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INTRODUCCION

En México, al igual que en la mayoria de los paises, la acuicultura ha adquirido gran importancia
por los beneficios sociales y econémicos que se traducen en una fuente de alimentacion con alto
valor nutricional. El cultivo de crustaceos, particularmente el del camardn blanco del Pacifico
(Penaeus (Litopenaeus) vannamei), ocupa un lugar preponderante debido a la importancia que en
términos econdmicos este recurso representa, por lo que conseguir una alta tasa de supervivencia

es crucial para la sostenibilidad de esta industria (Briggs ef al., 2005; Odegard et al., 2011).

Antes de la década de los 80s, los virus que afectaban a la acuicultura eran considerados de
poca relevancia, y su impacto era subestimado o desconocido. Histéricamente, el 60% de las
pérdidas por patdégenos en las producciones acuicolas son atribuidas a los virus, lo que ha
generado un creciente conocimiento sobre ellos y los efectos adversos que ocasionan (Sanchez,
2010). La camaronicultura se ha visto afectada por diversos agentes virales, entre los que
destacan: El virus de la necrosis infecciosa hematopoyética e hipodérmica, el virus del
sindrome de Taura, el virus de la cabeza amarilla, y el del Sindrome de Mancha Blanca (SMB).
Este ultimo, es considerado el principal causante de pérdidas economicas por enfermedades
virales en crustaceos desde 1992, afectando a cerca del 80% de las granjas en las zonas de brote
(Lightner et al., 1998; Bachere, 2000; Lotz y Soto, 2002; Briggs et al., 2005; Satoh et al., 2008;
Bateman et al., 2012).

Con el fin de contrarrestar al SMB se han implementado distintos procesos para disminuir su
incidencia. En algunos casos, son acciones dirigidas a evitar la entrada del patogeno a las
granjas, y en otros casos enfocadas a proporcionar las condiciones adecuadas de cultivo que
permitan que el camaron se desarrolle de manera Optima, siendo capaz de resistir o minimizar
los efectos del patdogeno (Flegel et al., 1997).Sin embargo, los métodos antes mencionados no
han sido suficientes para controlar los brotes ni los dafos producidos por el virus del SMB
(Shekhar et al., 2017), por lo que el uso de organismos que presenten resistencia genética ha
sido considerado como una alternativa para enfrentar el problema (Roch, 1999; Bachere,2000;
Gjedrem, 2004; Cock et al., 2009). Esta resistencia, ha sido entendida como la capacidad de un
organismo infectado para inhibir la replicacion del virus, y ha dejado de lado la tolerancia del

organismo, que refleja la capacidad para limitar el dafio causado por la carga dada de un



patdgeno. La resistencia al patdgeno ha sido evaluada en los programas de mejoramiento
genético (PMG), que utilizan infecciones controladas, a partir de criterios, tales como el tiempo
de muerte post-infeccion y la supervivencia al final del desafio, que también pudieran estar
relacionados con la tolerancia al patogeno. Estas variables, tienen una gran influencia
ambiental, ademas de que no permiten detectar animales superiores entre los supervivientes
debido a que no brindan mas informacion que el saber si el organismo se encontraba vivo o
muerto hasta un tiempo determinado. Lo anterior, limita la respuesta de los programas de
seleccion, por lo que es importante explorar criterios alternativos que permitan llevar a cabo

una seleccion mas eficiente.

La carga viral (CV) obtenida por PCR en tiempo real, es una variable que permite cuantificar el
numero de particulas virales por gramo de tejido presentes en un organismo infectado (Tang y
Lightner, 2000, 2001). En el caso de SMB, la CV a través del tiempo tiene un comportamiento
de tipo cuadratico que se relaciona con la virulencia de la cepa infectante, la via de infeccion y
la intensidad de la respuesta antiviral generada por el camaroén. Aparentemente, una carga viral
mayor incrementaria el dafio tisular en organismos infectados, y reduciria la probabilidad de
supervivencia (Yong-Chun et al., 2011; Jeswin et al., 2013). De ser asi, las diferencias en
cargas virales entre organismos, bajo las mismas condiciones de infeccion, reflejarian
diferencias en el dafo tisular y por lo tanto en la probabilidad de supervivencia. En tal caso, la
CV podria ser considerada como un indicador de resistencia al patdgeno. Si esta resistencia
presentara componentes genéticos aditivos, la carga viral podria utilizarse como un criterio de

seleccion para mejorar la supervivencia en presencia del patogeno.



OBJETIVOS

Objetivo general
Conocer la relacion de la carga viral (CV) de Sindrome de Mancha Blanca (SMB) con el dafio
histopatologico producido, el tiempo de muerte y la supervivencia en pruebas de desafio

controlado, en dos lineas genéticas de Penaeus (Litopenaeus) vannamei.

Objetivos particulares
e (Comparar la supervivencia y tiempo de muerte de dos lineas genéticas en un desafio
controlado de SMB.
e Compararla relacion de la CV con las lesiones histopatoldgicas de organismos
sintomaticos y asintomaticos de dos lineas genéticas a través del tiempo en un desafio

controlado de SMB.



MARCO TEORICO

Camarodn blanco del Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei)
El camardn blanco es nativo de la costa oriental del océano Pacifico, desde Sonora, al norte de

México, hacia el Centro, y Sudamérica, hasta Tumbes en Pert (Briggs et al., 2005). Pertenece a
la familia de los peneidos (Peneidae), y habita en aguas cuya temperatura es normalmente
superior a 20 °C, con una concentracion de oxigeno disuelto superior a 3 mg/l, y un pH cercano
al neutro, o ligeramente alcalino (Davis et al., 2004; Collins et al., 2005). Esta especie, es
conocida por habitar en un amplio intervalo de salinidades, desde 1-2 hasta 40 ppm, en fondos
arenosos y arcillosos, entre los 5 y 72 m de profundidad. P. vannamei, presenta una coloracion
normalmente blanca translucida, que puede cambiar dependiendo del sustrato, la alimentacion y
la turbidez del agua. Los adultos de esta especie viven y se reproducen en mar abierto, mientras
que las postlarvas (PL) migran hacia estuarios, lagunas costeras y manglares, para pasar la

etapa juvenil, adolescente, y pre adulta (Hendrickx, 1995; Valdez ef al., 2008; Morales, 2009).

En condiciones de produccion comercial, los organismos pueden alcanzar un peso corporal
promedio de 13.6 g a los 130 dias. En laboratorios de cria larvaria, las hembras se reproducen
entre los diez y doce meses, con un peso corporal promedio de 64.1 g y liberan entre 24 mil y
589 mil huevos de aproximadamente 0.22 mm de didmetro (Caballero-Zamora et al., 2015). La
eclosion ocurre entre las 8 y 12 horas posteriores a la ovoposicion. El nauplio, primer estadio
larvario de los crustaceos, presenta cinco etapas, cada una con una duracion de dos dias, en las
que la alimentacién se lleva a cabo a través de la reabsorcion del saco vitelino. La zoea es el
siguiente estadio larval, y se divide en tres etapas que transitan en un periodo aproximado de 4
a 5 dias en las que los organismos alcanzan una mayor complejidad corporal. La ultima fase del
desarrollo larvario recibe el nombre de mysis, y se compone de tres estadios que duran
aproximadamente 4 dias, en los que la larva es alimentada con organismos fitoplanténicos y

zooplanctonicos.

