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Resumen

La langosta espinosa Panulirus argus, un importante recurso pesquero en la region
del gran Caribe, esta siendo afectada por la enfermedad causada por el Panulirus argus
virus 1 (PaV1), que ataca principalmente a las langostas juveniles y se transmite por
contacto y a través del agua. Puesto que P. argus es una especie altamente gregaria, el
PaV1ha causado alarma en lugares donde las langostas son pescadas utilizando casitas,
refugios artificiales de amplias dimensiones que pueden albergar multiples langostas. En
el presente estudio se evaluaron diversos aspectos ecologicos de la enfermedad PaV1 en
la poblacién de langostas de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo. Esta
laguna es rica en habitats para asentamiento de postlarvas de P. argus y crecimiento de
juveniles pequenos, pero pobre en refugios estructurados tipo grieta para juveniles
grandes y sub-adultos, lo que aumenta el riesgo de depredacion y reduce la abundancia
local de langosta.

Dado que el comportamiento social de P. argus es mediado por sefales quimicas,
se realizé un experimento en laboratorio para examinar la respuesta de langostas sanas a
refugios de los que emanaban sefales quimicas de langostas sanas, sub-clinicamente
infectadas, clinicamente infectadas (enfermas), o muertas. La respuesta de las langostas
focales a refugios con olores de co-especificos sanos o sub-clinicamente infectados no
difirié del azar. En cambio, evitaron significativamente tanto los refugios con olores de
langostas enfermas como aquellos con olores de alarma de langostas muertos (80% y
85% de evitacion, respectivamente), lo que sugiere que una vez que las langostas
infectadas con PaV1 desarrollan los signos clinicos, su olor tiene un efecto tan repelente
para sus co-especificos como el olor que emana de langostas muertas.

En el campo, se establecieron 10 sitios en la laguna arrecifal de 1 ha cada uno, en
5 de los cuales se colocaron 10 casitas de 1 m? de area cada una, mientras que los otros
5 no tenian casitas. Primero se exploré el efecto de la presencia de casitas en los niveles
de prevalencia de la enfermedad, estimada con base en signos clinicos (etapa 1), y mas
adelante el efecto de remover regularmente a todos los individuos enfermos de las casitas
en los niveles de prevalencia (etapa 2). En la etapa 1, a lo largo de 10 muestreos
trimestrales, la densidad de langostas fue en promedio 8 veces mas alta en los sitios con
casitas que en aquellos sin casitas, pero no mostré una relacién con la prevalencia clinica
de PaV1. En la etapa 2, la extraccion de langostas enfermas no impacté los niveles de
prevalencia a lo largo de 8 muestreos adicionales, pero la probabilidad de encontrar

langostas enfermas difirid entre los 5 sitios con casitas, lo que sugiere que otros factores,
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tales como la presencia de reservorios potenciales del virus, podrian estar influenciando
dichos niveles.

Ya que la escasez de refugios adecuados aumenta el riesgo de depredacion, las
langostas juveniles enfrentan la disyuntiva entre evitar compartir refugios con co-
especificos enfermos y evitar el riesgo de depredacion. Al comparar la ocupacion por
langostas entre casitas y refugios naturales grandes, se encontré una distribucion de
langostas mas agregada en los refugios naturales, pero una mayor densidad de langostas
en las casitas, donde también hubo mas cohabitacion entre langostas enfermas y sanas.
Esto ultimo parece ser facilitado por la amplia area de refugio que provee una casita. Sin
embargo, las langostas sanas tendieron a estar separadas de las enfermas dentro de las
casitas, aunque la separacion disminuy6 al aumentar el numero de langostas en una

misma casita.

Los signos clinicos de PaV1 sdlo son evidentes en etapas avanzadas de la
infeccién. Por tanto, se estimaron las medidas de validacion (sensibilidad y especificidad)
de dichos signos como método para estimar la prevalencia de PaV1 en la poblacion de
juveniles de la laguna arrecifal, utilizando como estandar de oro la prueba de la reaccion
en cadena de la polimerasa. La sensibilidad fue de 0.48 y la especificidad de 1, lo que
indica que por cada langosta enferma de PaV1 hay otra langosta con infeccion sub-clinica
y confirma la validez de aplicar un factor 2x a las estimaciones de prevalencia basadas en
signos clinicos.

Los resultados del presente estudio sugieren que es posible que las langostas
resuelvan el conflicto entre evitar el riesgo de depredacion y evitar la enfermedad con
base en la evaluacion del entorno inmediato, su experiencia previa con depredadores (y
enfermedades), y los costos y beneficios asociados a estas opciones conductuales, lo que
podria determinar, en un momento dado, los patrones de cohabitacién de langostas sanas
y enfermas en el contexto de las casitas. Estos patrones, en conjunto con la posible
existencia de reservorios naturales del PaV1 asi como las condiciones inmunolégicas de

langostas, podrian estar modulando los niveles locales de prevalencia de la enfermedad.



15

Abstract

The spiny lobster Panulirus argus, an important fishing resource throughout the
wider Caribbean region, is being affected by a disease caused by Panulirus argus virus 1
(PaV1), which mainly attacks juvenile lobsters and is transmitted by contact and through
water. Because P. argus is a highly gregarious species, PaV1 has raised alarm in
locations where lobsters are fished with casitas, large artificial shelters that can harbor
multiple lobsters. In the present study, several ecological aspects of the PaV1 disease
were evaluated in the lobster population of the reef lagoon at Puerto Morelos, Quintana
Roo. This reef lagoon is rich in habitats for postlarval settlement of P. argus and growth of
small juveniles, but is poor in structured, crevice-type shelters for large juveniles and
subadults, which increases the risk of predation and reduces the local abundance of
lobsters.

As the social behavior of P. argus is mediated by chemical cues, a laboratory
experiment was conducted to examine the response of healthy lobsters to shelters
emanating chemical cues of healthy lobsters and of lobsters that were subclinically
infected, clinically infected (diseased), or dead. The response of focal lobsters to shelters
with chemical cues of healthy or subclinically infected conspecifics did not differ from
random. In contrast, focal lobsters significantly avoided both the shelters with chemical
cues of diseased and of dead lobsters (80% and 85% of avoidance, respectively),
suggesting that once lobsters infected with PaV1 develop the clinical signs, their chemical
cues are as repellent to conspecifics as are those emanating from dead lobsters.

In the field, 10 sites (of 1 ha each) were delimited in the reef lagoon and10 casitas
(1 m? in surface area each) were deployed in 5 of these sites, leaving the other 5 without
casitas. First, the effect of the presence of casitas on the levels of disease prevalence,
estimated based on clinical signs, was explored (stage 1), followed by the effect of the
regular removal of all diseased lobsters from casitas on prevalence level (stage 2). In
stage 1, throughout 10 samplings conducted every 3 months, lobster density was on
average 8 times higher on sites with casitas than on sites with no casitas, but showed no
relationship with disease prevalence levels. In stage 2, removal of diseased lobsters did
not impact prevalence levels throughout 8 additional samplings, but the probability of
finding diseased lobsters differed among the 5 casita sites, suggesting that other factors,

such as the presence of potential viral reservoirs, might be influencing such levels.



16

Because the scarcity of adequate shelters increases the risk of predation, juvenile
lobsters have to make a trade-off between sharing shelters with diseased conspecifics and
avoiding predation risk. Upon comparing the occupancy by lobsters between casitas and
natural large shelters, it was found that the distribution of lobsters was more aggregated in
natural shelters, but the density of lobsters was higher in casitas, which also exhibited
higher levels of cohabitation of healthy and diseased lobsters. The latter appears to be
facilitated by the wide refuge area provided by casitas. However, healthy lobsters tended
to be segregated from diseased lobsters in casitas, although the segregation decreased as
the number of lobsters increased in a given casita.

Clinical signs of PaV1 are only evident when the infection is in an advanced stage.
Therefore, an assessment of the validation measures (sensitivity and specificity) of clinical
signs as a method to estimate PaV1 prevalence in the population of juvenile lobsters in the
reef lagoon was performed, using the polymerase chain reaction assay as the golden
standard. Sensitivity was 0.48 and specificity was 1, indicating that for every visibly
diseased lobster there is another subclinically infected lobster and confirming the validity of
applying a factor of 2x to prevalence estimates based on clinical signs.

Results of the present study suggest that lobsters possibly resolve the conflict
between avoiding the risk of predation and avoiding disease based on the assessment of
their surroundings, their previous experience with predators (and disease), and the costs
and benefits associated with these behavioral options, which could determine, on any
given time, the patterns of cohabitation of healthy and diseased lobsters in the context of
casitas. These patterns, in conjunction with the potential existence of natural reservoirs of
PaV1 and the immunological condition of lobsters, could be modulating the local levels of

the PaV1 disease prevalence.
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Capitulo 1. Introduccién general

Las langostas espinosas

Las langostas palinuridas o langostas espinosas (Crustacea: Decapoda: Achelata:
Palinuridae) se encuentran ampliamente distribuidas en todos los mares tropicales y
templados y suelen ser los decapodos mas grandes y dominantes en los habitats que
ocupan. Chan (2010) reconocio 58 especies de langostas espinosas, la mayoria de las
cuales tienen importancia pesquera (Holthuis, 1991). Sin embargo, cerca del 50% de la
captura total mundial de langostas espinosas esta constituida por Panulirus argus
(Latreille, 1804), conocida como langosta del Caribe (Lipcius y Eggleston, 2000; Phillips et
al., 2013). La distribucion geografica de P. argus abarca una extensa porcion del Atlantico
occidental, desde Carolina del Norte (EE.UU.) hasta Venezuela y todas las Antillas, las
islas Bahamas y Bermuda (Holthuis, 1991) (Fig. 1.1).Hasta hace poco se consideraba que
su distribucion abarcaba hasta Rio de Janeiro, Brasil, pero Giraldes y Smyth (2016)
establecieron la presencia de otra especie, P. meripurpuratus, al sur de la pluma del
Orinoco-Amazonas. En México, P. argus se encuentra distribuida principalmente en los
estados de Quintana Roo y Yucatan (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2000).

o 90° 75° B0° 45 ISD“ 15° 0° 15°

an”

South America

40°.

