hZ

h2

Pond v Pond I

P10 0.33 (0.10) 0.65 (0.38) P10 0.03 (0.02) 0.49 (0.54)
K15 0.11 (0.11) K15 0.03 (0.02)

P30 0.29 (0.09) 0.38 (0.42) P30 0.00 (0.02) 0.83 (2.22)
K15 0.09 (0.11) K15 0.03 (0.02)

P10 0.33 (0.09) 0.99 (0.03) P10 0.01 (0.02) 0.93 (0.83)
P30 0.23 (0.08) P30 0.01 (0.02)

@ Standard errors are in parentheses.

@ Standard errors are in parentheses.
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3.4. Genetic parameter estimates from bivariate between-pond analyses

For each trait, between-pond bivariate analyses were performed.
Results are shown in Tables 3 and 4. Survival analyses using Model 2
had convergence problems, and hence it was not possible to estimate
genetic parameters.

3.4.1. Estimates for body weight

In P10, BW heritability estimate was essentially the same as that
observed using bivariate within-pond linear models, and it was not
different from P30 BW heritability estimated from bivariate between-
pond analyses. Body weight heritability in P10 and P30 is in agreement
with the findings of Gitterle et al. (2005b) and Castillo-Judrez et al.
(2007), who observed no differences between environment estimates.
Heritability estimated for BW in K15 from linear model between-
ponds analysis was similar to that estimated with the bivariate
within-pond linear model. The proportion of the effects common to
full-sibs with respect to phenotypic variance estimates varied from
0.09 to 0.13 in agreement with other studies (Castillo-Juarez et al.,
2007; Gitterle et al., 2005b).

The genetic correlation estimate between environments without
WSSV (0.99 + 0.03) suggests no genotype by pond interaction effects,
in agreement with other studies (Campos-Montes et al., 2009;
Castillo-Juarez et al.,, 2007; Gitterle et al., 2005b).

On the other hand, genetic correlation estimates of K15 with P10
and P30 were low to medium but inaccurate (large standard errors).
Nevertheless, the magnitude of these estimates suggests that additive
genetic effects for BW were different across the two environments
(i.e., presence vs. absence of WSSV). These genetic correlations suggest
a genotype by environment interaction. In other words, the BW genes
involved in the presence of WSSV environment are either not the
same, interact differently, or are differently expressed when shrimp
grow in an environment without WSSV. This finding has implications
in the design of breeding programs aimed to improve growth traits in
populations where WSSV is present.

3.4.2. Estimates for survival

Survival heritability estimates from between-ponds bivariate
models were essentially small and not statistically different from zero
in all the environments. The proportion of the effects common to full-
sibs were low in all the ponds. These estimates are in agreement with
the observed by Gitterle et al. (2005a) in the presence of WSSV
(0.02 £ 0.01), and with estimates by Campos-Montes et al. (2013) in
the absence of WSSV (0.03 4+ 0.01).

Genetic correlations between survivals in different ponds were pos-
itive, but with large standard errors, which can be explained in part due
to the very low additive genetic variation of this trait (Vehvildinen et al.,
2008; Visscher, 1998).

4. Conclusions

Our heritability estimates for body weight and survival are the first
ones obtained in a population affected by a WSSV natural outbreak
using pedigreed information. Data used comes from measures from
seeding (70 days of age) to harvesting time (135 days of age). Our
findings suggest that selection response for survival at harvesting in
the presence of WSSV would be very small. With respect to selection
response for body weight in the presence of WSSV, our results show it
would be smaller than in absence of the disease.

Results of this study suggest a genotype by environment interaction
for BW when considering both the WSSV absence and presence envi-
ronments. Therefore, it is important to consider this genotype by envi-
ronment interaction in the designing of shrimp breeding programs for
populations where WSSV is present.

In the presence of WSSV, an increase in BW residual variance was
observed. Studies regarding the implications of including these and

other important traits in shrimp breeding programs in the presence of
WSSV are necessary.
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1. Introduccién

La produccion de camaron es una fuente importante de alimentos de alta calidad
para la poblacion humana y una actividad econémica que, en muchas areas del mundo,
se ha visto afectada por la presencia de enfermedades virales y bacterianas causando
grandes pérdidas economicas (Cock et al., 2009; Huang et al., 2011).

