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INTRODUCCION

Entre los multiples problemas virales reportados en camaron,
el Virus de la Mancha Blanca (WSV por sus siglas en inglés)
es el mas extendido y devastador (Wang et al., 1999; Tapay
etal., 1999). Esta enfermedad empez6 a producir mortalidades
en Asia en 1992, fue reportado en EEUU en 1995 y se detectd
en Centro y Suramérica en 1999.

Los animales afectados por el Virus se vuelven letargicos,
paran de alimentarse y nadan erraticamente alrededor de los
bordes de la piscina en donde mueren. En muchos casos no
se observan manchas blancas que es el sintoma tipico en las
especies cultivadas en Asia. Mortalidades masivas se observan
generalmente entre 30 y 40 dias luego de la siembra.

El impacto de la Mancha Blanca llamo la atencion de los
productores ecuatorianos hacia la necesidad de programas de
mejoramiento dirigidos a la producciéon de animales
resistentes o tolerantes. Sin embargo, no existe informacion
relacionada con el comportamiento de la enfermedad bajo
condiciones controladas o la efectividad de pruebas de desafio
a nivel local.

La seleccion familiar es usada cuando el caracter bajo
mejoramiento no puede ser medida directamente en el
individuo a seleccionar o cuando la heredabilidad es baja. En
el caso de la resistencia al Sindrome de Taura (TSV por sus
siglas en inglés) la heredabilidad es baja, menor al 0.1
(Argue et al. 1999). Si la tendencia es similar con el WSSV,
la seleccion familiar es el Unico esquema utilizable para
obtener animales resistentes. En este tipo de programas
mientras mas pronto se pueda dar la seleccion de familias
resistentes o tolerantes, mas pronto se pueden eliminar
familias sin valor genético.

El presente trabajo presenta los resultados obtenidos en el
desarrollo de pruebas de desafio para Mancha Blanca en
estadios tempranos. Estos protocolos fueron adaptados
ademas para evaluar un grupo de 25 familias provenientes de
padres sobrevivientes a fuertes eventos de Mancha Blanca
en piscinas comerciales con el fin de determinar la existencia
de variabilidad en resistencia a WSSV. Estos experimentos
fueron llevados a cabo como pruebas piloto dentro de un
esquema de seleccion familiar para resistencia contra el Vi-
rus de la Mancha Blanca.
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MATERIALES Y METODOS

Pruebas de desafio en estadios tempranos

Postlarvas en estadios PL20, PL30 y PL40 fueron utilizadas
para determinar el estadio mas temprano de mortalidad a
WSSV en tres experimentos secuenciales utilizando larva del
mismo origen. Animales provenientes de un pool de familias
levantadas individualmente hasta el estadio correspondiente
fueron distribuidos en frascos de vidrio de 3 litros de
capacidad (20 animales por frasco). Se evaluaron 3
tratamientos de infeccion: inmersiéon en un extracto viral
(dilucion del0-? del stock original) clarificado por
centrifugacion en solucion TNE a partir de epidermis de
camarones enfermos; ingestion de papilla infectada a razon
de 5% de biomasa de la unidad experimental (95% de tejido
infectado licuado con 5% de agua —por peso-); y tejido licuado
(5% de tejido infectado licuado con 95% de agua —por peso)
a razéon de 10 ml por litro por unidad experimental.
Adicionalmente se incluy6 un control de animales no
infectados. Todos los tratamientos, incluido el control no
infectado fueron distribuidos bajo un disefio completo al azar
con 4 réplicas (cada réplica fue un frasco con 20 animales)
por tratamiento y mantenidos a 25°C. El dia previo a la
infeccion se suspendid la alimentacion de los animales. La
infeccion con el tratamiento correspondiente se repitid dos
veces el mismo dia durante 3 horas. Entre cada periodo de
infeccion se procedidé a un recambio total de agua. Los
animales fueron alimentados antes y después de la infeccion
con la dieta CENAIM-40 desarrollada en nuestro Centro.
Animales muertos fueron removidos dos veces por dia y los
supervivientes fueron contabilizados cada dos dias desde el
primer dia hasta el séptimo dia postinfeccion. Los datos
colectados fueron normalizados mediante la transformacion
de arcoseno y evaluados mediante analisis de varianza.
Cuando se encontraron diferencias significativas se hicieron
comparaciones de rango utilizando la prueba de Diferencias
Minimas Significativas.