Doce dias después de la eclosion, los organismos entran a la etapa de PL, semejando mas su
aspecto fisico al de un camaron, alcanzando una talla entre los 5 y 25 mm. Las PL reciben su
nombre de acuerdo al numero de dias después de la fase de mysis, de tal forma que una post-

larva 10 (PL10), es un organismo que eclosiond 20 dias antes. Al inicio de esta etapa, la



alimentacion del organismo es zooplanctonica y posteriormente pasa a ser omnivora. A partir
de los 60 dias, el organismo se encuentra en la fase juvenil, es en esta etapa cuando se alcanzan

las tallas minimas comerciales (Campos, 2009).

Morfologia en juveniles
El cuerpo de Penaeus (Litopenaeus) vannamei es cilindrico, y se divide en tres regiones: el

cefalotérax, el abdomen y el telson. Los apéndices del cefalotorax son: las anténulas, y las
antenas, las cuales tienen una funcion sensorial; las mandibulas, las maxilas, y los maxilipedos,
que ayudan en la toma de alimento; y los pereidpodos, que funcionan como patas caminadoras.
Como derivado de estos apéndices se localiza la camara branquial, donde corrientes de agua
son creadas por movimientos de los apéndices, principalmente por el escafognatito, apéndice de

forma laminar y oval del maxilar.

El abdomen esta formado por seis segmentos y seis pares de apéndices llamados pledpodos, que
son utilizados como propulsores que permiten el nado hacia adelante, y el proceso de
inseminacion. Los ultimos apéndices abdominales forman parte de la cola, junto con el telson, y
son llamados uropodos, los cuales permiten al camaron nadar hacia atrds, y lo ayudan a

dirigirse cuando debe nadar hacia adelante (Imagen 1).

Los organos de P. vannamei se encuentran distribuidos en la region del cefalotorax. Presentan
un cerebro trilobulado, y un ganglio supraesofagico, asi como una glandula antenal que
desemboca en las anténulas, con funciones excretoras, y un oOrgano linfoide, anterior al
hepatopancreas, responsable de la filtracion de la hemolinfa. El sistema nervioso es ventral en
el térax y el abdomen, con ganglios metamerizados. Cuentan con un sistema circulatorio
abierto, compuesto por el corazon, las arterias, las venas y los senos hemales y un sistema
digestivo que se compone de la boca, el estomago y el hepatopancreas situados en el
cefalotérax; un intestino, una glandula intestinal en el abdomen, y el ano, situado centralmente

donde comienza el telson (Imagen 1) (Martin y Hose, 2010).
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Imagen 1. Anatomia de Penaeus (Litopenaeus) vannamei'

Cultivo de camaroén blanco del Pacifico
El inicio del cultivo de camardn se llevo a cabo en el sureste de Asia, hace mas de cinco siglos,

utilizando métodos rudimentarios consistentes en capturar y encerrar camarones juveniles en
estanques con agua salobre durante algunos meses para esperar su engorda y asi poder
cosecharlos (Cifuentes, 1990). Fue a inicio de la década de 1970 cuando surgieron en México los
primeros intentos de cultivo de camaron, sin embargo, fue hasta 1983 cuando se lograron obtener

las primeras cosechas a nivel comercial (Campos, 2009).

El cultivo de camarén a gran escala en México durante afios posteriores a 1980 se baso en el
cultivo del camaron azul del Pacifico (Litopenaeus stylirostris), sin embargo, entre 1998 y 1999,

las granjas se vieron gravemente afectadas por el virus del Sindrome de Taura, provocando que la

'Recuperado y modificado a partir de:

http://www.parasitosypatogenos.com.ar/archivos/morfologia/morfologa_internal.html



industria camaronicola decidiera impulsar la produccion de Penaeus (Litopenaeus) vannamei,

una especie mas tolerante a este virus (CAMPRODUCE, 2009).

Desde su introduccion hasta el ano 2005, Penaeus (Litopenaeus) vannamei proporciond
aproximadamente el 52% de la produccion total de camarones peneidos a nivel mundial y en el
afio 2006 colocd a México en el noveno lugar como productor mundial de camarén. Los estados
de Sinaloa, Sonora, Nayarit, Tamaulipas y Baja California Sur, ocuparon los primeros cinco
lugares en la produccion de este crustaceo, aportando el 92.9 % de la produccion nacional. En el
mismo afio, México registr6 una produccion nacional de 129 mil 49 toneladas de camaron, sin
considerar a los organismos obtenidos a través de técnicas de captura en sistemas lagunarios y

mares (Briggs et al., 2005; CONAPESCA, 2016).

A lo largo de la historia, existen disminuciones significativas en la produccion de Penaeus
(Litopenaeus) vannamei resultado de la presencia de enfermedades. El sector camaronicola se ha
visto afectado por diversos agentes virales, entre los que destacan; el Virus de la Necrosis
Infecciosa Hematopoyética e Hipodérmica detectado en 1981, el virus del Sindrome de Taura en
el afio de 1992y el Sindrome de Mancha Blanca (SMB) en 1992 (Briggs et al., 2005). Esta
ultima, es considerada como la principal enfermedad viral a nivel mundial para crustaceos, si
bien en México se detectd a partir del aino 2000, su mayor impacto econémico fue a partir de
ciclos de produccion posteriores al afio 2009. Posteriormente, en el afo 2013, el sector
camaronicola mexicano se enfrentd nuevamente a grandes pérdidas relacionadas con la aparicion
de la Necrosis Aguda del Hepatopancreas (NAHP), una enfermedad bacteriana con alta
morbilidad y mortalidad en etapas tempranas, que parece coexistir con el SMB, potencializando

asi las perdidas en el sector (Lightner ef al., 2013; Nunan et al., 2014).

Las mortalidades alcanzadas como consecuencia de SMB, obligan a los acuicultores a realizar
cosechas de emergencia en las que los organismos salen a la venta sin haber alcanzado las tallas
comerciales deseadas, con el agravante de que resultan mas costosas que aquellas cosechas
programadas con anticipacion. El SMB, no solo afecta a las granjas camaroneras, sino a toda la
cadena de produccion relacionada con las mismas que incluye: Laboratorios productores de

larva, empacadoras, transportadores, fabricas de alimento balanceado y otros insumos. Por otro
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lado, la infeccion en estanques de cultivo propicia el vaciado de estos, lo que constituye una
contaminacion directa de los cuerpos de agua costeros debido a la descarga de toneladas de
agua potencialmente infecciosas, ademas de grandes cantidades de materia organica y sélidos
en suspension. Lo anterior empeora si consideramos que muchos de estos efluentes son
reutilizados por otras unidades de produccion (Martinez-Cordova et al., 2009; Allsopp et al.,

2008; Cuellar et al., 2010).