B Panulirus argus @ Panulirus echinatus O Panulirus laevicauda
B Panulirus menpurpuratus B Panulirus guttatus B Panulirus regius

Figura 1.1. Distribuciéon de la langosta espinosa del Caribe Panulirus argus (en rojo) y otras
langostas del género Panulirus en el Océano Atlantico (Tomado de Giraldes y Smyth, 2016).
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La langosta espinosa Panulirus argus es uno de los recursos pesqueros mas
valiosos en el Atlantico Noroccidental. Las capturas de P. argus han venido decayendo
desde 2000, debido posiblemente a la combinacion de la sobreexplotacion, cambios en el
medio ambiente y condiciones ecoldgicas que han impactado los habitats de las langostas
(Ehrhardt et al., 2011). Sin embargo, otra causa potencial de la disminucién en las
capturas de P. argus es la enfermedad causada por el virus patogénico Panulirus argus
Virus 1(PaV1) (Shields y Behringer, 2004), el cual desde su descubrimiento en 1999 se ha
reconocido como una fuente importante de mortalidad de juveniles de P. argus (Moss et
al., 2013). Un aspecto importante de la infeccién por PaV1 es que afecta principalmente a
langostas juveniles y por tanto su persistencia puede pasar desapercibida en pesquerias
que se enfocan a la captura del segmento poblacional constituido por adultos (Behringer
et al., 2012; Huchin-Mian et al., 2013), los cuales pueden ocupar habitats diferentes a los

de los juveniles debido a movimientos a lo largo de su ciclo de vida.

Historia de vida de Panulirus argus

El ciclo de vida de Panulirus argus se divide en cinco fases: 1) embrién (dentro del
huevo), 2) larva (“filosoma”), 3) postlarva (“puerulo”), 4) juvenil, y 5) adulto (Butler y
Herrnkind, 1997).La fase larvaria de P. argus es plancténica y comprende 10 estadios
larvarios con una duracién total de entre 5 y 9 meses (Goldstein et al., 2008). En todos los
palindridos, tanto el desarrollo larvario como la metamorfosis a postlarva ocurren en
aguas oceanicas (Phillips y McWilliam, 2009). Luego de la metamorfosis, las postlarvas
nadan activamente hacia zonas costeras someras, donde se asientan entre la vegetacion
marina y adquieren habitos bénticos.

Unos cuantos dias después de asentarse, las postlarvas mudan e inicia la fase
juvenil. En el caso de P. argus, la fase juvenil ha sido subdividida en tres “fases

ecoldgicas” debido a que estas langostas presentan cambios ontogenéticos de habitat y
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de comportamiento antes de la maduracion sexual. Dichas fases son: juvenil temprano
(~6 mm a 15-25 mm de Longitud Cefalotoracica, LC), juvenil tardio (15-25 mm a 35-45
mm LC), y sub-adulto (35-45 mm a 75-80 mm LC) (Butler et al., 2006). Los juveniles
tempranos se encuentran ampliamente dispersos en el habitat de asentamiento y
muestran un comportamiento asocial (solitario), pero unos meses después los juveniles
tardios emergen de la vegetacién para buscar refugios estructurados tipo “grieta” dentro
de o adyacentes al habitat vegetal, donde se resguardan durante el dia, y muestran
habitos gregarios que persisten durante el resto de su vida béntica (Childress y Herrnkind,
1996; Butler y Herrkind, 2000). Los sub-adultos migran hacia los arrecifes coralinos,
habitat que comparten con los adultos, aunque estos ultimos pueden moverse
ampliamente y usar diversos tipos de habitat hasta profundidades de ~100 m (Lozano-
Alvarez et al., 1991a; Lipcius y Eggleston, 2000).

Todas las fases bénticas de P. argus son de habitos nocturnos y su alimentacion
es omnivora, aunque principalmente consumen pequefos invertebrados tales como
moluscos, crustaceos y equinodermos (Briones-Fourzan et al., 2003, 2019; Nizinski,
2007). Por otro lado, una gran variedad de animales, en particular peces arrecifales y
pulpos, pueden consumir langostas. La depredacion es la principal causa de mortalidad
de los juveniles tempranos, pero la vulnerabilidad a la depredacion de las langostas
disminuye conforme aumenta su talla (Smith y Herrnkind, 1992; Herrnkind et al., 1999).

Muchas especies de langostas espinosas muestran un comportamiento gregario,
el cual es mediado por sefiales quimicas intraespecificas (Zimmer-Faust et al., 1985;
Ratchford y Eggleston, 1998; Neuvitt et al., 2000; Horner et al., 2006; Aggio y Derby, 2011).
Aunque se desconoce la identidad quimica de dichas sefales, se ha determinado que son
liberadas con la orina (Horner et al., 2006). Sin embargo, la atraccidon quimica per se no
genera gregarismo, a menos que los beneficios funcionales de la agregacién superen los

costos (Loehle, 1995; Childress, 2007). Entre los beneficios que la agregacion puede
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otorgar se encuentran una mayor eficiencia en la explotacién de refugios disponibles
(Childress y Herrnkind, 2001), una reduccion del riesgo de depredacion (Dolan y Butler,
2006; Childress 2007), un incremento en la eficiencia del forrajeo (Lozano-AIvarez, 1995;
Briones-Fourzan et al., 2007), y mayores oportunidades reproductivas (Childress, 2007).
Por otro lado, los costos de la agregacion incluyen un incremento potencial de endogamia
(disminucién de la diversidad genética), aumento en la competencia y la agresion
intraespecifica, y en particular una mayor transmision de parasitos y enfermedades
(Loehle, 1995; Lafferty et al., 2004; Childress, 2007; Coulson et al., 2018). De esta
manera, tanto los individuos que ya estan ocupando un refugio como los que estan en
busca de refugio estan sujetos a los riesgos y beneficios potenciales de compartir un
refugio con co-especificos. En P. argus, la capacidad de producir y detectar senales
quimicas intraespecificas ya existe en individuos de 15 mm LC, lo que coincide
aproximadamente con el primer cambio de habitat béntico (de la vegetacion marina a los

refugios estructurados tipo grieta) (Ratchford y Eggleston, 1998).

Importancia del refugio para P. argus

La depredacion es la principal causa de mortalidad natural entre los juveniles de
langosta y el refugio es uno de los principales recursos limitantes para estos organismos
(Butler y Herrnkind, 1997). Si bien la vegetacion marina puede conferir refugio a los
juveniles tempranos de P. argus (Butler et al., 1997, Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez,
2001a; Fuentes-Brefia, 2010), su nivel de proteccion va disminuyendo conforme los
individuos crecen. Cuando la vegetacién deja de conferir proteccién, sobreviene el cambio
de habitat a los refugios tipo grieta (Childress y Herrnkind, 1996, 2001; Lipcius et al.,
1998; Lozano-Alvarez et al., 2009). En particular, si las dimensiones del refugio permiten
la agregacion de individuos en un intervalo de tallas amplio, la mortalidad per capita tiende

a disminuir porque los individuos pequefios se benefician de las mayores habilidades
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defensivas, tanto individuales como colectivas, de los individuos mas grandes (Eggleston
y Lipcius, 1992; Briones-Fourzan et al., 2007; Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2008).
Esto se debe a que el comportamiento social gregario de P. argus incluye la defensa
grupal del refugio (Herrnkind, 1980; Herrnkind et al., 1999; Dolan y Butler, 2006; Briones-
Fourzan et al., 2006). Pero como las langostas espinosas no pueden construir ni modificar
sus propios refugios, pueden producirse cuellos de botella en la demografia local en
aquellos lugares donde la disponibilidad de refugios es limitada (Caddy, 2005). Por tanto,
hay mucho interés en paliar esta limitacién a través del uso de refugios artificiales
(Eggleston et al., 1990; Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2001; Briones-Fourzan et al.,

2007; Gittens y Butler, 2018).

Los refugios artificiales y las casitas

A mediados del siglo XX, pescadores cubanos empezaron a utilizar estructuras
artificiales para explotar el comportamiento gregario de P. argus y facilitar asi su captura
(Cruz y Phillips, 2000).Mas adelante, hacia finales de la década de 1960, esta técnica fue
adoptada por pescadores mexicanos en las Bahia de la Ascension y Espiritu Santo, en
Quintana Roo (Lozano-AIvarez et al., 1991b; Briones-Fourzan et al., 2000), y hacia la
década de 1990 por pescadores de las Bahamas (Deleveaux y Bethel, 2002; Gittens y
Butler, 2018). En la actualidad, dichas estructuras, llamadas “casitas”, “casitas cubanas”,
“sombras” o incluso (indebidamente) “trampas”, consisten en una placa rigida —por lo
general de alrededor de ~1.5 a 2 m? de superficie— elevada unos 10 a 15 cm por encima
del fondo, generando una amplia “grieta” artificial que puede ser colonizada por multiples
langostas P. argus (Briones-Fourzan et al., 2000, 2007).