En el cultivo de camarones peneidos, las enfermedades mas importantes (afio de
aparicion) son las causadas por el Virus de la Necrosis Hematopoyética (1980)
(Lightner et al., 1983), el Virus del Sindrome de Taura (1992) (Bonami et al., 1997), el
Virus del Sindrome de Mancha Blanca (WSSV, por sus siglas en inglés) (Chou et al.,
1995) y mas recientemente, la Enfermedad de Necrosis Aguda del Hepatopancreas
(2009) (Tran et al., 2013). Entre ellas, la enfermedad producida por el Virus del
Sindrome de Mancha Blanca (WSD, por sus siglas en inglés), es la enfermedad viral de
mayor importancia debido a su alta virulencia y tasa de mortalidad (cercana a 100%)
(Lightner, 2011).

Las medidas sanitarias utilizadas para la prevencién y control de WSD han sido
variadas (i.e., establecimiento de cuarentenas, siembra a bajas densidades, utilizacion
de inmunoestimulantes, tratamiento de agua), pero han resultado insuficientes para
contener la enfermedad en los distintos sistemas de produccién utilizados en México.
Ademas, la alta virulencia del patégeno, la amplia gama de huéspedes (Ahanger et al.,
2014) y la imposibilidad practica de utilizar vacunas en el camarén (Cerenius y
Soderhall, 2012) son factores que han sumado a la dificultad de obtener resultados
favorables.

Con la finalidad de obtener mayores avances en el control de enfermedades en

la camaronicultura, se propone, ademas del establecimiento de buenas practicas
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sanitarias (Cuéllar-Anjel et al., 2010), la implementacion de programas de mejoramiento
genético (Ddegard et al., 2011; Gjedrem, 2015; Yafez et al., 2015). A este respecto,
Moss et al. (2012) sugieren que la integracion de ambos enfoques resultaria en un
beneficio para el avance en el control de la enfermedad, ademas de participar en la
sostenibilidad y sustentabilidad a largo plazo de la industria camaronicola.

La seleccion genética para resistencia a enfermedades en acuicultura se ha
basado usualmente en datos de supervivencia a partir de desafios controlados
(Gjedrem, 2015). Dos de los métodos mas utilizados son la seleccidén directa de los
supervivientes (es decir, seleccion individual o masal) y la seleccion de individuos cuyos
hermanos mostraron una supervivencia promedio superior al patdogeno (es decir,
seleccion familiar) (Moss et al., 2005). Cock et al. (2009) mencionan que la utilizacion
de ambos métodos ha sido efectiva para el control de enfermedades en camarones
peneidos. Por otro lado, Ponzoni et al. (2009) y Lind et al. (2012) sugieren que la
seleccion masal no es adecuada para caracteristicas donde se requiere algun tipo de
desafio para la prediccién de los valores genéticos, probablemente en virtud de los
riesgos sanitarios involucrados. Dado lo anterior, es importante conocer las respuestas
a la seleccion para la supervivencia en presencia de patégenos, como WSSV, que se
pueden obtener a partir de ambos métodos. Hasta donde se sabe, no existen estudios
publicados que comparen la respuesta a la seleccion con diferentes métodos para
resistencia a WSD. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es estimar la respuesta
a la seleccion genética para supervivencia en presencia del virus del Sindrome de
Mancha Blanca utilizando seleccion masal y familiar mediante simulacion deterministica

en camaron blanco del Pacifico.
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2. Material y Métodos

En el presente estudio se predijo la respuesta a la seleccion masal (RSwu) y
familiar (RSf) para la supervivencia en presencia de WSSV en desafios controlados
utilizando simulacion deterministica, en donde, a nivel de cada individuo se considero la
supervivencia como una variable binaria (1=vivo, 0=muerto).

Para definir el numero de organismos y familias utilizados en la simulacion, se
considero la capacidad operativa de los desafios controlados realizados por la empresa
Maricultura del Pacifico S.A. de C.V. en los afos de 2014 a 2016. Las capacidades
totales evaluadas, en términos de individuos probados fueron 1,000, 5,000, 10,000 y
20,000. La formacion de familias se bas6 en una relacion macho:hembra de 1:1. Los
numeros de familias considerados fueron aquellos que, dentro de cada capacidad total,
permitieran obtener la maxima respuesta a la seleccion familiar (Falconer y Mackay,
1996). En estos calculos se admitié un incremento maximo de consanguinidad (AF) por

generacion de 1% (tamafo efectivo de poblacion (Ne) de 50). El numero de hijos

Total de individuos probados
Numero de familias

promedio por familia, se obtuvo como Se consideraron

generaciones discretas e intervalos de generacion de un afo, por lo que las respuestas
a la seleccion e incrementos de consanguinidad son presentados por afo.