El sindrome de mancha blanca
El anélisis genético indica que el virus del SMB (VSMB) es un representante de un nuevo

género de virus provisionalmente llamado Whispovirus, agrupado dentro de una nueva familia,
llamada Nimaviridae (Lo ef al, 2012). Su prevalencia, incidencia y diseminacion, son
favorecidas por: a) su gran velocidad de replicacion, lo que produce en condiciones de cultivo,
una mortalidad acumulada hasta del 100% entre los dos y los siete dias después del inicio de la
infeccion (Briggs et al., 2005), b) el estrés de los organismos, producido por factores
meteoroldgicos y/o parametros de la calidad del agua, c¢) las vias de transmision del virus, de
forma vertical, de padres a hijos, u horizontal, consecuencia de la cohabitacion y el
comportamiento depredativo de los organismos y d) el nimero de organismos vectores y
hospederos del virus, entre los que se encuentran crustdceos, como el camaron, langostas y
cangrejos, ademas de otros organismos acudticos y bentonicos, tales como, gusanos poliquetos,
micro algas, artemia y rotiferos. (Lo et al., 1996; Chang ef al., 1998; Supamattaya et al., 1998;
Otta et al., 1999; Jeswin et al., 2003).

La infeccion por el VSMB se manifiesta a través de diferentes signos clinicos, tales como:
anorexia, tracto intestinal vacio, alteracion motora, nado erratico, pérdida del reflejo de la
huida, letargia, expansion de cromatdforos, textura blanda del exoesqueleto y del musculo
abdominal, y desprendimiento de cuticula. En un desafio controlado, la infeccién progresiva de
los 6rganos y tejidos, es determinada por la virulencia de la cepa utilizada, la concentracion de
la dosis infectante y la via de infeccion utilizada (Wang et al., 1997; Lo et al., 1997 y Lo et al.,
1998; Maldonado et al., 2004).

La deteccion y el diagnostico del VSMB, a través del analisis histopatologico, permite

visualizar los dafos celulares y tisulares ocasionados por el virus, asi como la progresion de la
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enfermedad y el establecimiento en los 6rganos blanco (Yoganandhan ef al., 2003; Pantoja y
Lightner, 2003; Rodriguez et al., 2003). Se han observado alteraciones celulares tales como:
nucleos hipertrofiados, fragmentacion del nucleo, y cromatina marginada, asi como cuerpos de
inclusion intracelulares basofilicos en el estomago, las branquias, el intestino, la glandula
antenal y el organo linfoide. En cuanto a la infeccion de tejidos, diversos estudios han
identificado que el epitelio cuticular de cada parte del cuerpo del camaron es el principal tejido
blanco del SMB, seguido por el tejido conectivo de algunos organos blanco y el tejido

hematopoyético.

El proceso para la evaluacion y la asignacion de un valor numérico cuantitativo, al grado de
severidad de la infeccion y las lesiones histopatoldgicas provocadas por el VSMB, en un
organismo infectado, es llevado a cabo a través de un indice histopatoldgico que considera la
abundancia de cuerpos de inclusion en cada organoy el grado de importancia del tejido en el

proceso de la infeccion (Sonnenholzner ef al., 2002).

Criterios de seleccion para la resistencia a enfermedades en camaron
Anteriormente, en el sector camaronicola, los programas de mejoramiento genético (PMG)

tenian como objetivo incrementar la produccion total de la biomasa con alto valor comercial, por
lo que los criterios de seleccion involucrados estaban relacionados con el crecimiento y la
supervivencia (Ponzoni et al., 2007). Sin embargo, a partir de que el principal problema del
cultivo de camaroén a nivel mundial lo constituyen las enfermedades infecciosas, de tipo viral o
bacteriano, se pusieron en marcha medidas de prevencion basadas en la utilizacion exclusiva de
larvas sanas provenientes de reproductores certificados, y en la continuidad de programas de
mejoramiento genético basados en la resistencia a enfermedades infecciosas (Moss et al., 2012;

Cock et al., 2009).

El proceso de mejora genética dentro de una poblacion se inicia a través de la eleccion de
criterios de seleccion que pueden estar o no directamente asociados al objetivo del PMG
(Cameron, 1997) y que son definidos como aquellas variables sobre las cuales se elegird un
candidato a reproductor. Tales criterios, deben ser medibles (en el candidato y/o en sus parientes),
economicos (faciles de realizar y de bajo costo), y heredables (tener componentes genéticos

heredables) (Bodin, 2008).
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En términos practicos, la resistencia a una enfermedad, ha sido evaluada a través de la estimacion
de la supervivencia y/o el tiempo de muerte de los individuos frente a una infeccion, siendo esta
medida el criterio de selecciéon mas utilizada dentro de los PMG. De manera general, se puede
evaluar a los candidatos a reproductores a partir de dos esquemas, ya sea a partir de brotes
naturales de la enfermedad o de desafios experimentales disefiados para tal fin. En el primer caso,
el uso de la informacion de campo permite considerar que las condiciones ecologicas de la
enfermedad se representan de mejor manera, sin embargo, los factores que influencian la
supervivencia bajo estas condiciones son diversos, por lo que conocer la causa exacta de muerte
se vuelve mas dificil. En el segundo caso, la evaluacion de candidatos a reproductores resulta mas
sencilla y precisa debido a la posibilidad de estandarizar los procesos en el laboratorio,
disminuyendo asi la variabilidad ocasionada por factores ambientales (Yafiez y Martinez, 2010;
Caballero-Zamora et al., 2014), sin embargo, los desafios experimentales suponen que los
mecanismos de resistencia e interacciones ambientales son esencialmente iguales a los brotes

naturales.

La evaluacion genética de la resistencia a enfermedades basada en la supervivencia y/o el tiempo
de muerte enfrenta complicaciones tanto en el registro como en el andlisis y el uso de la
informacion. Por un lado, el analisis de la supervivencia se ve obstaculizado por la naturaleza
binaria de los datos (vivo/muerto) y por el otro, esta variable no contiene ninguna informacion
ademas del conocimiento de que el animal ha sobrevivido hasta un tiempo dado. Lo anterior, y el
uso de organismos no desafiados, en funcion del desempefio de los parientes, disminuye la
intensidad de la seleccion. Por lo que la diferenciacion y seleccion como candidatos a
reproductores de organismos de mas alto rango dentro de los organismos sobrevivientes se vuelve

prioridad (Falconer y Mackay, 2001; Odegard et al., 2011).

Carga viral
La carga viral (CV), es una expresion numérica de la cantidad de virus en un volumen dado. Es

expresada como el nimero de particulas virales o particulas infecciosas por mililitro o gramo,

segun el tipo de ensayo (Buckingham y Flaws et al., 2007).
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El monitoreo de esta variable se lleva a cabo a partir de técnicas para su cuantificacion, en
organismos infectados a través de la deteccion del genoma y/o las proteinas virales. Para lo
anterior, una de las técnicas mas utilizadas es la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (qQPCR por sus siglas en inglés). La qPCR detecta los productos amplificados en cada ciclo de
la reaccion, y es posible cuantificar las secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso
de reporteros fluorescentes en la reaccion (Tang yLightner, 2000; Durand y Lightner, 2002;
Bartlett y Stirling, 2003).