Si bien la adicién de refugios artificiales ayuda a mitigar la escasez de refugios

naturales, durante muchos anos hubo una controversia sobre si las casitas solamente

agregaban a las langostas dispersas en el habitat haciéndolas mas vulnerables a la
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captura, lo que podria eventualmente provocar un colapso en la poblacion, o si realmente
aumentaban la biomasa, en cuyo caso era necesario determinar el mecanismo proximal
(Butler y Herrnkind, 1997; Sosa-Cordero et al., 1998; Herrnkind et al., 1999). En la década
de 1990, varios experimentos de campo de corta duraciéon mostraron que las casitas
aumentaban la abundancia y/o supervivencia de langostas debido a los beneficios
funcionales de la agregacién (Eggleston et al., 1990, 1992, 1997; Eggleston y Lipcius,
1992; Mintz et al., 1994; Arce et al., 1997; Sosa-Cordero et al., 1998). Pero para
determinar si dichos efectos podrian producir un aumento en la biomasa, resultaba
necesario hacer un experimento de campo mas prolongado en el que se contrastaran
diversos atributos poblacionales de las langostas entre sitios con y sin casitas.

Un experimento con dicha caracteristicas tuvo lugar entre 1997 y 2002 en la
laguna arrecifal de Puerto Morelos, un habitat con escasez de refugios naturales para
juveniles de P. argus. En ese estudio, se utilizaron casitas escaladas para juveniles (Fig.
1.2), menores a las casitas comerciales, que consistieron en un marcode 0.9 x 1.2 m (=
1.08 m?), construido con tubos de PVC de 4 cm de diametro (altura de entrada), y una
placa de ferrocemento (techo) atornillada al marco. Los resultados demostraron que la
instalacion de casitas aumenté significativamente la densidad y la biomasa de juveniles de
P. argus al brindarles refugios amplios que fomentaron su gregarismo y, por ende, su
supervivencia (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2001b; Briones-Fourzan et al., 2007).
Si bien el efecto inmediato de las casitas en dichos atributos de las langostas estuvo en
funcion de la complejidad vegetal local de los diferentes sitios con casitas, con el tiempo el
efecto tendio a ser similar en dichos sitios independientemente de la complejidad vegetal

(Lozano-Alvarez et al., 2009).
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Fig. 1.2. Imagen de una casita experimental (mas pequefia que las casitas utilizadas para la pesca)
para juveniles de Panulirus argus a) sobre un pastizal y b) detalle de la estructura.

Las enfermedades y el sistema inmune de los crustaceos

En las ultimas décadas, las comunidades y ecosistemas marinos estan siendo
cada vez mas impactados por enfermedades, con numerosos reportes de enfermedades
(Lafferty et al., 2004; Burge et al., 2014, Lafferty, 2017). Los modelos epidemioldgicos,
que se empezaron a desarrollara principios del siglo XX para enfermedades humanas, se
han adaptado también para el estudio de enfermedades de la fauna silvestre (Harvell et
al., 2004). El analisis de enfermedades marinas es crucialmente importante y la
adaptacion de estos modelos con estos fines requiere de la valoracion de las diferencias
fundamentales entre los brotes en los sistemas marinos y terrestres, la disponibilidad de
hospederos y la gran diversidad de patdogenos en el océano; asi como la consideracion de
que las dinamicas de transmision y las tasas de propagacion podrian ser mayores en los
sistemas marinos que en los sistemas terrestres, ya que los hospederos en el océano son
en su mayoria invertebrados de vida corta con dinamicas inmunoldgicas restringidas
(McCallum et al., 2004; Lafferty, 2017).

La inmunidad confiere al organismo un proceso de defensa que se manifiesta por
el reconocimiento de moléculas extrafias. En respuesta, se activan los mecanismos de

defensa. Los crustaceos son afectados por patégenos, generalmente oportunistas. Los
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mecanismos de defensa de los invertebrados son considerados mas simples que la
inmunidad de los vertebrados, ya que no solo participan en la eliminacion de la mayoria
de los patdgenos invasores, sino también en la conduccién inicial de una respuesta
inmune adaptativa (Robalino et al., 2004). Algunos factores presentes en la hemolinfa o
en diversos grupos celulares poseen una alta especificidad de reconocimiento, semejante
a la demostrada por los anticuerpos (revision en Vazquez et al., 1998).

Los crustaceos, al igual que otros invertebrados, carecen de inmunidad adquirida;
mas bien poseen un sistema inmune innato con diversos mecanismos de defensa que se
activan dependiendo de las caracteristicas del patégeno (Vazquez et al., 1998). El
sistema innato esta conformado por dos tipos de respuestas: (1) respuestas celulares
(mediada por los hemocitos), que incluyen fagocitosis, encapsulacién del material extrafo,
melanizacion y apopotosis, y (2) respuestas humorales, que incluyen el sistema de la
profenoloxidasa (proPOsystem, por sus siglas en inglés), procesos de coagulacion, accion
antimicrobiana y aglutinacion celular, proteinas de reconocimiento, y péptidos
antimicrobianos (Séderhall y Cerenius, 1993;Cerenius et al., 2010). Estos mecanismos se
han descrito como respuestas antibacteriales y antifungicas (Rosas et al., 2004), pero no
existe informacion acerca de los mecanismos de respuesta contra virus a nivel celular y
molecular. Sin embargo, Robalino et al. (2004) reportaron la induccién de un estado
antiviral dado por dsRNA no especifico (ARN de doble cadena por sus siglas en inglés) en
el camardn marino Penaeus vannamei, mostrando por primera vez que los invertebrados
pueden desplegar inmunidad antiviral inducible en respuesta a una estructura molecular
genuina asociada a virus. Esto abre la posibilidad de que la inmunidad antiviral innata en
invertebrados comparte algunas de las caracteristicas moleculares de las respuestas
antivirales en vertebrados. Se ha propuesto que algunas respuestas inmunes
normalmente inducidas por rutas ligadas a proteinas de bacterias y hongos también

pueden ser inducidas por virus, o bien que las moléculas inducidas por aquellos pueden
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también tener propiedades antivirales (Flegel y Sritunyalucksana, 2011), y mas
recientemente se ha encontrado cierto parecido funcional entre la reaccion inmune de
langostinos de agua dulce (Pacifastacus leniusculus, Procambarus clarkiiy Cherax

quadricarinatus)y la de los vertebrados (Cerenius y Sdderhall, 2018).

Enfermedades de langostas

En general, las poblaciones de langostas silvestres son afectadas por pocas
enfermedades, entre las que se encuentran algunas causadas por hongos, bacterias,
protozoarios y helmintos (Evans et al., 2000; Shields, 2011), tales como la “gaffkemia”,
infeccién de la hemolinfa causada por la bacteria Gram-positiva Aerococcus viridans que
afecta a poblaciones de langostas con quelas Homarus americanus y H. gammarus
(Lavallée et al., 2001). Asimismo, la “enfermedad del caparazén” causada por bacterias
quitinoliticas Gram-negativas del tipo Vibrio se encuentra principalmente en langostas con
quelas, aunque una variante conocida como “necrosis del abanico caudal” afecta también
a langostas espinosas como Panulirus argus, P. cygnus 'y Jasus edwardsii (Shields,
2011). Las infecciones fungicas generalmente se presentan en huevos, larvas y juveniles
de langosta en condiciones de cultivo (Shields et al., 2006; Shields, 2011).

En poblaciones silvestres de P. argus, se han encontrado individuos infectados
con bacterias patégenas (Porter et al. 2001) y microsporidios (Kiryu et al., 2009; Small et
al. 2019), asi como con metacercarias del trematodo Cymatocarpus solearis (Gémez del
Prado et al., 2003; Briones-Fourzan et al., 2016; Davies et al., 2019), y recientemente se
reporté Carcinonemertes conanobrieni sp. nov., la primera especie de nemertino
devorador de huevos de P. argus de los Cayos de Florida (Simpson et al., 2017). En
general, la presencia de enfermedades en esta especie es rara, hecho que llama la
atencion debido a que se trata de un recurso sobre el cual se ejerce una fuerte presion

pesquera (Shields et al., 2006). Sin embargo, la poca documentacion de enfermedades en
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langostas P. argus en condiciones naturales podria deberse a que las pesquerias estan
enfocadas a la captura de langostas sub-adultas y adultas, las cuales son mas resistentes
a las enfermedades, a diferencia de las postlarvas y juveniles, que se cree son mas
susceptibles a los patogenos (Shields, 2011; Behringer, 2012). En este contexto, el
descubrimiento del PaV1 en juveniles de P. argus es el primer caso de una enfermedad

viral en poblaciones silvestres de cualquier especie de langosta.

La enfermedad viral Panulirus argus Virus 1 (PaV1)

Descubrimiento de PaV1

En 1999-2000, se empezaron a encontrar juveniles de P. argus en poblaciones de
langostas de Florida y México con signos de alguna enfermedad hasta entonces
desconocida (Shields y Behringer, 2004; Lozano-Alvarez et al., 2008). Mas adelante se
descubrié que el agente causal de dicha enfermedad era un virus patogénico que fue
denominado Panulirus argus Virus 1 (PaV1) (Shields y Behringer, 2004) porque al parecer
es especifico para P. argus (Butler et al., 2008). El virus permanecié sin clasificar hasta
2020, cuando se erigio la nueva familia Mininucleoviridae, que incluyé al PaV1
(Subramaniam et al. 2020).

La susceptibilidad al PaV1 esta inversamente relacionada con la talla de las
langostas (Shields y Behringer, 2004; Behringer et al., 2011; Behringer, 2012; Candia-
Zulbaran et al., 2012). El virus ataca principalmente células del mesodermo (ciertas
células de la hemolinfa, del tejido conectivo suave, y fagocitos fijos), pero con el tiempo la
enfermedad se vuelve sistémica (Shields, 2011). Conforme la enfermedad progresa, las
langostas desarrollan signos clinicos (macroscopicos) que incluyen una hemolinfa
delgada y lechosa que no coagula, decoloracion rojiza en las partes claras del
exoesqueleto, letargo, morbidez, y supresion de la muda (Montgomery-Fullerton et al.