Desafio de familias

Un total de 25 cruces provenientes de reproductores
supervivientes a fuertes eventos de WSSV fueron levantados
en forma individual. Las 25 familias fueron infectadas en tres
estadios: PL35, PL55 y PL75. En cada estadio 160 animales
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de cada familia fueron distribuidos en 8 réplicas (frascos de 80
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3 litros de capacidad con 20 animales por frasco) bajo un
disefio completamente al azar. Adicionalmente se utilizé un

20
control infectado y otro no infectado formado por animales

provenientes de todas las familias mezclados en nimeros g 100

similares. Todos los frascos fueron mantenidos a 25°C con & so

fuerte aireacion y los animales fueron alimentados con % 60

CENAIM-40 antes y después de la infeccion. La alimentacion 404

fue suspendida el dia anterior a la infeccion. Para la infeccion » 1 PL30

se utilizo papilla (95% de colas licuadas con 5% de agua) en o) 10%

un volumen de 10% de la biomasa calculada para cada unidad 2 804

experimental, repartida en dos dosis el mismo dia. Tres horas 60 |

después de la primera y segunda dosis de papilla se procediod 40

a un recambio total de agua en cada unidad experimental. 21 blao

Animales muertos fueron retirados de los frascos dos veces 0 ; 3 s .
por dia. Animales supervivientes fueron contados cada dos DIAS POSTINFECCION

dias por 15 dias. Datos de supervivencia fueron normalizados
mediante la transformacion de arcoseno. Analisis de varianza . - » , .
Fig. 1. Tasa de supervivecia de L. vannamei infectado por tres métodos (licuado
y la prueba de diferencias minimas significativas fueron —LIC-, papilla ~PAP- ¢ inmersion —INM-) en PL20, PL30 y PL40. CNI: con-
utilizadas para detectar diferencias estadisticas. Correlacion trol no infectado.
entre rangos en los diferentes estadios fue determinada
utilizando el coeficiente de Pearson en datos normalizados
mediante la transformacion de arcoseno.
Tabla 1. Porcentaje de supervivencia, desviacion estandar (en paréntesis) y
RESULTADOS rangos de significacion utilizando diferencias minimas significativas en tres
estadios de camarén blanco, L. vannamei, desafiados mediante infeccion por
La ﬁgura 1 muestra la supervivencia en los tratamientos en  inmersion en extracto viral (INM), papilla (PAP) y licuado (LIC). Se incluyen los
los tres estadios evaluados. La tasa de supervivencia para datos del control no infectado (CNI).
PL20, PL30 y PL40 al séptimo dia postinfeccion se presenta

En PL20 no se encontraron diferencias estadisticamente = TRATAM. % SUPERYV.| TRATAM. % SUPERV. | TRATAM. % SUPERYV.
significativas entre los tres métodos de infeccion ni con el

. . . CNI 63.8(2.9) |CNI 77.5(14.4) Al CNI 76.3 (12.5) A
control no infectado. En PL30 se encontraron diferencias

significativas en supervivencia entre el control no infectado  LIC 48.8(7.5) |INM 58.8(2.5) B/ INM 425(8.7) B
y el resto de tratamientos. S.1m11%.1r situacion fue. detectada en INM 15010 |uc s63 (L) B|LiC 12,5 (14.4) C
PL40. En general, la supervivencia de los tratamientos retados
con el virus entre PL20 y PL40 fue mayor mientras mas PAP 47.5(22.5) | PAP 263 (8.7) C| PAP 11.3(48) C

temprano fue el estadio en que se realiz6 el desafio.