En la practica, este tipo de cuantificacion ha sido utilizado como parte del diagnostico de
infecciones producidas por el VSMB, permitiendo evaluar la gravedad de una infeccion (Tan et
al, 2001; Dhar et al, 2001; Bartlett y Stirling, 2003). Ademas, la CV ha sido utilizada en
investigaciones que involucran la cronologia de la infeccion en diferentes tejidos, y proporciona
conocimiento sobre las etapas de infectividad en diferentes horas después del inicio de una

infeccion (Chen et al., 2000; Jeswin et al., 2013).

A menudo, cargas virales altas, son relacionadas con la gravedad de una infeccion, por lo que
conocer la correlacion entre la carga viral, el grado de las lesiones ocasionadas y los indicadores
de resistencia utilizados dentro de los PMG permitiria evaluar si existe variabilidad en el grado de
infeccidn, entre organismos sobrevivientes y por ende conocer los diferentes grados de resistencia
y/o susceptibilidad en los organismos de una poblacion. Lo anterior permitiria emplear a la carga
viral como un posible criterio de seleccion dentro de los programas de mejoramiento genético
para la resistencia a SM B, incrementando asi la precision y la intensidad de la seleccion dentro de

dichos programas
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MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico utilizado
El material biologico utilizado provino del Nucleo Genético de la empresa Maricultura del

Pacifico. Se empled una linea seleccionada para crecimiento fundada en el afio 2002 (CRE)
(Campos—Montes et al., 2013), y otra conformada en el afio 2013 por organismos provenientes de
poblaciones de origen panameio, ecuatoriano y estadounidense, con antecedentes de resistencia a
SMB (RES), asi como cruzas entre ellas. Los organismos de ambas lineas, fueron identificados
por medio de elastomeros de colores localizados en el ultimo segmento abdominal (Castillo-
Juérez et al., 2007), y registraron una edad y un peso promedio (desviacion estandar) de 77.3
(1.71) dias y 2.36 (1.48) g, respectivamente. Durante el desafio fueron utilizados un total de

8,829 organismos pertenecientes a 225 familias.

Descripcion de la Unidad de Desafios
El presente trabajo se llevo a cabo en la Unidad de Desafios a Enfermedades (UDE) del Nucleo

Genético de Maricultura del Pacifico SA de CV, ubicada en Mazatlan, Sinaloa, a 30 kilébmetros
de la unidad de produccion de camaron mas cercana. La UDE, es un espacio cerrado de 13 m de
largo, 2.20 m de ancho y 2.60 m de alto. Dentro de la unidad, la temperatura ambiental se

mantuvo entre los 27 y 30 °C y se utiliz6 un fotoperiodo de 12/12 horas.

A lo largo de la unidad, se distribuyeron 8 tinas de geomembrana de 2.80 m de largo, 0.80 m de
ancho y 0.50m de altura, con capacidad de una tonelada de agua y una capacidad de carga de 3.5
kg. Cada una de ellas contd con una jaula elaborada con tubos de PVC de 2.65 m de largo, 0.55
m de ancho y 0.65 m de altura, malla pléstica en las paredes y un fondo de malla de nylon. Las
tinas se encontraban conectadas por un sistema de recirculacion de agua, y cada una de ellas
contd con un sistema de aireacion constante por medio de piedras difusoras (Imagenes 2 y 3).
Una de las tinas fue destinada como control, por lo que fue cubierta con plastico, para evitar

contaminacion por salpicaduras y aerosoles.

15



2.65

13.0

Imagen 2. Dimensiones de la Unidad de Imagen 3. Unidad de Desafios
Desafios

Manejo dentro de la UDE
El agua abastecida a la UDE provino del nucleo genético de Maricultura del Pacifico, en donde

fue tratada por medio de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, con la finalidad de evitar la
presencia de patogenos en el agua. Cada una de las tinas fue llenada con una tonelada de agua,
cuya temperatura y cantidad de oxigeno disuelto fueron monitoreadas cada cuatro horas (Imagen
4). Posterior al proceso de siembra, los parametros de las caracteristicas de calidad del agua (pH,
NH4", NO2—, NOs—) fueron evaluados cada seis horas, por medio de pruebas de colorimetria,
mientras que cada 24 horas, se llevo a cabo la recuperacion de los niveles de agua. El sistema de
recirculacion se mantuvo encendido hasta cuatro horas previas a la inoculacion. Dos horas
previas a la infeccion, se retiraron los desechos del fondo de las tinas por medio de sifoneo y se

llevé a cabo el recambio de agua del 50 % del contenido de las tinas.
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Imagen 4. Control de parametros fisico-quimicos

Siembra
Se sembraron cinco organismos por familia en cada una de las tinas de la UDE. Los camarones

tuvieron un periodo de aclimatacion de cinco dias, durante los cuales se vigilo su salud, en este
proceso, se registro una mortalidad del 1%, de individuos que fueron remplazados por
organismos de las mismas familias. Previo al desafio, se llevo a cabo la recoleccion al azar de
diez organismos de la UDE, con el fin de verificar que se encontraran libres del virus de la
Necrosis infecciosa hipodérmica y hematopoyética (IHHNV, por sus siglas en inglés), la
Enfermedad de la necrosis aguda del hepatopancreas (AHPND), el Sindrome del virus de Taura

(TSV) y el Sindrome del virus de la Mancha Blanca (WSSV).

Inoculacion
Los organismos fueron alimentados con tejido de camaron infectado con el virus del SMB

producido en el Laboratorio de virologia del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo (CIAD) Unidad Mazatlan, especialmente para el PMG de Maricultura del Pacifico. La
carga viral evaluada por qPCR fue de 9.76x10*copias de ADN viral por gramo de tejido y fue
proporcionado como alimento a los organismos experimentales (10% de la biomasa total), en dos
dosis distribuidas de manera homogénea en cada una de las tinas. La primera con 162 g de
ino6culo (6 % de la biomasa total) y 12 horas después, la segunda con 108 g (4% de la biomasa

total) en cada una de las tinas (Imagen 5).
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Imagen 5. Inoculacién de los organismos

Generacion de informacion
Se consider6 para la evaluacion de los indicadores de resistencia (tiempo de muerte y

supervivencia), unicamente a las lineas CRE y RES, pero no a sus cruzas. La informacion,
proviene de 5571 organismos pertenecientes a 49 familias de la linea de CRE y 117 familias de la

linea de RES.

Calculo de supervivencia y tiempo de muerte para la poblacion en general
A partir de las 24 horas post infeccion (hpi) se inici6 la recoleccion de organismos muertos, para

lo cual se utilizaron bolsas de poliuretano previamente identificadas con el nimero de tina, la
fecha y la hora post infeccién. Se consider6 como organismo muerto a aquel que no presentd
algn tipo de movilidad ante un estimulo fisico. La recoleccion de organismos se detuvo a las
111hpi, cuando en 5 colectas consecutivas se obtuvieron 4 o menos organismos muertos dentro

de la UDE. Los organismos vivos hasta ese tiempo fueron considerados supervivientes.