2007; Lozano-Alvarez et al. 2008) (Fig. 1.3). En su fase avanzada, la enfermedad es
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irreversible y causa la muerte de las langostas debido a una deficiencia en la capacidad
digestiva, disminucion del estado nutricional y agotamiento de reservas energéticas
(Shields y Behringer, 2004; Li et al., 2008; Pascual-Jiménez et al., 2012; Herrera-
Salvatierra et al., 2019). En el estado de Quintana Roo se empezaron a detectar
langostas juveniles con signos clinicos de la enfermedad PaV1 en la laguna arrecifal de
Puerto Morelos en 2000 y en Banco Chinchorro en 2006 (Lozano-Alvarez et al., 2008).
Huchin-Mian et al. (2008) confirmaron la presencia del virus en dichas langostas por

medio de analisis histolégicos y moleculares.

Enferma 4 o #qcEnferma

Figura 1.3. Signos macroscopicos de la enfermedad viral PaV1 en langostas Panulirus argus: a)
hemolinfa lechosa, b) hemolinfa que no coagula, c) decoloracion rojiza del exoesqueleto y d)
supresion de la muda evidente por colonizacién de epibiontes.

Actualmente, PaV1 esta presente en una gran cantidad de localidades del Mar
Caribe (Butler et al., 2008; Huchin-Mian et al., 2009; Behringer et al., 2011; Cruz-Quintana
et al., 2011; Candia-Zulbaran et al., 2012), en particular la parte noroccidental (Moss et al.,
2013; Kough et al., 2015). La prevalencia de la enfermedad se ha estimado en muy pocas
poblaciones locales, en particular en los Cayos de Florida (EUA) (Shields y Behringer,
2004; Butler et al., 2015), Puerto Morelos, Banco Chinchorro y Bahia de la Ascension
(Quintana Roo, México) (Lozano-Alvarez et al., 2008; Ramirez-Estévez et al., 2010;
Candia-Zulbaran, 2011; Candia-Zulbaran et al., 2012; Huchin-Mian et al., 2013) y el Golfo
de Batabané (Cuba) (Cruz-Quintana et al., 2011), pero se requiere hacer esfuerzos para

monitorear la dinamica de la enfermedad, entendida como las variaciones temporales y
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espaciales en la prevalencia de la enfermedad y el entendimiento de los factores que
subyacen esas variaciones, asi como cuales son los individuos con mayor probabilidad de
resultar infectados, (Shields 2011; Cooch et al., 2012)en diferentes lugares del Caribe

(Lozano-Alvarez et al., 2008; Briones-Fourzan et al., 2009; Shields, 2011).

Influencia de PaV1 en el comportamiento gregario de P. argus

En todos los ambientes donde viven animales existe el riesgo de enfermedades.
Las estrategias efectivas para evitar y combatir las enfermedades se convierten en parte
del desarrollo de una seleccion genética y dentro de esta, se incluyen ciertos patrones de
comportamiento y otros mecanismos propios del organismo, como su sistema inmune,
que permiten al animal sobrevivir (Hart,1990,1992; Hart y Hart, 2018). Para reducir la
posibilidad de enfermarse, los animales exhiben una serie de conductas que disminuyen
el riesgo de adquisicion del patdégeno, pero estas estrategias no siempre tienen éxito
(Loehle, 1995; Flores et al., 2005; Sarabian et al., 2018).

En habitats naturales de la Bahia de Florida, EE.UU., Behringer et al. (2006),
observaron que las langostas P. argus visiblemente sanas tendian a compartir refugios,
mientras que las langostas con signos clinicos de la enfermedad PaV1 tendian a estar
solitarias en sus refugios. Con base en dichas observaciones, estos autores realizaron
experimentos de laboratorio para probar si las langostas sanas tendian a evitar refugios
ocupados por langostas enfermas y viceversa. Los resultados sugirieron que las langostas
sanas si tendian a evitar ocupar refugios donde se encontraba una langosta enferma,
pero que las langostas enfermas no mostraban esa tendencia. Se sugirié que esta
modificacion en el comportamiento normalmente gregario de los juveniles de P. argus
podria deberse a un cambio cualitativo en las sefiales quimicas de los individuos
enfermos (Behringer et al., 2006). Mas adelante se determind, también por medio de

experimentos en laboratorio, que las principales vias de transmisién del PaV1 eran por
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contacto entre langostas enfermas y sanas, a través del agua, y por ingestion de tejidos
infectados (las vias de transmision no se han determinado en poblaciones silvestres)
(Dahlgren y Staine, 2007; Butler et al., 2008).

Sin embargo, para una langosta, el compartir o no un refugio con un co-especifico
enfermo podria depender de diversos factores, entre ellos las dimensiones del refugio y la
disponibilidad de refugios alternos. Por ejemplo, a diferencia de lo observado por
Behringer et al. (2006) en la Bahia de Florida, Lozano-Alvarez et al. (2008), reportaron un
alto nivel de cohabitacion entre juveniles de P. argus sanos y enfermos en casitas
experimentales presentes en la laguna arrecifal de Puerto Morelos (donde los refugios
naturales son muy escasos, Briones-Fourzan et al. 2007). Lozano-Alvarez et al.
(2008)plantearon dos hipétesis alternativas, no necesariamente excluyentes, para explicar
este fendmeno: (1) que en habitats donde hay pocos refugios disponibles, los juveniles
sanos que estan buscando refugio y encuentran una casita con un co-especifico enfermo
optan (trade-off) entre el riesgo de depredacion y el riesgo de infeccion, o (2) que el area
de refugio que ofrecen las casitas experimentales (~1m?) es lo suficientemente grande
como para permitir la segregacion de langostas sanas y enfermas en su interior.
Posteriormente, Candia-Zulbaran (2011) y Briones-Fourzan et al. (2012) también
encontraron un nivel relativamente alto de cohabitacion entre langostas sanas y enfermas
en las casitas comerciales usadas en Bahia de la Ascension.

En un experimento de laboratorio, Behringer y Butler (2010) encontraron que las
langostas sanas prefirieron ocupar un refugio vacio a uno que contenia una langosta
enferma en presencia de senales quimicas de un depredador (pulpo), llegando a la
conclusion de que las langostas sanas prefieren renunciar al beneficio de la defensa
grupal antes que “arriesgarse a contraer el virus”. Sin embargo, estos resultados no
confirman ni rechazan las hipétesis planteadas por Lozano-Alvarez et al. (2008) porque

(a) las langostas focales en el experimento de Behringer y Butler (2010) tenian otro
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refugio inmediatamente disponible, (b) el area de proteccion que brindaban los refugios
utilizados en ese experimento era mucho menor (~0.08 m?) que el de las casitas usadas
por Lozano-Alvarez et al. (2008) (~1 m?), y (c) el riesgo de depredacion en dicho
experimento era potencial y no inmediato.

Después de un evento de muerte masiva de esponjas marinas que resultd en la
pérdida de muchos refugios para juveniles de P argus en los cayos de Florida, EE. UU.,
Butler et al. (2015) encontraron que, a pesar de que las langostas se concentraron entre
los refugios que quedaban, lo que presuntamente aumentaba su exposicién al virus PaV1,
la prevalencia de la enfermedad permanecio sin cambios incluso afios después de la
muerte de las esponjas. Pero en un experimento de campo, estos mismos autores
introdujeron langostas sanas o enfermas de PaV1 en agregaciones de langostas en
refugios naturales, obteniendo como resultado que al ser introducida la langosta enferma,
las langostas sanas abandonaron el refugio a pesar de la escasez de refugios
alternativos, mostrando inmunidad conductual (behavioral immunity) por sobre el riesgo
de depredacion al tener que buscar un nuevo refugio.

Sin embargo, en experimentos en los que se evalud la eleccidon de refugio por
parte de langostas de P. argus en presencia de co-especificos enfermos de PaV1y
modulada por la disponibilidad de refugio alternativo y el riesgo de depredacién por parte
de peces ballesta (Balistidae), Lozano-Alvarez et al. (2018) encontraron que en presencia
del depredador y con uno de los dos refugios disponibles ocupado por una langosta
enferma, las langostas focales se agregaron en el refugio vacio alternativo, pero cuando
los dos refugios estuvieron ocupados por langostas enfermas, algunas langostas focales
fueron encontradas en el area abierta del estanque y otras compartiendo el refugio con
langostas enfermas. Esto muestra que las langostas sanas pueden cohabitar con
langostas enfermas incluso en ausencia del depredador, lo que sugiere que la evitacion

de la enfermedad depende de la interaccion entre la disponibilidad de un refugio
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alternativo y del riesgo inmediato de depredacion. Ademas, en un estudio de campo en el
que se usaron casitas como refugios artificiales que proporcionan mayor area de
proteccion, estos mismos autores encontraron que la cohabitacion entre langostas sanas
y enfermas fue relativamente alta, pero la probabilidad de encontrar langostas enfermas
separadas de las sanas fue menor cuando el numero de langostas por casita fue mayor

(ver capitulo 4).

Planteamiento del tema y estructura de la tesis

El uso de casitas comerciales para la pesca de langosta en otros paises del Caribe
es de gran interés (Briones-Fourzan et al., 2000; Gittens y Butler, 2018), como también lo
es utilizar casitas mas pequefas para incrementar la abundancia de juveniles de P. argus
en areas marinas protegidas, lo que podria eventualmente producir un derrame (spillover)
de sub-adultos hacia areas donde se permita la pesca (Briones-Fourzan et al., 2007;
Salas et al., 2007). Sin embargo, a partir de la emergencia de la enfermedad PaV1 se ha
hecho necesario evaluar la posibilidad de un aumento en la prevalencia de langostas
enfermas con el uso de casitas, ya que el gregarismo y el aumento en la densidad
poblacional pueden aumentar las tasas de contacto entre individuos enfermos y sanos
(Loehle, 1995; Lafferty et al., 2004).