Los valores de heredabilidad estudiados fueron 0.05, 0.10 y 0.15, con base en
los estimados de Gitterle et al. (2005, 2006) para la misma caracteristica. Estudios
previos sehalan que los efectos comunes de familia para hermanos completos para
supervivencia en presencia de WSSV no son diferentes de cero (Gitterle et al., 2005;
Caballero-Zamora et al., 2015), por lo que para este estudio estos efectos comunes se

omitieron.
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A partir de calculos preliminares se determiné el porcentaje de supervivencia que
hace maxima la RSy, siendo éste 19% (figura 1) para los tres niveles de heredabilidad.
Para hacer comparables los resultados de ambos métodos, se utilizé para ambos casos
la varianza fenotipica que hizo maxima la respuesta a la seleccion masal.

La RSy se calculé como ioph? donde, i corresponde a la intensidad de seleccion,
op a la desviacion estandar fenotipica y h?a la heredabilidad (Falconer y Mackay, 1996).
Mientras que la RSg se calculé de manera inicial a partir de iophry donde 7 es la
precision de los valores genéticos predichos. Los calculos se basaron en el principio del
indice de seleccion (Van Vleck, 1993) y la aproximacién de Saxton (1988) para la
intensidad de seleccion. Con esta metodologia, se eligieron valores de numeros de
familias (50, 100, 150, 250, 350 y 500) que hacian maxima la RS¢ para las capacidades
totales estudiadas. Posteriormente, con la finalidad de calcular con mayor precision las
respuestas a la seleccidon y los incrementos en la consanguinidad por generacion, se
realizaron las predicciones por capacidad total y numero de familias (cuadro 1)
mediante el programa computacional SelAction (Rutten et al., 2002), el cual incorpora
ajustes por efectos derivados del tamafo poblacional y la pérdida de variacion por

procesos de seleccion (Rutten et al., 2002).
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3. Resultados

En la figura 1 se presenta la prediccion de la RSy de acuerdo al porcentaje de
organismos seleccionados y los valores de heredabilidad estudiados. Se puede
observar que el rango de porcentajes de seleccionados (% supervivientes) que hizo
maxima la respuesta a la seleccion esta entre 16 y 22% para todas las heredabilidades

estudiadas.

10

Respuesta a la seleccién
(% supervivencia)
»
»
|

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% de seleccionados

Figura 1. Respuesta a la seleccién masal por generacién para
supervivencia en presencia del WSSV de acuerdo al
porcentaje de individuos seleccionados (sobrevivientes) y el
valor de heredabilidad en camarén blanco del Pacifico.

Las predicciones de RSy, RSr y AF para supervivencia en presencia de WSSV
en desafios controlados a partir del programa SelAction de acuerdo a la capacidad total

y el numero de familias se presentan en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Numero de familias, respuesta a la seleccion (% supervivencia) e incremento de consanguinidad por afio para

WSSV con heredabilidades de 0.05, 0.10 y 0.15 a partir de seleccién masal y familiar en camarén blanco del Pacifico

0.05 0.10
Capacidad NG Numero —
total (ntmero u(rjr;ero de hijos Respuesta a la Incremento de Respuesta a la Incremento de R
de individuos familias por seleccién consanguinidad seleccién consanguinidad
probados) familia Masal Familiar Masal Familiar Masal Familiar Masal Familiar M:
50 20 2.42 0.55 1.02 4.04 062 1.05
100 10 3.04 0.27  0.91 5.33 030 0.97
150
1,000 7 070 301 017 0.72 59y D44 0.19 0.80 7
250 4 2.75 0.09 044 5.16 0.10  0.50
350 3 2.44 0.06 0.22 4.69 0.06 0.26
500 2 1.97 0.03 0.04 3.87 0.04 0.05
50 100 3.29 0.58 1.10 4.97 064 1.09
100 50 4.64 029 1.14 7.24 032  1.11
150
5,000 33 070 499 019 1.12 503 199 0.21 1.09 7
250 20 5.19 0.11 1.09 8.59 0.12  1.09
350 14.3 5.13 0.08 1.03 8.72 0.09 1.06
500 10 4.89 0.05 0.87 8.54 0.06 0.93
50 200 3.51 0.58 1.09 5.16 064 1.08
100 100 5.11 029 1.12 7.69 032 1.08
150
10,000 67 070 564 019 1.15 503 865 0.21 1.06 7
250 40 6.07 012 117 9.59 0.13  1.10
350 28.6 6.18 0.08 1.10 9.96 010 1.12
500 20 6.08 0.06  1.00 10.05 0.06  1.09
50 400 3.64 0.58 1.08 5.27 064 1.07
100 200 5.43 029 1.09 7.98 032 1.05
150 133 6.11 0.19 1.08 9.09 022 1.03
20,000 2.70 5.23 7
250 80 6.77 012 112 10.29 013  1.05
350 57 7.03 0.08 1.17 10.88 0.09 1.09
500 40 7.11 006 1.17 11.21 0.06 1.09




En la figura 2 se presentan las respuestas a la seleccion maximas dentro de
cada capacidad total. En el cuadro 2 se presentan las diferencias relativas (%) con
respecto a la obtenida con la seleccion masal, de acuerdo a la capacidad total y el nivel

de heredabilidad.