Posteriormente se obtuvo la familia, el grupo de procedencia (CRE o RES) y el peso corporal de
cada uno de los organismos. El tiempo de muerte se considerdé como el nimero de hpi a las que el
organismo fue hallado sin ningln tipo de movilidad, y la supervivencia fue considerada como una
variable binaria, 1 para organismos sobrevivientes a las 111 horas y 0 para organismos muertos

durante el desafio.
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Recuperacion de organismos para evaluacion de carga viral y daiio histopatologico
Para la recoleccion de organismos utilizados para la cuantificacion de particulas virales y

evaluacion del dafio histologico, fue seleccionada al azar una de las tinas de la UDE.
Seutilizaron80 organismos pertenecientes a 49 familias de la linea de crecimiento y 81
organismos de 90 familias de la linea de resistencia. Los individuos fueron recolectados en tres
diferentes intervalos: 1) previo al pico de las mortalidades (T1, de las 33 a las 47 hpi), 2) en el
pico de las mortalidades (T2, de las 65 a las 77 hpi) y 3) al final del desafio (T3, de las 101 a las
111 hpi) (Cuadro 1). A lo largo de cada uno de los intervalos, los organismos recolectados fueron
clasificados, de acuerdo a su estado de salud, en organismos moribundos y asintomaticos. Se
consideré moribundo a aquel organismo que presentd nula o débil reaccion de huida y palpitacion
del escafognatito, ademas de expansion de cromatoforos e intestino vacio. Los organismos
asintomaticos fueron aquellos individuos que no presentaron los principales signos de

enfermedad, dentro de los que se consideraron: expansion de cromatoforos, nado erratico y que

presentaran reaccion de huida al tacto.

Cuadro 1. Nimero de organismos recolectados para determinacion de particulas virales y dafio
a nivel tisular

Periodo de colecta

Estatus Previo al pico de las Pico de las mortalidades Final del desafio
mortalidades 65-77 hpi 101-111 hpi
33-47 hpi
Moribundo (n) 27 29 27
(RES/CRE) (13/14) (13/16) (14/13)
Asintomatico (n) 24 25 29
(RES/CRE) (13/11) (13/12) (15/14)

hpi: Horas post infeccion

RES/CRE: Numero de individuos de la linea de resistencia/ Numero de individuos de la linea de crecimiento

Moribundo: Individuos con intestino vacio, expansion de cromatoforos, palpitacion del escafognatito, nado
erratico y/o sin reaccion de huida

Asintomaticos: Individuos sin expansion de cromatoforos y que presentaron reaccion de huida al tacto

Estimacion de carga viral
De cada organismo recolectado se obtuvieron los primeros dos pledpodos y la branquia izquierda

(que corresponde al lado derecho del operario al colocar al organismo con el rostrum hacia
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abajo). Estas muestras fueron almacenadas en tubos eppendorf de 5 ml, con alcohol al 96 % a -20

°C hasta su andlisis por qPCR (Imagen 6).

La determinacion del numero de copias de ADN del VSMB presentes en las muestras de los
organismos colectados durante el desafio, se realizdo mediante un sistema de deteccion basado en
PCR cuantitativo en tiempo real (IQ Real™ WSSV Quantitative System, Gene Reach
Biotechnology Corp.) en el laboratorio de Diagnostico Molecular del CIAD, Unidad Mazatlan,
acreditado ante la entidad mexicana de acreditacion (EMA) No. SA-0672-024/15).Para lo
anterior se utilizo un termociclador de Tiempo real CFX96BIO-RAD™, cuyas condiciones de
reaccion fueron: una incubacion inicial de 95°C durante 5 min, seguida de 40 ciclos a 93°C por 15
s y 60°C durante 1 min. Las muestras de interés (0.05g) fueron analizadas por duplicado
anadiendo 2 pL del ADN extraido a una mezcla de reactivos (master mix) con 23uL. El
procedimiento incluyé controles negativos y positivos (10'y 10%) y para la interpretaciéon de los
resultados se consider6 el comportamiento de las curvas, las amplificaciones correspondientes a

los controles, y los valores cuantitativos para cada muestra.

Imagen 6. Obtencién de muestras para cuantificacion de carga viral

Estimacion de daiio histopatolégico
. . ., . 2 .
Los organismos muestreados fueron fijados con soluciéon Davidson”, de acuerdo a lo descrito por

Bell y Lightner (1988) para su posterior analisis histopatologico. A cada organismo se le inyectd
entre el 5 y10% de su peso corporal iniciando en el cefalotdrax, y continuando con la zona

abdominal. Posteriormente se realizo un corte longitudinal del organismo, desde el sexto

Formaldehido al 37- 40 %, etanol al 96%, acido acético glacial, agua destilada
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segmento abdominal hasta la base del rostrum y fue sumergido en solucion Davidson durante 72
horas para después ser almacenado en etanol al 70 % hasta su procesamiento. Los organismos
permanecieron identificados en frascos de 100 ml previamente referidos con el niumero y la

condicion del organismo contenido, asi como la fecha y la hora de colecta (Imagen 7).

&

Imagen 7. Fijado de muestras para analisis histopatolégico

El procesamiento de las muestras para analisis histologico se llevo a cabo en el laboratorio de
Histopatologia de la misma institucion, de acuerdo con el procedimiento descrito por Lightner
(1996). El cefalotérax de cada uno de los organismos muestreados, fue seccionado
longitudinalmente para su posterior deshidratacion en un histoquinete automatico (modelo 4640-
b, Sakura®), siguiendo una secuencia de alcoholes de menor a mayor concentracion, seguida por
la aclaracion en xileno y embebido en parafina. Posteriormente, utilizando un centro de inclusion
de tejidos (modelo EG1160, Leica™), se proporciono soporte sélido a los tejidos a través de su
inclusion en parafina. Consecutivamente los bloques de parafina fueron expuestos durante hora y
media a solucién descalsificadora’. Finalmente, en un micrétomo (modelo 820, Leica™), fueron
obtenidos cortes de tejido de Sum, que fueron colocados en portaobjetos para subsecuentemente
ser tefiidos mediante la técnica Hematoxilina de Harris-Eosina-Floxina (H-E-F) y montados con
medio de montaje Cytoseal 60 (Thermo Scientific™) dejandose secar a temperatura ambiente
para después poder ser observados en un microscopio compuesto (Olympus™), adaptado con una

camara digital para la obtencion de imagenes.

3Cloruro de mercurio, acido nitrico concentrado, acido cromico, alcohol etilico al 95% agua
destilada.
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Indice histologico
La asignacién de un valor numérico a los grados de severidad de la infeccion y las lesiones

histopatologicas provocadas por el VSMB, se llevo a cabo utilizando un indice histopatoldgico
(IHP), basado en el procedimiento establecido por Lightner et al. (1996), y Sonnenholzner et al.
(2002). En cada uno de los organismos muestreados fueron analizados el estomago, tejido
conectivo, glandula antenal, epitelio cuticular, branquias, O¢rgano linfoide y tejido

hematopoyético.

El valor del indice histopatolégico fue calculado a través de la siguiente formula:

-3 (Eo)

7
=1

En donde:

GS; = Grado de severidad de la infeccion en cada 6rgano, donde 0 corresponde a la ausencia de
cuerpos de inclusion, mientras que el numero 4, es el grado maximo de severidad de la infeccion,
representado por la presencia de abundantes cuerpos de inclusion en el 95 a 100% del tejido
evaluado.