En la figura 2 se muestra la curva de mortalidad de 25 familias
retadas con el Virus de la Mancha Blanca en PL35. Curvas

similares fueron obtenidas en PL55 y en PL75. El analisis de SUPERVIVENCIA [‘:\'15835:':\’;':_';'5'“3 DESAFIADAS CON
varianza mostrd diferencias estadisticamente significativas 100
para los tres estadios (p<0.001). Datos de supervivencia de < 0 |
las familias y controles evaluados en los tres estadios se 3]
presentan en la tabla 2, junto con los rangos de significacion. S 60 1
En PL35 la supervivencia de las familias vari6 entre 1.9% y E 40
23.1%. En PLS5S5 el rango se ubicé entre 0.6% y 20%. En %
PL55 los valores se ubicaron entre 0% y 8.1%. ® 2
0 ; ;

En la figura 3 se muestran los diagramas de dispersion de la

supervivencia de las familias entre los tres estadios evaluados. DIAS POSTINFECCION

El analisis entre los diferentes estadios demostrd que no existe s =3 1 4 vz s 12— W0 -7
24 34 ——31 ——30 —» 28 —+—36 ——37 P+ —&—P-

correlacion significativa (r=0.10; p>0.05) entre PL35 y PL55
ni entre PL35 y PL75 (r=0.16; p>0.05). En cambio se
encontrd que existe una correlacion positiva estadisticamente

Fig. 2. Supervivencia de 25 familias retadas con el Virus de la Mancha Blanca

.. . . . . . en PL25. Se incluyen los datos del control infectado y el no infectado.
significativa en supervivencia de familias entre los estadios

PL55 y PL75 (1=0.62; p<0.01).
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Tabla 2. Porcentajes de supervivencia (de menor a mayor) y rangos de significacion

infectado; P-: control no infectado) desafiados con el Virus de la Mancha Blanca.

con diferencia minima significativa en 25 familias y dos controles (P+: control

en PL30. Venegas et al. (1998) reportan resultados
parecidos en P. japonicus en los cuales mortalidades
masivas no fueron detectadas antes de PL.10 ¢ igualmente

las mortalidades en PL37 fueron mayores que en PL20
y PL10. Estos resultados concuerdan con las

FAMILIA | % SUPERV| FAMILIA | % SUPERV | FAMILIA | % SUPERV observaciones de los laboratorios de produccion de lar-
24 1884 10 0.63° . 0.00° vas ecuatorianos en los cuales no se han reportado
30 375 | 063+ 6 0.00° mortalidades masivas debidas a WSSV. Estudios de
Pt 313 e 17 125 ® g 0.63 infectividad mediante inmersion en P. monodon (0.02 g
37 500 aed 5 125 e 10 0.63 de peso promedio), P. japonicus (0.08 g) y P. penicillatus
31 3 75 abed 7 125 e 10 0.63 (0.003 g) mostraron que estas especies son altamente
3 6.88 abede 6 1 88 dbed 4 0.63 susceptibles dando 100% de mortalidad entre cinco y
21 5 60 dbede 20 313 sbed 2 | 25 e seis dias después de la infeccion (Chou er al. 1998).
4 6.25 abede 23 313 sbeie 16 | 25 s Nuestros datos soportan la idea de que L. vannamei es
9 6.88 e 31 3 75 sbee 31 | 25 s menos susceptible al Virus de la Mancha Blanca al menos
23 g 75 abeder 4 4,37 s 17 | 25 s en los estadios tempranos. Diferencias en susceptibilidad
36 038 el | g 4,37 s 5 1 88 sbed al virus han sido demostradas entre especies
3 g 75 bedefe 3 6,25 bedet 23 1 88 sed pertenecientes a los géneros Penaeus, Machrobrachium
2 0,38 bedete 2 5.00 bt 27 375 sbod y Farfantopenaeus (Hameed et al. 2000, Wang et al.
6 10.00 < | 9 6.88 bt 20 2,50 < 1998, Wang et al. 1999).
1 9.38 Mk |12 6.25 M=t 21 3,13 Al comparar los resultados entre PL30 y PL40 se
34 9.38 Mk 14 6.25 beiet 14 3.75 b determina que los porcentajes de mortalidad son més
14 14.37 %1 20 8.12 P+ 3.75 b altos en el segundo estadio para cada uno de los tres
16 1250 ™% 15 9.38 & 24 ERER métodos de infeccion. En pruebas de desafio con
23 12,50 <t | P+ 8.12 <t 34 ERER animales de 1 g utilizando papilla infectada como
10 11.87 | 24 10.00 <% | 4 437 indculo, hemos encontrado mortalidades que alcanzan
12 131281 36 11.25 & 1 437 el 100% en 7 dias (datos no publicados). Esto indica
20 15.63 <& 1 11.87 & 12 5.00 % aparentemente que L. vannamei incrementa su
11 13.75% 14 13.12 7 36 6.25¢ susceptibilidad al WSSV a medida que los animales
27 16.25 % 27 15.00 " 28 6.25 crecen al menos bajo condiciones de bioensayos
7 18.13 ¢ 16 16.25 " 9 5.62¢ controlados.
5 23.13" 28 20.00 ¢ 5 8.12 ) ] ) o
P 13 P 78,75 P 7375 Si el comportamiento descrito es similar en campo,
nuestros datos podrian explicar las mortalidades masivas