Por tanto, el objetivo general del presente estudio, llevado a cabo en Puerto
Morelos, Quintana Roo, es determinar la influencia del uso de casitas en los niveles de
prevalencia de la enfermedad PaV1 en juveniles de langosta Panulirus argus y analizar
diversos aspectos de la dinamica de la enfermedad en relacidén con el uso de casitas por
parte de las langostas juveniles.

La tesis esta organizada en seis capitulos. Cada capitulo esta preparado como un
articulo independiente. Por lo tanto, resultd inevitable repetir alguna informacion en

diferentes capitulos, en particular en la introduccion y métodos, para no perder la
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integridad de la investigacion. El capitulo 1 lo constituye la presente introduccién general y
el planteamiento del problema. El capitulo 2 presenta los resultados de un experimento de
laboratorio desarrollado para comparar la eleccion de refugios por parte de langostas
libres de PaV1 sometidas a la influencia de sefiales quimicas emitidas por langostas
clinicamente infectadas con PaV1 (es decir, con signos visibles de la enfermedad),
langostas sub-clinicamente infectadas (es decir, infectadas pero aun no enfermas),
langostas no infectadas, y langostas recién sacrificadas. El capitulo 3 trata sobre un
estudio manipulativo de campo realizado con el objeto de analizar el efecto del uso de
casitas en los niveles y variacién temporal de la prevalencia de la enfermedad PaV1. En el
capitulo 4 se comparan los niveles de cohabitacion de langostas sanas con enfermas en
casitas versus refugios naturales pre-existentes, asi como el patrén de ocupacién de las
casitas en presencia de langostas clinicamente infectadas con PaV1. El capitulo 5 trata
sobre la determinacion de la sensibilidad y especificidad de los signos clinicos para
detectar la infeccion por PaV1 en la poblacion de juveniles de P. argus de la laguna
arrecifal de Puerto Morelos. Finalmente, en el capitulo 6 se presenta una discusion
general y las conclusiones de la investigacion en su conjunto, sefialando los principales
resultados y las limitaciones del estudio, y se brindan recomendaciones para futuros

estudios.
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Capitulo 2. Influencia de sefales quimicas emitidas por langostas enfermas

con PaV1 en la eleccidén de refugios por co-especificos sanos

Introduccion

Panulirus argus tiene un ciclo de vida complejo con varios cambios de habitat
durante su vida béntica (Butler et al., 2006). Las postlarvas se asientan entre la
vegetacion marina donde los juveniles pequefios (de 6 a 15-25 mm de longitud
cefalotoracica, LC) permanecen por unos meses y exhiben un comportamiento asocial.
Eventualmente, los juveniles grandes (de 15-25 a 45-50 mm LC) dejan de vivir entre la
vegetacién para ocupar refugios estructurados tipo grieta, un cambio de habitat que
coincide con un cambio de comportamiento asocial a comportamiento social (Childress y
Herrnkind, 1994, 1996). El mas claro ejemplo del comportamiento social en P. argus 'y
otras langostas espinosas es el gregarismo, el cual es mediado por sefiales quimicas
intraespecificas liberadas en la orina (Ratchford y Eggleston, 1998; Horner et al., 2006,
2008) que son detectadas a través de las anténulas (Horner et al., 2008).

Para un individuo que esta buscando un refugio, seguir las sefiales quimicas de
co-especificos hacia un refugio reduce su tiempo de exposicién a los depredadores y le
permite evaluar la calidad del refugio encontrado (Nevitt et al., 2000; Childress y
Herrnkind, 2001a), mientras que congregarse dentro del refugio puede incrementar la
sobrevivencia per capita a traves del llamado “efecto de dilucion” o la “defensa grupal del
refugio” (Eggleston et al., 1990; Childress y Herrnkind, 2001a, 2001b; Briones-Fourzan et
al., 2007). Sin embargo, como se menciona en el Capitulo 1, el gregarismo no es
generado por la atraccidén quimica per se a menos que los beneficios superen a los costos
de la agregacion (Loehle, 1995; Childress, 2007). Para P. argus, los beneficios de la
agregacién pueden incluir el uso eficiente de los refugios disponibles, disminucion del

riesgo de depredacion e incremento de la sobrevivencia, persistencia en el habitat, ambito
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de forrajeo, y aumento en las oportunidades reproductivas (Childress y Herrnkind, 2001a;
Dolan y Butler, 2006; Briones-Fourzan et al., 2007; Childress, 2007). Los costos, por su
lado, incluyen un incremento de la competencia y la agresion intraespecifica, asi como de
la transmisién de parasitos y enfermedades (Loehle, 1995; Lafferty et al., 2004; Childress,
2007).

En experimentos de laboratorio, se ha observado que la transmisién de PaV1
ocurre por contacto entre langostas sanas y enfermas a través del agua, por lo menos en
distancias cortas (Butler et al., 2008). Aunque, en experimentos llevados a cabo por
Behringer et al. (2006), las langostas sanas evitaban compartir refugios con co-
especificos visiblemente enfermos y también evitaban a los co-especificos infectados
experimentalmente incluso antes de ser infecciosos. Esta estrategia, podria ayudar a
reducir las tasas de contacto y de transmision de PaV1 y mantener los niveles de
prevalencia relativamente bajos. Anderson y Behringer (2013) mostraron que la evitacién
era de naturaleza quimica, es decir, que las langostas sanas evitaron las sefales
quimicas, no las sefales visuales, de las langostas enfermas. Esto pareceria ser similar a
la evitacion de los llamados “olores de alarma” co-especificos, es decir, las sefiales
quimicas transmitidas en la hemolinfa que emana de co-especificos heridos, un
comportamiento que exhibe P. argus (Briones-Fourzan et al., 2008; Shabani et al., 2008).

Sin embargo, todos estos estudios de laboratorio utilizaron diferentes disefios y
condiciones experimentales (mesocosmos circulares vs laberintos en Y o canales, o
diferentes dimensiones; respuestas inmediatas vs respuestas posteriores a 48 h,
langostas experimentalmente infectadas vs naturalmente infectadas), que podrian
interactuar con el estimulo quimico en diferentes formas (Aggio y Derby, 2011), haciendo
dificil las comparaciones entre ellos. Por ejemplo, el comportamiento gregario es
parcialmente mediado por sefiales quimicas liberadas en la orina de co-especificos, las

cuales ademas comunican su status social (Shabani et al., 2009), por lo que las sefales
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de origen urinario liberadas por P. argus a distancias cortas pueden producir un
comportamiento evasivo en co-especificos (similar a la hemolinfa, Shabani et al., 2008),
pero atraerlos cuando son liberadas a mayores distancias (Horner et al., 2006; Briones-
Fourzan et al., 2008). Por lo tanto, la eleccidn de un refugio dependera en gran medida
del contexto en el cual sean transmitidas las sefiales quimicas de los co-especificos
(Shabani et al., 2009).

Por otro lado, se sabe que el comportamiento de P. argus puede variar durante el
ciclo de muda (Lipcius y Herrnkind, 1982), pero solamente en uno de todos los
experimentos de laboratorio arriba mencionados se control6 el efecto de confusion del
ciclo de muda en las langostas focales (Briones-Fourzan et al., 2008). Ademas, la
progresion de la enfermedad PaV1 afecta el comportamiento y la movilidad de las
langostas, de tal manera que las langostas con infeccion severa se vuelven letargicas
(Shields y Behringer, 2004). Sin embargo no se ha evaluado el efecto potencial de la
infeccion sub-clinica en el comportamiento de las langostas. Mas aun, ninguno de los
estudios arriba mencionados evalué la presencia de PaV1 en langostas presuntamente
sanas. Esto es importante ya que los signos macroscépicos (visibles) de la enfermedad
no aparecen sino hasta después de 35 a 50 dias de la infeccion (Li et al., 2008; Huchin-
Mian, 2013). Por medio del ensayo de deteccion de PaV1 a través de PCR desarrollado
por Montgomery-Fullerton et al. (2007), se ha encontrado que las langostas sub-
clinicamente infectadas (detectadas positivas por PCR pero sin signos visibles producidos
por PaV1) pueden ser tanto (Huchin-Mian et al., 2013) o mas abundantes (Behringer et
al., 2011) en los habitats naturales que las langostas visiblemente enfermas

Por lo tanto, el objetivo del presente capitulo fue contrastar la respuesta de
individuos de P. argus no infectados (sanos)a refugios de los cuales emanaban sefales
quimicas producidas por conspecificos en cuatro condiciones: (1) no infectados con PaV1,

(2) sub-clinicamente infectados con PaV1, (3) clinicamente infectados con PaV1 (es decir,
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visiblemente enfermos), y (4) muertos, controlando que las langostas focales se
encontraran en estado de intermuda y carecieran de PaV1 mediante ensayos de PCR
utilizando su hemolinfa. En estos experimentos se utilizé un conjunto de laberintos en Y
de 2 m de largo, distancia hasta la cual se ha estimado que es probable que se expresen
los comportamientos de langosta impulsados por quimiorrecepcién de orina (Horner et al.,
2006, 2008; Shabani et al., 2009). A diferencia de los estudios previos, en los que se
utilizaron langostas experimentalmente infectadas (Behringer et al., 2006; Butler y
Behringer, 2010, Anderson y Behringer, 2013), en el presente trabajo se utilizaron
exclusivamente langostas que estaban infectadas por exposicién al virus en condiciones
naturales. Bajo este disefio experimental, se esperaba que las langostas focales
mostraran atraccion a co-especificos no infectados, evitaran tanto a sus co-especificos
enfermos como muertos, y mostraran una respuesta neutral a los co-especificos sub-
clinicamente infectados, ya que en observaciones de campo se han encontrado langostas
sanas muy cerca de langostas sub-clinicamente infectadas (Huchin-Mian et al., 2013, ver

capitulo 4).