16
14
12
10

Respuesta a la selecciéon
(% supervivencia)
(0]

o N b~ O

1,000 5,000 10,000 20,000
Capacidad total

Figura 2. Respuestas a la seleccién maximas para supervivencia en
presencia de WSSV (% supervivencia) usando seleccidon familiar
(linea continua) y masal (linea punteada), de acuerdo al niumero total
de individuos desafiados y el valor de heredabilidad (0.15=cuadrado,
0.10= triangulo y 0.05=circulo) en camaron blanco del Pacifico.

Cuadro 2. Diferencia relativa (%) de la respuesta a la seleccién esperada con
seleccion familiar (RSg) comparada con la obtenida con seleccion masal (RSy) para
las capacidades totales estudiadas, para supervivencia en presencia de WSSV en
camaroén blanco del Pacifico

Nuamero de Diferencia relativa de RSg comparada con la obtenida con RSy,
individuos probados

Heredabilidad

0.05 0.10 0.15
1,000 12.9 4.2 -1.0
5,000 92.2 66.7 52.2
10,000 128.9 92.2 73.0
20,000 163.3 143.4 88.4
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4. Discusion

En la utilizacion de la seleccibn masal para resistencia a enfermedades en
camaron, la imposibilidad de un control sobre la intensidad de seleccion que permita
hacer maxima la respuesta a la seleccidbn aunado al problema sanitario de que los
candidatos a reproductores son expuestos al virus de manera directa, resultan ser
algunas de sus limitantes para su utilizacion, a pesar de que esto ha sido una practica
comun. Se tiene conocimiento de la existencia de programas de seleccién para
resistencia enfermedades en camardon basados en seleccidon masal, pero por tratarse
de estudios relacionados con operaciones comerciales sus resultados no han sido
publicados (Cock, 2009).

En cuanto a la seleccién familiar, esta ha sido principalmente empleada en el
mejoramiento genético de caracteristicas de crecimiento en camarones (Cock, 2009),
pero su uso en la resistencia a enfermedades ofrece la posibilidad de seleccionar
reproductores no infectados a partir de la media de supervivencia de hermanos que
mostraron supervivencias superiores frente al patdégeno, sin embargo, los costos
asociados a su implementacion son mayores que los de la seleccion masal. En relacion
a resultados a partir de seleccion familiar para resistencia a WSSV, unicamente se tiene
conocimiento de dos estudios, el de Gitterle et al. (2007), quienes estimaron la ganancia
genética para la resistencia a WSSV a partir de una seleccion de rasgos multiples,
quienes observaron una respuesta a la seleccién para supervivencia en presencia de
WSSV promedio por generacion de 1.7%, y el de Huang et al. (2011) quienes estimaron
6.3% de avance genético por generacion.

Con la finalidad de poder realizar una comparacion entre las respuestas maximas

a la seleccion masal y familiar a partir de diferentes combinaciones de numero de
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familias y capacidades total de desafio, se decidid realizar los calculos para la
respuesta a la seleccion de ambos métodos con la varianza fenotipica producida
suponiendo 19% de supervivencia, valor que hizo maxima de manera exacta la RSy. Lo
anterior debido al conocimiento de que en su forma mas simple (como fue considerada
para este estudio), en la seleccion masal para resistencia a enfermedades, la unica
fuente de informacién para seleccionar un reproductor, es si el individuo sobrevividé o no
a la exposicidon del patégeno, lo que conlleva a que, en la prediccion de la respuesta a
la seleccion, la intensidad de seleccidn y la varianza fenotipica estén determinadas
unicamente por el porcentaje de supervivencia del desafio. Esto implica considerar dos
situaciones, la primera es que a medida que se cuenta con un mayor porcentaje de
supervivencia, la intensidad de seleccién es menor, y la segunda es que dada la
naturaleza binaria de la variable la maxima variabilidad fenotipica posible de
supervivencia se encuentra cuando ésta es de 50%, Al relacionar ambas situaciones,
se infiere la existencia de un rango de valores de supervivencia que hace maxima la
respuesta a la seleccion. Este valor fue encontrado entre 16 y 22% de supervivencia
para heredabilidades de 0.05, 0.10 y 0.15 (figura 1), siendo concordante con lo
publicado por Lopes et al. (2000), quienes obtuvieron una ganancia genética maxima
con 25% de incidencia de un fenotipo favorable para un rasgo binario con
heredabilidades menores a 0.50. En la figura 1 se observa también que a medida que
se cuenta con un mayor porcentaje de supervivencia, la posible respuesta a la
seleccion va siendo menor, lo que lleva a considerar que a medida que se avanza en un
programa de selecciéon masal para supervivencia, la posible respuesta a la seleccion se
ira haciendo menor a través de las generaciones ya que al aumentar el porcentaje de

supervivencia, la intensidad de seleccion sera menor.