PL35

Y =0.1261X + 9.1057 Y =0.1053X + 3.9062
R =0.103 R =0.163

© PL55

Y =0.3264X + 1.91
R =0.6157

,/——————4‘""’—’(/
S N Illllll.l

PL75

Fig. 3. Regresion y correlacion de resistencia a WSSV en 25 familias
desafiadas en PL35, PL55 y PL75. Los histogramas en la diagonal representan
la supervivencia la poblacion total de familias en los tres estadios.

DiScusION

Larva infectada con el WSSV en PL20 no mostré mortalidades
masivas durante los 7 dias que durd el experimento. En un
trabajo previo, larvas en PL12 infectadas mediante extracto
viral no mostraron tampoco mortalidad (datos no publicados).
Mortalidades estadisticamente significativas se produjeron
cuando la infeccion fue realizada en PL30. Igualmente el
porcentaje general de mortalidad fue mas alto en PL40 que
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en piscinas comerciales en donde la siembra se realiza a
partir de PL12. Bajo estas condiciones animales moribundos
son detectados en la mayoria de casos entre 30 y 40 dias
después de la siembra, es decir entre PL42 y PL52. El periodo
sin mortalidad podria explicarse como el tiempo necesario
para amplificar la enfermedad en un evento tipo cascada.
Alrededor de PL30 podrian aparecer los primeros animales
moribundos a causa del virus. Esos animales serian
canibalizados y una segunda ola de moribundos se produciria
entre 7 y 10 dias después. Probablemente dos o tres olas
suscesivas de infeccion serian necesarias para infectar a la
mayor parte de la poblacion y producir mortalidades masivas.
Un esquema de amplificacion mayor podria deberse a la
presencia de portadores positivos en la piscina (diferentes
tipos de camarones, copépodos, cangrejos y otros
organismos).

En PL30 la infeccién mediante papilla fue la mejor via de
inoculacion mientras el licuado y la inmersion en extracto
viral dieron resultados intermedios. Por otro lado en PL40 la
papilla y el licuado dieron resultados estadisticamente
similares. En este caso el licuado vari6 de ser una via de
inoculacion intermedia a ser una via de inoculacion altamente
infectiva. Este resultado podria explicarse si se considera al
licuado como un tratamiento intermedio entre papilla e
inmersion en extracto viral. Los resultados en PL30 reflejarian
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la ingestion de cantidades de tejido infectado menores que
en el tratamiento con papilla. Por otro lado en PL40 el licuado
aportaria con pequeias cantidades de tejido que serian
consumidos por los animales y que junto con una mayor
susceptibilidad a las particulas virales libres darian los
resultados observados.

La evaluacion de la susceptibilidad de familias al WSSV in-
dican la existencia de diferencias en la respuesta al virus.
Esta variabilidad es la base para cualquier programa de
seleccion e implica que un proceso de mejoramiento podria
ser exitoso a mediano plazo. Sin embargo, al momento no es
posible determinar cual serd la ganancia genética por ciclo
de seleccion. Para esto serd necesario determinar la
heredabilidad del caracter resistencia al WSSV. Trabajos a
futuro deberan realizarse utilizando un esquema de medio-
hermanos (half-sibs) para determinar pardmetros genéticos.
Por la misma via, un proceso de seleccion de familias
resistentes junto con un grupo control podrian servir para
estimar heredabilidad alcanzada sin necesidad de
experimentos con medio-hermanos. Datos sobre heredabilidad
en sentido estrecho de resistencia a TSV (Argue et al. 1999)
indican heredabilidades menores al 0.1. Con ese nivel de
heredabilidad el inico esquema de seleccion con posibilidades
de éxito es la seleccion familiar.