Materiales y métodos

Colecta de langostas

Los experimentos se llevaron a cabo en la Unidad Académica de Sistemas
Arrecifales, Universidad Nacional Auténoma de México, en Puerto Morelos, México (20°
54" N, 86° 54' W). Mediante buceo libre y SCUBA, se colectaron a mano langostas
juveniles aparentemente sanas y enfermas con signos clinicos de PaV1 (hemolinfa de
color lechoso, claramente visible a través de la membrana artrodial semitransparente
entre el cefalotorax y el abdomen), en la laguna arrecifal de Puerto Morelos (Huchin-Mian
et al., 2013). Las langostas fueron trasladadas al laboratorio entre 1 y 2 horas después de

la captura. Las langostas “sanas” y enfermas se colocaron en estanques separados con
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multiples refugios en la forma de bloques de concreto. Durante el periodo de aclimatacion
(=1 semana), las langostas fueron alimentadas con mejillones cada tercer dia. Los
estanques de aclimatacion y todas las unidades experimentales (ver abajo) recibian agua
de mar a través de un sistema de flujo abierto y se encontraban en el exterior pero bajo
sombra. El agua marina era bombeada de la laguna arrecifal de Puerto Morelos y tratada
con ozono antes de pasar a un reservorio elevado para su distribucién a los estanques y

también después de ser utilizada en los estanques.

Disefio experimental

Se usaron cuatro unidades experimentales. Cada unidad consistié en un laberinto
enY de 2 m de largo (Figura 2.1) con 2 estanques cabecera independientes (Briones-
Fourzan et al., 2008). Todos los estanques fueron llenados de agua hasta una altura de
0.3 m. Cada estanque cabecera (0.6 m de largo x 0.5 m de ancho x 0.5 m de altura)
contenia ~90 | de agua de mar mientras que el laberinto en Y (2.0 m de largo x 0.8 m de
ancho x 0.6 m de altura) contenia ~500 I. El laberinto en Y estaba dividido en dos brazos
iguales por un panel (1.0 m de largo x 0.6 m de altura). El agua de mar fluia hacia los
estanques cabecera a una tasa de 2 L min™' y de cada estanque cabecera hacia el
extremo de cada uno de los brazos del estanque en Y. En el extremo de cada brazo,
donde caia el agua proveniente de su respectivo estanque cabecera, se coloco un refugio.
Ambos refugios eran idénticos y se encontraban en el “area de inicio”, es decir, el extremo
opuesto del laberinto donde se mezclaba el agua proveniente de ambos brazos (Fig. 2.1).
Uno de los refugios recibia agua que provenia de un estanque cabecera que contenia un
estimulo (ver abajo), mientras que el otro recibia sélo agua de mar que no contenia
estimulo (control). En el area de inicio se colocd una malla semicircular para evitar que las
langostas se “refugiaran” en las esquinas. Todos los estanques eran completamente

opacos para evitar el contacto visual entre las langostas y los estanques cabecera
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estaban montados en una superficie diferente para eliminar la transferencia de
vibraciones. Ademas, para prevenir la transmisioén de senales acusticas producidas por el
estimulo, el agua proveniente de los estanques cabecera caia desde una altura de 5 cm
sobre la superficie del agua del laberinto. Previo al experimento, 16 langostas (50.0 + 15.4
mm CL, media £ desviacion estandar, DE) fueron individualmente probadas en los
laberintos en Y sin ningun estimulo quimico (los dos refugios recibian solo agua de mar
proveniente de los estanques cabecera), con el objeto de evaluar errores potenciales en
el disefio o0 en la orientacion de los laberintos que pudieran sesgar la eleccion de las
langostas focales en varias repeticiones. Cada refugio fue elegido por el 50% de estas
langostas, lo que sugiere que no existian factores de confusién potenciales por la

orientacion o el disefio del dispositivo.

Deteccion del ADN de PaV1 por PCR

Se analizé la hemolinfa de todas las langostas aparentemente sanas para detectar
la presencia de ADN de PaV1 mediante PCR. Después de desinfectar el exoesqueleto
con etanol al 70%, se extrajo un volumen de aproximadamente 300 uL de hemolinfa de la
base del quinto par de pereiépodos usando una jeringa estéril desechable de 1 ml. La
hemolinfa se fij6é inmediatamente en etanol al 96% y se almacend a —20°C. La extraccion
de ADN de cada una de las muestras de hemolinfa se llevé a cabo siguiendo un protocolo
de precipitacion de sales similar al descrito por Aljanabi y Martinez (1997). La
precipitacién del ADN se logro tras afadir 200uL de acetato de sodio 3M, pH 5.2, en lugar
de NaCL. La integridad del ADN fue caracterizada por electroforesis en un gel de agarosa

al 1%.



39

Flujo de agua

3

Estanques
cabecera

Control % Estimulo

[ % |
. y : 4
Refugios | [} q L b

Langosta

focal hm J

b
-
"h-‘ -

Fig. 2.1. Representacion esquematica de los laberintos en Y experimentales utilizados para probar
la respuesta de langostas Panulirus argus no infectadas a refugios que emanaban sefales
quimicas de co-especificos en cuatro condiciones diferentes.

El ADN de PaV1 fue amplificado por PCR en una reaccién de 25 pl conteniendo 1
ML de ADN extraido, 0.33 uM de cada primer 45aF y 543aR (Montgomery-Fullerton et al.,
2007), 2.5 mM de e MgCI2 (Promega), 0.6X de bufer de reaccion (Promega), 0.4 mM de
mezcla de dNTPs (Promega), y 0.75 U de Taq DNA polimerasa (Promega). Las
condiciones de termociclaje fueron: 1 ciclo a 94°C por 10 min seguido por 30 ciclos de
94°C por 30 s, 63°C por 30 s, 72°C por 1 min; seguidos de 72°C 10 min. La presencia del
amplicén esperado de 499 pb de PaV1 se determind mediante la resolucion de 5 L del
producto de PCR y 3 yL de bufer de carga en un gel de agarosa al 2% que contenia 0.1%
de bromuro de etidio, y la visualizacion del ADN se hizo utilizando iluminacién UV (MiniBis

Pro®). Se utilizé agua ultrapura y ADN de hemocitos extraidos de langostas severamente
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infectadas con PaV1 como controles negativo y positivo, respectivamente (Huchin-Mian et

al., 2013). El protocolo se describe de manera detallada en el Apéndice 1.

Tratamientos experimentales

Sobre la base de los resultados de la PCR, las langostas aparentemente sanas se
categorizaron en langostas no infectadas (negativas a PaV1 por PCR) y langostas sub-
clinicamente infectadas (positivas a PaV1 por PCR pero sin signos visibles de la
enfermedad). El experimento consistié en cuatro tratamientos que difirieron en la
condicion de las langostas usadas como fuentes de estimulo quimico. Estas langostas
fueron denominadas “estimulos”. En los tratamientos 1,2 y 3, el estimulo consistié en
langostas no infectadas, sub-clinicamente y clinicamente infectadas, respectivamente,
mientras que en el tratamiento 4 el estimulo consistié en la mitad de una langosta recién
muerta (ver tabla 2.1). Se utilizé solo una mitad de langosta por repeticiéon para minimizar
el sacrificio de animales. Se utilizaron exclusivamente langostas negativas a PaV1 por
PCR como langostas focales, y todas las langostas focales fueron utilizadas una sola vez.

Las repeticiones se llevaron a cabo durante la noche. En cada repeticién, 30 min
antes de oscurecer el estimulo fue colocado al azar en uno de los estanques cabecera de
cada laberinto. Posteriormente, se colocd una langosta focal en el area de inicio del
laberinto dentro de un cilindro de malla (0.45 m de diametro, 0.40 m de altura) durante 2 h
para su aclimatacion. El cilindro fue removido y la langosta focal quedo libre de deambular
por el laberinto durante toda la noche. Entre las 9:00 y 10:00 h del dia siguiente, se
registro la posicion de la langosta focal y se revisaron los flujos de los estanques
cabecera. Luego, la langosta focal fue extraida del laberinto para medirla con un vernier
(longitud cefalotoracica, LC, desde entre los cuernos rostrales hasta el margen posterior
del caparazon, £ 0.1 mm) y determinar su estado de muda mediante la observacion al

microscopio de la punta de uno de los pledpodos (ver Lyle y MacDonald, 1983). Para
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asegurar que las sefales quimicas no permanecieran en las unidades experimentales
después de cada repeticion, tanto los estanques cabecera como los laberintos fueron
drenados y cepillados y se permitié que el agua fluyera a una tasa elevada, abriendo

completamente la llave de alimentacion, hasta la siguiente repeticion.

Tabla 2.1. Resumen de los cuatro tratamientos para evaluar la influencia de sefales quimicas
emanadas por langostas en diferentes condiciones (“estimulos”) sobre la eleccién de refugio de
langostas focales Panulirus argus. “No infectadas” son langostas que dieron negativo a PaV1 por
PCR. “Sub-clinicamente infectadas” son langostas que dieron positivo a PaV1 por PCR pero que
no mostraban signos macroscoépicos de la enfermedad. “Clinicamente infectadas” eran langostas
que mostraban signos clinicos de la enfermedad. Muertas y cortadas: era la mitad de una langosta
recién muerta, cortada longitudinalmente.