25



Las heredabilidades estudiadas se basaron en las estimaciones de Gitterle et al.
(2005, 2006) para supervivencia en presencia de WSSV en desafios controlados.

En los resultados mostrados en el cuadro 1 se observa que la RSy no se
modifica a través de las diferentes capacidades probadas, lo que indica que la RSy no
depende ni del numero de parejas, ni del numero de hijos probados, siendo unicamente
modificada por la heredabilidad y el porcentaje de supervivencia, por lo que la inversion
en un mayor numero de individuos probados no tiene impacto sobre el avance genético.
En relacién al incremento de consanguinidad debido a seleccion masal, se observa que
dependera esencialmente del numero de familias probadas y que a partir de 5,000
individuos probados, los incrementos de consanguinidad seran esencialmente los
mismos a través de las diferentes combinaciones de numeros de familias y de hijos por
familia.

Los resultados obtenidos a partir de seleccion familiar muestran que existe un
optimo intermedio respecto al numero de familias que hacen maxima la respuesta a la
seleccidon dentro de cada capacidad total del desafio, un numero mayor de familias
utilizado implica una disminucion en la ganancia genética ademas de mayores costos
de implementaciéon. Ademas, estos resultados también muestran que al probar una
mayor capacidad total de individuos, el numero de familias requerido para obtener la
respuesta maxima dentro de esa capacidad se incrementa. El numero de familias que
hace maxima la respuesta para cada capacidad total estudiada fue de 150 familias para
una capacidad total de 1,000, entre 250 y 350 para 5,000, entre 350 y 500 para 10,000,
y de 500 para 20,000 individuos.

Las respuestas maximas tanto para seleccion masal como para seleccion familiar

se sintetizan en la figura 2, mostrando una ventaja de la seleccion familiar sobre la
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seleccidon masal a través de las distintas capacidades totales, o que es similar a lo
mencionado por otros autores, que indican mejores avances al usar seleccion familiar
comparada con la seleccion masal para caracteristicas de menor heredabilidad
(Falconer y Mackay, 1996; AKVAFORSK, 2005; Gjedrem, 2000). En el cuadro 2 se
observa que a medida que el numero de individuos probados es menor, las ventajas de
la seleccion familiar comparada la seleccién masal van siendo también menores. Por lo
tanto, para poblaciones con un bajo numero de individuos probados, se podria preferir
la seleccion masal ya que la respuesta a la seleccion obtenida seria similar a la familiar,
pero con un menor costo.

La seleccion familiar tiene como limitante no poder ocupar la variacion dentro de
familia, por lo tanto, el desarrollo de medidas cuantitativas alternativas como la
medicion de cargas virales (Phuthaworn et al., 2016), o bien la implementacién de la
seleccidn genodmica resultan ser opciones interesantes para incrementar las respuestas
a la seleccion. La seleccion gendmica permitiria incrementar la precision de la seleccion
y aprovecharia la varianza entre y dentro de familias, sin exponer a los candidatos
reproductores al virus (Villanueva et al., 2011; Castillo-Juarez et al., 2015).

Para finalizar, es importante considerar que la presentacion e impacto de la
magnitud de una enfermedad es el resultado final de una compleja interaccion entre el
huésped, su medio ambiente y el propio patégeno (conocida como triada) (Lightner y
Readman, 1998). Por lo tanto, es necesario tener en cuenta que el avance en el control
de las enfermedades involucra la integracién de estrategias para cada factor de la triada

siendo menos eficiente el resultado utilizando sélo un enfoque de estrategias de control.
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5. Conclusiones

En la seleccion de reproductores para supervivencia en presencia de WSSV, la
seleccion familiar muestra importantes ventajas sobre la seleccion masal. Sin embargo,
para poblaciones con un bajo numero de individuos probados, las diferencias entre
ambos métodos son pequefias y la posibilidad de llevar a cabo la seleccion masal en

lugar de la familiar puede ser justificada por su menor costo.
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