Con los protocolos de challange tests desarrollados en
CENAIM hemos evaluado juveniles de 1 g provenientes de
tres programas de seleccion. Dos de ellos utilizaron
reproductores supervivientes de eventos fuertes de WSSV
mientras el tercero utiliz6 animales que no presentaron
mortalidades masivas en piscina (datos no publicados). Los
tres grupos presentaron mortalidades del 97 al 99% siete dias
después del inicio del desafio y no se encontrd ninguna
diferencia estadisticamente significativa entre ellos. Los
resultados obtenidos por esos programas son explicables si
asumimos una heredabilidad baja para resistencia a WSSV.
La utilizacion de reproductores supervivientes es equivalente
a una seleccion masal. Este tipo de seleccion no es efectiva
cuando los valores de heredabilidad son bajos.

La poblacion de familias presenta una escala continua de
resistencia en los tres estadios. No se ha encontrado familias
con resistencias extremas. En el caso de que el cardcter bajo
estudio estuviese controlado por uno o muy pocos genes se
esperaria encontrar familias con altos niveles de resistencia.
Nuestros resultados apuntan tentativamente a que el caracter
resistencia a WSSV es cuantitativo y controlado por multiples
genes, es decir una resistencia horizontal. Aun cuando el
proceso de seleccion es mas dificil en este tipo de caracteres
al compararlo con caracteres controlados por uno o por pocos
genes (resistencia vertical), la resistencia que se obtiene por
un proceso de seleccion es mas estable ya que para el patogeno
es dificil superarla. La resistencia vertical puede ser superada
por el patdogeno en muy pocas generaciones, a veces en una
sola, lo que fuerza a la bisqueda continua de nuevas fuentes
de resistencia.

Los valores de correlacion entre PL35 versus PL55 y PL35
versus PL75 son bajos y no significativos estadisticamente.
En cambio los valores entre PL55 versus PL75 son altos y
estadisticamente significativos. Estos resultados merecen una
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investigacion mas profunda para poder explicarlos. Al
momento no podemos determinar las causas de este
comportamiento, pero existiria la posibilidad de que la
resistencia al WSSV en diferentes estadios esté controlado
por diferentes sets de genes. Esos genes podrian estar ligados
a caracteres de desarrollo fisiologico. En estadios tempranos
los cambios fisiologicos son muy rapidos y requieren de la
intervencion concertada de un gran niimero de genes que
actian por periodos cortos y luego se apagan. En cambio a
medida que el animal se desarrolla, los cambios fisiologicos
se vuelven mas lentos y los grupos de genes que controlan
diferentes caracteres se vuelven mas estables al funcionar por
mayor tiempo.

Las correlaciones entre diferentes estadios tienen un efecto
en el esquema de seleccion que debe seguirse para buscar
resistencia a WSSV. Si la correlacion fuese alta entre los 3
estadios, seria necesaria una sola prueba de desafio para
seleccionar familias resistentes. En cambio nuestros resultados
sugieren que son necesarias por lo menos dos pruebas de
desafio: una en PL35 y otra en PL55 hacia adelante. La
informacion generada en las dos pruebas de desafio deberan
ser utilizadas en un indice de seleccion que coloque un peso
especifico a la resistencia en cada estadio.

Al comparar la mortalidad promedio en las familias en los
diferentes estadios se observa que esta es mayor mientras
mayor edad tiene el camaron. Estos resultados coinciden con
las pruebas en PL20, PL30 y PL40 discutidas anteriormente
e indican que mientras mas edad tiene el camarén mas sus-
ceptible se vuelve al WSSV.

Nuestras investigaciones resaltan tres puntos importantes:

* No se puede inducir mortalidades por WSSV en estadios
tempranos de L. vannamei.

* A medida que el camarén se desarrolla se vuelve mas
susceptible al WSSV.

» Existe variabilidad en la susceptibilidad a WSSV en
familias de L. vannamei lo que es util para un proceso de
mejoramiento genético.
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