I;=FEl valor de importancia del 6rgano (1-3), de tal manera que a la glandula adrenal y epitelio
cuticular se le asignd un valor de 1, al estomago y tejido conectivo valor de 2 y al 6rgano
linfoide, branquias y tejido hematopoyético el valor de 3.

4= Constante de estandarizacion a 1, por ser 4 grado el grado maximo de severidad de la

infeccion.

Analisis de la informacion
Las diferencias de supervivencia y tiempo de muertes entre las lineas se analizaron con el

siguiente modelo mixto:

yijklzl,H‘ Li + P_] + TKK+ eijk]
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Donde: yiju es la observacion de interés (Tiempo de muerte o supervivenciaal final del desafio),
Mes la media poblacional de la variable de interés, L; es la i-ésima linea genética (crecimiento,
resistencia), Pjes el peso corporal del camaron, TKy es el efecto del k-ésimo tanque de la unidad

de desafio y e;ju es el error aleatorio ~NO,(52e.
Para el analisis de CV e IHP en cada uno de los tiempos se considero el siguiente modelo:
Yijkl:}rH_Li + EJ + LEij+ Pk(i) + €ijkl

Donde: yiju es la observacion de interés (CV o IHP), U es la media poblacional de la variable de
interés, L; es la i-ésima linea genética (crecimiento, resistencia), Ejes el j-ésimo estatus
(moribundo, asintomatico), LE;; es la interaccion linea con estatus, Py es el peso corporal del

camaron, anidado en i-ésima linea genética y e;ji es el error aleatorio ~N0,c52e.
En tanto que para definir la relacion entre CV e IHP se considero el siguiente modelo:
IHP;;=p + LEi+ CV;g) + Tijcteiu

Doénde: IHP;j es la variable de respuesta, 4 es la media poblacional de la variable de interés,
LE;esel i-ésimo grupo que representa la combinacion de linea genética (crecimiento, resistencia)
con estatus (moribundo, asintomatico), CVjg es la carga viral individual del organismo, anidado
en i-ésimo grupo Linea/Estatus, Ty es el k-ésimo tiempo de colecta considerado como bloque y

eijk s el error aleatorio ~NO,c52e.

RESULTADOS Y DISCUSION

Supervivencia y hora de muerte
La resistencia a enfermedades ha recibido una importancia creciente en los programas de cria de

acuicultura en todo el mundo, incluidas en especies como el salmén, el bacalao, la trucha y el
camarodn blanco del Pacifico (Dorson ef al., 1995; Argue et al., 2002; Thodesen y Gjedrem, 2006;
Houston et al., 2008; Cock et al., 2009; Odegard et al., 2010). En esta ultima especie, la

resistencia a enfermedades especificas, como el SMB, es evaluada a partir de criterios de
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seleccion, tales como el tiempo de muerte y el porcentaje de supervivencia en brotes naturales, o

desafios controlados.

En estudios anteriores, se han reportado diferencias en las tasas de supervivencia entre grupos,
por ejemplo, mediante una infeccion via per os, Gitterle et al. (2005), obtuvo una supervivencia a
los veinticuatro dias de desafio del 5.7 y 7.9%, para dos lineas inoculadas durante cinco dias con
una toma diaria del 10% de la biomasa total, a partir de muasculo de camarones moribundos,
expuestos previamente a un brote natural del SMB. Por otro lado, Cuellar et al. (2012), reportd
una supervivencia a los diecisiete dias de desafio del 23, 26, y 57% para tres diferentes grupos,
que recibieron una toma del 5% de la biomasa total con una concentracion inicial del inoculo de
5.7x10° copias de ADN por gramo de tejido. Ademas, en el afio 2011, a través de una inyeccion
intramuscular con una concentracion de 10° copias de ADN, en organismos con un peso
promedio de 7.73 + 0.53 g, Yong-Chun et al. (2011) conformaron tres diferentes grupos a partir
de 29 familias una vez llevado a cabo el andlisis de supervivencia y la hora de muerte post
infeccion. A los quince dias de desafio obtuvieron una supervivencia de 22.7 + 12.30 % para el
grupo denominado alta resistencia, 9.08 + 1.46 % para el grupo de resistencia moderada y 0.78 +
1.70% para el grupo altamente susceptible. Para tales grupos, se registrd un tiempo de muerte

promedio para el 50% de mortalidad acumulada de 127.28, 98.50 y 75.7 horas, respectivamente.

Estas diferencias entre los indicadores de resistencia utilizados, coinciden con lo encontrado en el
presente estudio, que muestra variacion para ambos indicadores dentro de cada poblacion.
Aunado a lo anterior, se encontraron diferencias significativas entre la linea de crecimiento y la

linea de resistencia (P<0.05) (Gréafico 1).
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Grafico 1. Probabilidad de supervivencia a través del tiempo para dos lineas de Penaeus (Litopenaeus)

vannamei

La linea de resistencia, presenta un 300% madas de supervivencia y un 17% mas de horas de

muerte post-infeccion (Cuadro 2). Estas diferencias entre lineas en los indicadores de resistencia

podrian estar asociadas con diferencias en las cargas virales individuales y la severidad de las

lesiones provocadas por el SMB en cada una de las lineas.

Cuadro 2. Media (desviacion estandar) para la probabilidad de supervivencia al final del

desafio y tiempo de muerte post infeccion en dos lineas genéticas de camarén blanco del

Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei)

) X
No. de X
No. De familias Hora de
individuos Supervivencia

utilizadas muerte
General Tina 742 166 0.30 (0.46) 73.97 (24.36)
Crecimiento 215 49 0.12 (0.32) 64.78 (23.44)
Resistencia 527 117 0.38 (0.48) 77.73 (23.74)

La hora minima de muerte para las lineas de crecimiento y resistencia, fue de 6 y 8 hpi post-

infeccion, respectivamente. La hora maxima de muerte para ambas lineas es de 101 hpi.

25



Cuantificacion del nimero de particulas virales
De acuerdo con Yong-Chun et al. (2011) y Jeswin et al. (2015), el nimero de particulas virales

por gramo de tejido en un organismo se vera afectado por diversos factores como el tiempo de

exposicion al virus, la carga viral utilizada en el indculo, o bien, por el grado de infeccion.

Yong-Chun et al. (2011), estimaron cargas virales menores, en organismos pertenecientes a
grupos con aparente resistencia al SMB. Tras llevar a cabo una infeccion controlada a partir de
una inoculacién intramuscular con una concentracién inicial de 10° copias de ADN, en
organismos pertenecientes a 29 familias, se registraron diferencias entre ellas respecto al nlimero
de particulas virales, por lo que fueron agrupadas en tres categorias, denominadas: 1) altamente
resistentes, 2) moderadamente resistentes y 3) altamente susceptibles. A las 84 hpi, el grupo de
organismos resistentes registroé una carga viral de 6x10° £ 0.98 x10° mientras que el grupo
altamente susceptible, registrd 34x10° + 2.02 x10° particulas virales por gramo de tejido, lo que
permite suponer la existencia de variacion genética dentro de la poblacion. Contrario a estas
diferencias, donde se supone la presencia de resistencia en al menos uno de los grupos, en el
presente estudio, no se encontraron diferencias significativas para cargas virales entre lineas en
ninguno de los tiempos de colecta (P>0.05) (Cuadro 3). Sin embargo, es importante considerar
que el coeficiente de variacion de la carga viral para la linea de crecimiento (11.8%), es menor
que el de la linea de resistencia (16.1%), lo que podria dar indicios de una mayor disparidad en la
respuesta de los hospederos dentro de la linea de resistencia. Esta variacion genética en la
resistencia al patdogeno podria tener un efecto en la propagacion de la enfermedad en funcion de
la infectividad de los organismos. Dentro de una poblacion, los organismos con cargas virales
altas se convierten en un reservorio del virus, incrementando la probabilidad de reinfeccion

(Horns y Hood, 2012).