Tratamiento Langostas estimulo Respuesta esperada n
1 No infectadas Atraccion 19
2 Sub-clinicamente infectadas Neutral 18
3 Clinicamente infectadas Evitacion 20
4 Muertas y cortadas Evitacion 20

Se hicieron por lo menos 20 repeticiones de cada tratamiento, pero fueron
descartadas aquellas en las que el flujo difirié por mas de + 0.50 L/min entre estanques
cabecera (Briones-Fourzan et al., 2008) o aquellas en las que la langosta focal no estuvo
en intermuda (debido a que el comportamiento de las langostas puede cambiar durante la
premuda y la postmuda) (Lipcius y Herrnkind, 1982). En el tratamiento 3, se descartaron
ademas cuatro repeticiones en las cuales el estimulo (langosta clinicamente infectada)
murié durante la noche. Para evitar un posible efecto de confusion por la estacionalidad,
las repeticiones de los cuatro tratamientos fueron intercaladas a lo largo del periodo
experimental.

Independientemente del estimulo, el resultado de una repeticién fue denominada

“atraccion” cuando la langosta focal eligio el refugio sujeto a sefnales quimicas
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provenientes del estimulo o “evitacion” cuando la langosta focal eligio el refugio que
recibia s6lo agua marina. De esta manera, los resultados se expresan como los
porcentajes de langostas que exhibieron atraccién vs evitaciéon. Se utilizé el método de
puntuacion con correccion para continuidad (Newcombe, 1998) para computar los
intervalos de confianza al 95% de los porcentajes. Los resultados de cada tratamiento
fueron sometidos a una prueba binomial de dos colas, en la que la probabilidad de
escoger cualquiera de los dos refugios era del 50% (es decir, la proporcién p = 0.5).
Posteriormente, los resultados de los cuatro tratamientos fueron contrastados en una

tabla contingencia de 2 x 4. En todos los casos, el nivel de significancia fue a = 0.05.

Resultados

Para todas las repeticiones validas, la talla media (+ DE) de las langostas focales
fue 49.2 + 13.6 mm LC (n = 94). La talla media de las langostas focales no varid
significativamente entre tratamientos (ANOVA de una via, F=1.072,gl =4, 89; p =
0.375).

Las langostas focales no fueron significativamente atraidas a los refugios con
sefales quimicas emanadas por co-especificos no infectados (p = 0.359) y no evitaron
significativamente los refugios de los que emanaban sefales quimicas de co-especificos
sub-clinicamente infectados (p = 0.814) (Figura 2.2). En cambio, las langostas focales
evitaron significativamente los refugios de los cuales emanaban sefales quimicas de co-
especificos clinicamente infectados con PaV1 (80% de evitacion, p = 0.0118) y los
refugios de los cuales emanaban sefiales quimicas de co-especificos muertos (85% de
evitacion, p = 0.0026). (Figura 3).

El analisis de la tabla de contingencia contrastando los cuatro tratamientos arrojé
un resultado significativo (x* = 12.881, gl = 3, p = 0.005). Un analisis subdividido de y*

(Zar, 1999) mostro que los resultados de los tratamientos 1 y 2 no difirieron
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significativamente entre si (y* = 0.029, gl = 1, p = 0.884), y que los resultados de los

tratamientos 3 y 4 tampoco difirieron significativamente entre si (x*>=0, gl = 1, p = 1.0).
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O Atraccion @ Evitacion

Fig. 2.2. Resultados del experimento con laberintos en Y para investigar los efectos de sefiales
quimicas sobre Panulirus argus en cuatro condiciones diferentes en la eleccién de refugio por co-
especificos no infectados. La linea horizontal punteada indica la eleccién del refugio al azar (50%).

Discusién

En el presente trabajo se contrastaron, en un solo experimento, las respuestas de
langostas focales P. argus no infectadas con PaV1 a sefales quimicas emanadas por co-
especificos no infectados, sub-clinicamente infectados (infectados pero no enfermos),
clinicamente infectados (infectados y enfermos, e infecciosos), y muertos. Este trabajo
difiere de estudios previos en que (a) se evalué la presencia de ADN del virus PaV1 en
todas las langostas aparentemente sanas y (b) todas las langostas que estaban
visiblemente enfermas y aquellas que fueron positivas a PaV1 por PCR se infectaron

debido a la exposicion al virus bajo condiciones naturales.
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Las langostas focales evitaron significativamente los refugios con sefales
quimicas provenientes de co-especificos tanto infectados como muertos, resultados que
son consistentes con los de Anderson y Behringer (2013) y Briones-Fourzan et al. (2008),
respectivamente, pero las respuestas de las langostas focales a los refugios con sefiales
quimicas provenientes tanto de langostas sub-clinicamente infectadas como de langostas
no infectadas no difirieron del azar. Este ultimo resultado era inesperado, ya que en
experimentos previos con laberintos en Y, las langostas P. argus mostraron una atraccién
significativa a refugios con sefales quimica provenientes de co-especificos no enfermos
(Ratchford y Eggleston, 1998: Briones-Fourzan et al., 2008). Sin embargo, Anderson y
Behringer (2013) también obtuvieron un resultado que no difirié del azar al evaluar la
atraccion hacia sefiales quimicas de langostas sanas. Mas recientemente, Childress et al.
(2015) hicieron un meta-analisis de seis experimentos con laberintos en Y realizados
entre 1996 y 2012 (incluyendo los de Ratchford y Eggleston, 1998; Briones-Fourzan et al.,
2008, y Anderson y Behringer, 2013), con el objeto de probar la hipotesis de que los
juveniles de P. argus se estan volviendo menos sociales. Sus resultados mostraron que la
atraccion co-especifica en P. argus en experimentos de este tipo ha disminuido desde
2010, con un valor significativamente menor en 2012. Childress et al. (2015) interpretan
sus resultados como una disminucion en la socializacion de P. argus cuyas causas se
desconocen, pero sugieren que una de ellas podria ser la amplia presencia de PaV1 en
las poblaciones de P. argus del Gran Caribe.

Las langostas espinosas han sido extensamente estudiadas en relacion a los
mecanismos de agregacion y evitacion, mostrando que, en general, la agregacién es
mediada por quimicos que se expelen en la orina y que la evitacién es mediada por
quimicos que se encuentran en la hemolinfa (Horner et al., 2006,2008; Shabani et al.,
2008, 2009; Aggio y Derby, 2011). Sin embargo, los resultados de Anderson y Behringer

(2013) y del presente trabajo claramente muestran que la evitacion de langostas
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visiblemente enfermas con PaV1 por co-especificos sanos es mediada por
quimiorrecepcién de senales quimicas en la orina. La evitacién de olores de langostas
enfermas fue similar en magnitud a la evitacién de olores de alarma en la hemolinfa de co-
especificos letalmente heridos, la cual representa una estrategia anti-depredacioén efectiva
en especies gregarias (Dicke y Grostal, 2001; Briones-Fourzan et al., 2008). Por otro lado,
los olores de alarma acarreados en la hemolinfa producen aversion solo por un periodo de
tiempo limitado debido a que se degradan con el tiempo. Por ejemplo, los olores de
alarma de la jaiba Callinectes sapidus pierden efectividad en un plazo de 18 h (Ferner et
al., 2005). Por lo tanto, en el caso de experimentos que duran toda la noche en los que se
utilizan especimenes muertos como estimulo (tal como en el tratamiento 4), el estimulo
real puede cambiar con el tiempo (Aggio y Derby, 2011). Yao et al. (2009) sugieren que
algunos trabajos que se refieren a la evitacion de olores de alarma de co-especificos
muertos o heridos pueden involucrar “necromonas”, que son sustancias bioquimicas
generadas por la descomposicion del organismo y asociadas con la muerte, con fuentes
potenciales de infecciones, o con otras patologias. A diferencia de los olores de alarma,
que se degradan relativamente rapido y tienen cierto grado de especificidad, las
necromonas pueden persistir por dias y son altamente conservadas. Por ejemplo, ciertos
acidos grasos insaturados, tales como el acido oleico y el &cido linoléico, estan asociados
con la muerte y se ha demostrado que repelen animales en muchos taxa, incluyendo
crustaceos (Yao et al., 2009). Los acidos oleico y linoléico estan ausentes en cadaveres
recién muertos, pero son liberados por hidrélisis enzimatica de triglicéridos dentro de las
24 h post mortem y permanecen estables hasta por 6 dias después de la muerte (Diez et
al., 2013). Sin embargo, dada la naturaleza conservada de las necromonas, el
reconocimiento de la muerte esta generalmente acoplado a sefiales adicionales que

indican especificidad (Yao et al., 2009).
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Por tanto, es posible que las langostas focales en el tratamiento 4 hayan evitado
necromonas de los co-especificos muertos en lugar de los olores de alarma transmitidos
en la hemolinfa. El resultado similar obtenido en el tratamiento 3 podria indicar que una
vez que las langostas infectadas con PaV1 desarrollan los signos clinicos de la
enfermedad, su olor tiene un efecto repelente sobre otras langostas similares al que tiene
el olor de los co-especificos muertos. En el inicio de la infeccion por PaV1, los principales
sitios de infeccidn son los fagocitos fijos del hepatopancreas, pero cuando la infeccién
progresa, esta se vuelve sistémica y se disemina hacia todo el hepatopancreas, las
branquias, el corazon y la epidermis cuticular del intestino (Li et al., 2008). En langostas
severamente infectadas, el hepatopancreas se aprecia isquémico, atrofiado, y con
necrosis local, lo que provoca desgaste metabdlico y letargo (Shields y Behringer, 2004;
Briones-Fourzan et al., 2009). Los cambios que ocurren en los constituyentes de la
hemolinfa de langostas infectadas con PaV1 tanto experimentalmente (Li et al., 2008)
como naturalmente (Pascual- Jiménez et al., 2012; Herrera-Salvatierra et al., 2019) se
reflejan en el incremento de la degradacion del tejido y catabolismo del hepatopancreas;
por lo tanto, es posible que las langostas visiblemente enfermas exuden quimicos
asociados con la descomposicion, dando como resultado un “olor a muerte”.