En el andlisis del nimero de particulas virales de acuerdo con el estatus de los organismos, en el
presente estudio se encontraron diferencias significativas en cada uno de los tiempos de colecta
(P<0.02). Los organismos moribundos, presentaron cargas virales mayores que los organismos

asintomaticos. Lo anterior, concuerda con la tendencia que muestran los resultados de Yong-
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Chun et al. (2011)*, quien a las 84 hpi, en organismos pertenecientes al grupo de resistencia,
registro 6.77 + 5.99, particulas virales para organismos supervivientes y 8.80 + 7.69para
organismos muertos. Aunado a lo anterior, en el presente estudio, el coeficiente de variacion para
camarones asintomaticos es mayor que el coeficiente de variacion para individuos moribundos,
16.3 y 8.6 %, respectivamente. Lo anterior, podria estar relacionado con una mayor diversidad en
los grados de infeccion en los organismos asintomaticos, debido a diferencias genotipicas que
diversifican la respuesta de los organismos, o bien, a que la cantidad de tejido infectado que
consumio6 cada uno de los organismos de la poblacion fue diferente. Esto ultimo, atribuible a la

via de infeccion utilizada, en conjunto con el canibalismo que es comun en esta especie.

En cuanto a la interaccion linea con estatus, esta no fue significativa en ninguno de los tres

tiempos de colecta (P>0.05).

*Originalmente, Yong-Chun ef al., 2011 reportan en sus resultados la concentracién de la carga
viral. Para facilitar la comparacion con los resultados del presente estudio, estas concentraciones
se convirtieron a logaritmo base 10.
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Cuadro 3. Medias minimas cuadraticas + error estandar para carga viral por gramo de tejido,
en dos lineas genéticas de camaron blanco del Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei) en
organismos asintomaticos y moribundos recolectados en tres diferentes tiempos
Al final
Inicio de las mortalidades | Pico de las mortalidades
. . del desafio
(33-47 hpi) (65-77 hpi) (101-111 hpi)
Linea
Resistencia 6.87 +0.22% 7.14 £0.12% 7.15+0.16"
Crecimiento 7.19+0.22% 7.37£0.12% 7.44+£0.16"
Estatus
Asintomatico 6.65 +0.22" 6.64 £0.13% 6.86 +0.16"
Moribundo 7.41+0.21° 7.88+£0.11° 7.73+£0.17°
Linea*estatus

Asintomitico.CRE 6.97 +0.33% 6.91 £0.19" 7.12 £0.20*"
Asintomitico.RES 6.33+0.31% 6.36+0.18" 6.60 +0.24"
Moribundo. CRE 7.42+0.30" 7.84£0.15% 7.77 +0.24"
Moribundo.RES 7.41+0.30" 7.91£0.17% 7.69 +0.24"
La carga viral por gramo de tejido se presenta en logaritmo natural. Literales diferentes dentro de
columna para cada efecto e interaccion indican diferencias significativas.

Evaluacion de dafio histologico
La técnica de analisis histopatoldgico ha sido utilizada frecuentemente en el diagnostico del SMB

y ha permitido visualizar los dafios celulares ocasionados por el virus, la progresion de la
enfermedad y su establecimiento en los principales organos blanco (Yoganandhan et al., 2003;
Pantoja y Lightner, 2003; Rodriguez et al., 2003). El proceso de la evaluacion y la asignacion de
un valor numérico, al grado de severidad de la infeccion en un organismo infectado, arrojé

valores de IHP consistentes con el resto de las variables consideradas en el estudio.

En el andlisis de los resultados del IHP, para el primer y segundo tiempo de colecta, no se
detectaron diferencias de acuerdo a la linea de origen. Sin embargo, en el tercer tiempo, existen
diferencias significativas en el dafio histopatoldgico provocado por la infeccion. Los organismos
pertenecientes al grupo de resistencia presentan menor dafo histopatoldgico que los organismos

pertenecientes a la linea de crecimiento (P=0.037). Lo anterior, permite considerar la existencia
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de una respuesta diferenciada ante el patogeno, siendo mejor en el grupo de resistencia. Si bien,

la replicaciéon del virus es igual entre lineas, los organismos pertenecientes al grupo de

resistencia, es posible que posean mecanismos de defensa que regulen la respuesta del huésped

ante la invasion y multiplicacion del agente patogeno, limitando asi el dafo histopatoldgico e

incrementando la probabilidad de supervivencia al final del desafio, tal como ocurrié en el

presente estudio (Cuadro 4). Lo anterior, podria ser considerado consecuencia de la tolerancia de

los organismos frente a la infeccion.

En cuanto al dafio histologico registrado en individuos asintomaticos y moribundos, las

diferencias de acuerdo con el estatus, son consistentes en cada uno de los tiempos de colecta. Los

organismos asintomaticos presentan un menor dafio tisular que los organismos moribundos

(P<0.03), lo que indica que la clasificacion de los organismos de acuerdo con la signologia

considerada, fue adecuada.

Cuadro 4. Medias minimas cuadraticas £ error estandar para un indice de dafio histopatoldgico en

dos lineas genéticas de camaron blanco del Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei) en

organismos asintomaticos y moribundos recolectados en tres diferentes tiempos

Inicio de las Pico de las Al final
mortalidades mortalidades del desafio
(33-47 hpi) (65-77 hpi) (101-111 hpi)
Linea
Resistencia 1.38+0.17* 1.48£0.15* 1.95+0.15*
Crecimiento 1.67+0.17* 1.87+0.15* 2.41+0.15"
Estatus
Asintomatico 125+0.17* 0.96 +0.16" 1.8+0.15%
Moribundo 1.79 £0.16" 2.39£0.14" 2.54+0.16"
Linea*estatus
Asintomatico.CRE 1.64 £0.25"" 1.27 £0.24" 2.26+0.22"
Asintomatico.RES 0.86 + 0.24" 0.64+0.21" 1.35+0.22"
Moribundo. CRE 1.69 +0.22%" 2.47+0.19" 2.55+0.22%
Moribundo.RES 1.90 +0.23* 2.31+0.20" 2.53+0.23"

Literales diferentes dentro de columna para cada efecto e interaccion indican diferencias.
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En cuanto a la interaccion linea con estatus, en el primer tiempo de colecta, las diferencias
(P=0.04) entre los grupos no estan claramente definidas, lo que puede estar relacionado con la
variabilidad en la respuesta de los organismos al desarrollo de la infeccion. Para el segundo
tiempo de colecta, no se detectd interaccion entre estatus y linea (P=0.29) y lo individuos
asintomaticos de ambas lineas tienen menor IHP que los organismos moribundos. Por ultimo, en
el tercer tiempo de colecta, los organismos moribundos no fueron diferentes entre lineas y
presentan el mismo dafio tisular que los organismos asintomaticos de la linea de crecimiento.
Ademas, el dafo histopatoldgico en los organismos asintomaticos pertenecientes a la linea de

resistencia, es significativamente menor al resto de los grupos (P=0.06).

Asociacién entre la carga viral y el Indice Histopatolégico
Los coeficientes de correlacion entre la carga viral y el indice histopatoldgico, se ubican entre

0.62 £ 0.09y 0.93 + 0.01. La carga viral podria entonces ser un indicador confiable del dafio
histopatologico provocado por el virus del SMB, y por ende, de la probabilidad de supervivencia

del organismo ante su infeccion (Cuadro 5).

Cuadro 5. Correlaciones + error estindar para dos lineas genéticas de de camarén blanco

del Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei) recolectados en tres diferentes tiempos

Crecimiento | Resistencia

CV-IHP CV-IHP

Inicio de las mortalidades (33- 47 hpi) 0.79+£0.05 | 0.83+0.04
Pico de las mortalidades (65-77 hpi ) 0.89+£0.02 | 0.93+0.01
Al final del desafio (101-111 hpi) 0.62+£0.09 | 0.89+0.03

CV: Carga viral, IHP: Indice Histopatoldgico

En el analisis donde se considero al tiempo de colecta como bloque y a la carga viral como una
covariable anidada en linea, se detectaron diferencias entre los intervalos de colecta, donde los
organismos pertenecientes al tercer intervalo, muestran un dafio histopatolégico mayor
(P<.0001), resultado de un incremento en el tiempo de exposicion al virus (Jeswin et al., 2013).
Por otro lado, las diferencias entre los grupos linea/estatus, son consistentes con los resultados

presentados con anterioridad, siendo los organismos asintomaticos pertenecientes a la linea de
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resistencia, los que muestran menor dafio histopatoldgico, comparado con el resto de los grupos

(P<.0001) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Coeficientes de regresion IHP-CV y medias minimas cuadraticas (+ error
estandar) para indice histopatologico en dos lineas genéticas de de camardn blanco del
Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei) en organismos asintomaticos y moribundos

recolectados en tres diferentes tiempos

Coeficientes de regresion*

Asintomatico.CRE 0.86 £ 0.09
Asintomatico.RES 0.78 £ 0.06
Moribundo. CRE 0.63+0.12
Moribundo.RES 0.44+0.12
Linea genética/estatus ( medias minimas cuadraticas)
Asintomitico.CRE 1.97 +0.08"
Asintomitico.RES 1.56 +=0.09"
Moribundo. CRE 1.98 +0.09"
Moribundo.RES 2.08 £0.09"
Periodo de colecta( medias minimas cuadraticas)

Inicio de las mortalidades (33- 47 hpi) 1.71£0.07%
Pico de las mortalidades (65-77 hpi ) 1.78 £0.07*
Al final del desafio (101-111 hpi) 2.20+0.07°

*Coeficientes de regresion obtenidos a partir de la CV anidada dentro de linea/estatus. Literales
diferentes dentro de columna para cada efecto e interaccion indican diferencias significativas. [HP:

indice histopatoldgico, CV: carga viral

Los coeficientes de regresion obtenidos en cada uno de los grupos linea/estatus fueron de 0.86
+0.09 y 0.78 £ 0.06 para organismos asintomaticos de la linea de crecimiento y resistencia
respectivamente, y de 0.63 +0.12 y 0.44 £+ 0.12 para los organismos moribundos, sin que no
representa diferencias significativas (Cuadro 6). Lo anterior implica que sin importar el grupo al
que pertenezcan, los organismos infectados requeriran de la misma cantidad de virus para
incrementar el dafio histopatoldgico que pudieran desarrollar. El dafio, dependera de la capacidad

diferenciada de los organismos para reducir los dafios tisulares provocados por la infeccion y no
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de su capacidad de limitar la replicacion del agente patdogeno. Esto sugeriria la existencia de
organismos tolerantes, que a su vez, podrian estar favoreciendo la propagacion del patdgeno,
imponiendo cargas virales elevadas al resto de la poblacion. Esta tolerancia, no resulta excluyente
con la variacion en la resistencia observada dentro de las poblaciones. Aunque la presencia de al
menos uno de estos componentes incrementa la probabilidad de supervivencia; la resistencia, en
conjunto con la tolerancia, proporcionaran la defensa anti patégena que reducira la gravedad de la

infeccidn e incrementara la aptitud fisica de las poblaciones infectadas.

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, la resistencia al SMB podria ser medida utilizando la
cuantificacion del nimero de particulas virales en individuos de P. vanamei sobrevivientes a un
desafio controlado, ademés podria ser un indicador del dafio histopatologico provocado por el
virus, y por ende, también ser un indicador de la probabilidad de supervivencia del organismo

ante su infeccion.

Aunque los porcentajes de supervivencia y el tiempo de muerte entre las lineas favorecen a la
linea de resistencia, no existe diferencia en cuanto a sus cargas virales, lo que implica que la
replicacion del virus entre lineas es la misma. La superioridad en el porcentaje de supervivencia
en la linea de resistencia, seria el resultado de la capacidad de respuesta de algunos individuos de

la linea a la presencia del virus.

Es posible entonces considerar a la carga viral como un criterio de seleccion que mejore la
respuesta de los PMG en la resistencia al Sindrome de Mancha Blanca, reduciendo asi el riesgo y
la gravedad de una infeccion en futuras generaciones, siempre y cuando esta variable presente

componentes genéticos aditivos.
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ANEXOS

Organos de camar6n blanco del Pacifico (Penaeus (Litopenaeus) vannamei) con grados de infeccién minima y
maxima. Clasificados en funcion de un indice histopatologico, basado en Sonnenholzneret al., 2002 y Lightner 1996,

recolectados durante el desafio

Grado de infeccion 0. Organismo asintomatico de la
linea de resistencia, recolectado a las 102 hpi, con una
carga viral 26.84 x 10° (4.43 log)

Grado de infeccion 4. Organismo moribundo de la linea
de crecimiento, recolectado a las 73 hpi, con una carga
viral 65.95x 10°(7.82 log)

e o7

d

Grado de infeccio 0. Organi;mo asintomadtico de la
linea de resistencia, recolectado a las 102 hpi, con una
carga viral 26.84 x 10° (4.43 log)

Grado de importancia 2 (Glandula antenal)

A

Grado de infeccion 2. Organismo asintomatico de la linea

de resistencia, recolectado a las 106 hpi, con una carga
viral 21.70 x 10°(7.34 log)

Grado de infeccion 0. Organismo asintomdtico de la

linea de resistencia, recolectado a las 68 hpi, con una
carga viral 33.09 x 10°(6.52 log)

de crecimiento, recolectado a las 68 hpi, con una carga
viral 11.97 x 10’ (8.08 log)
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