Con respecto a la evitacion de co-especificos enfermos, Aggio y Derby (2011)
consideraron interesante determinar si las sefiales de aversion se originan en el
hospedero o en el patégeno. Por ejemplo, el pez Fundulus diaphanus detecta y discrimina
a co-especificos infectados con quistes de un trematodo parasito. En este caso la
deteccién de peces infectados es a través de sefiales visuales (Krause et al., 1999),
aunque las sefales quimicas no pueden ser desestimadas (Wisenden et al., 2009). Sin
embargo, puesto que el pez es hospedero intermediario de los trematodos, la transmision
de pez a pez es imposible. Esto indica que el pez solo puede discriminar a co-especificos

“enfermos”, no a un parasito especifico (Wisenden et al., 2009). De manera similar, los
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resultados del tratamiento 3 sugieren que las sefales de aversion provienen del
hospedero mas que del virus, lo que sugiere que las langostas pueden estar simplemente
evitando a los co-especificos enfermos y no al patégeno. Esto también parece ser
apoyado por los resultados del tratamiento 2, en el cual la respuesta de las langostas a
las sefiales quimicas de las langostas sub-clinicamente infectadas no difirié del azar, lo
que sugiere que las langostas sub-clinicamente infectadas no emiten el olor repelente o
bien lo emiten a niveles sub-umbral. Este resultado pareceria contradecir los resultados
de Behringer et al. (2006), quienes encontraron que los individuos enfermos son evitados
antes de ser infecciosos. Sin embargo, aunque los ensayos de PCR que se realizaron en
este trabajo permiten detectar el ADN de PaV1 en la hemolinfa de las langostas, no
permiten determinar la carga viral o la progresion de la enfermedad en estas langostas.
En resumen, en condiciones de laboratorio, las langostas sanas evitan a co-
especificos visiblemente enfermos durante la noche y su respuesta es similar a la que
exhiben hacia co-especificos muertos. Sin embargo, esto no implica que en el medio
natural las langostas sanas invariablemente evitaran compartir refugios con co-especificos
enfermos. Por ejemplo, las langostas sanas a menudo cohabitan con co-especificos
enfermos en “casitas”, grandes refugios artificiales que se colocan en habitats con
refugios escasos y que se utilizan para incrementar la biomasa of P. argus en algunos
paises del Caribe (Lozano-AIvarez et al., 2008; Briones-Fourzan et al., 2012; Candia-
Zulbaran et al., 2012; ver Capitulo 4), un fendémeno para el cual Lozano-Alvarez et al.
(2008) ofrecieron dos explicaciones posibles. Una explicacién es que la gran area de
refugio que proveen las casitas (hasta 2 m?) permite a las langostas sanas y enfermas
compartir estos refugios sin contacto fisico. Sin embargo, esta explicacién no es apoyada
por los resultados de nuestro tratamiento 3, en el que 16 de las 20 langostas focales
evitaron los olores de langostas enfermas a una distancia de hasta 2 m (la longitud de los

laberintos en Y). De manera similar, en un experimento de campo realizado para evaluar
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la distribucion de juveniles de langosta en un arreglo radial de refugios ubicados a 0.5, 1y
2 m de un co-especifico enfermo localizado en el centro, las langostas se movieron un
promedio de 1 m de distancia de la langosta enferma después de un tiempo (Anderson y
Behringer, 2013).

La otra explicacion es que en habitats con refugios escasos, el riesgo de
depredacién de juveniles de langosta es mas alto que en habitats con refugios
abundantes, por lo que las langostas sanas enfrentan una disyuntiva (trade-off) entre
evitar compartir refugios con co-especificos enfermos y evitar el riesgo de depredacion
(Lozano-Alvarez et al., 2008; 2018). De hecho, en la naturaleza, los comportamientos de
evitacion pueden ser costosos, tanto energéticamente como debido a disyuntivas entre
demandas conflictivas (Loehle, 1995; Wisenden et al., 2009) y, como lo sefialaron
Shabani et al. (2009), la eleccion de refugio es un asunto complejo que va a depender en
gran medida del contexto en el que las sefales quimicas son transmitidas por los co-
especificos. Se necesitan mas experimentos para examinar la disyuntiva entre evitar una

enfermedad y evitar la depredacion en diferentes contextos ecolégicos.
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Capitulo 3. Efecto del uso de refugios artificiales ‘casitas’ en la prevalencia

de la enfermedad PaV1 en juveniles de Panulirus argus.

Introduccion

La langosta del Caribe Panulirus argus es la especie de langosta espinosa que
mas se pesca en el mundo (FAO, 2016) debido a la gran talla que alcanza, su rapido
crecimiento y su presencia en habitats que abarcan bahias y lagunas arrecifales someras,
arrecifes coralinos y fondos hasta profundidades de ~70 m y (Phillips et al., 2013). En su
area de distribucién, esta especie se captura con muy variados artes y métodos de pesca
que incluyen trampas de diversos materiales y tipos, redes de enmalle y redes agalleras
en fondos relativamente profundos, asi como ganchos, lazos, redes de mano o
simplemente a mano, usando buceo libre, semiauténomo (“hookah”) o auténomo
(SCUBA) (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2013).

Sin embargo, desde mediados del siglo XX, pescadores cubanos empezaron a
utilizar estructuras artificiales para explotar el comportamiento gregario de P. argusy
facilitar asi su captura (Cruz y Phillips, 2000). Mas adelante, esta técnica fue adoptada por
pescadores mexicanos en las Bahia de la Ascension y Espiritu Santo, en Quintana Roo
(Lozano-Alvarez et al., 1991b; Briones-Fourzan et al., 2000), y por pescadores de las
Bahamas (Deleveaux y Bethel, 2002; Gittens et al., 2018). Dichas estructuras, llamadas
“pesqueros” en Cuba, “condos” en Bahamas, y “casitas” en México y el resto del Caribe,
consisten en una placa rigida —por lo general de alrededor de ~2 m? de superficie—
elevada unos cuantos centimetros por encima del fondo, generando una amplia “grieta”
artificial (Briones-Fourzan et al., 2000, 2007).

Si bien la adicién de refugios artificiales ayuda a mitigar la escasez de refugios
naturales, durante muchos afios se ha mantenido una controversia sobre si las casitas

solamente agregan a las langostas dispersas en el habitat haciéndolas mas vulnerables a
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la captura, lo que podria eventualmente provocar un colapso en la poblacién, o si
realmente aumentan la biomasa, en cuyo caso es necesario determinar el mecanismo
proximal (Butler y Herrnkind, 1997; Sosa-Cordero et al., 1998; Herrnkind et al., 1999). En
la década de 1990, varios experimentos de corta duracién mostraron que las casitas
aumentaban la abundancia de juveniles y/o la supervivencia de langostas debido a los
beneficios funcionales de la agregacion (Eggleston et al., 1990, 1992, 1997; Eggleston y
Lipcius, 1992; Arce et al., 1997; Sosa-Cordero et al., 1998). Pero con el objeto de
determinar si esto se podria reflejar en un aumento en la biomasa, era necesario hacer un
experimento de campo mas prolongado en el que se contrastaran diversos atributos
poblacionales de las langostas entre sitios con y sin casitas. Un experimento con dichas
caracteristicas tuvo lugar entre 1997 y 2002 en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, un
habitat con escasos refugios naturales. Los resultados demostraron que en los sitios con
casitas aumento significativamente la densidad y la biomasa de juveniles de P. argus al
brindarles refugios amplios que fomentaron su gregarismo y, por ende, su supervivencia
(Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2001; Briones-Fourzan et al., 2007).
Independientemente de la complejidad vegetal, el efecto de las casitas sobre dichos
atributos de las langostas tendio a ser similar en todos los sitios con casitas con en el
tiempo, pero dicho efecto fue mas inmediato en aquellos sitios que tenian vegetacion
marina mas compleja (Lozano-Alvarez et al., 2009).

En Puerto Morelos, el primer brote de la enfermedad PaV1 se dio en el ano 2000,
y los sitios experimentales de 1 ha de superficie que contenian 10 casitas c/u (de 1m? de
area y 4 cm de altura de entrada) mostraron un aumento en la prevalencia anual de
langostas enfermas de 2001 (2.1%) a 2005 (7%) y a 2006 (10.9%) (Lozano-Alvarez et al.,
2008; Briones-Fourzan et al., 2009), lo que podria reflejar el alto nivel de cohabitacion
entre langostas sanas y enfermas registrado en las casitas (Lozano-Alvarez et al., 2008).

Con base en estos resultados, se plantearon dos posibles hipétesis: 1) que en habitats
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donde los refugios para langostas son escasos, las langostas hacen una compensacién
(trade-off) entre evitar el riesgo de depredacion y evitar el riego de enfermarse, y 2) que el
amplio refugio que brindan las casitas permitan a langostas sanas y enfermas cohabitar
sin tener contacto fisico. Sin embargo, estos niveles de prevalencia fueron similares a los
encontrados en juveniles en la bahia de Florida, donde nunca se han utilizado casitas (6-
8%) (Behringer et al., 2006).Por otro lado, en casitas experimentales instaladas en Banco
Chinchorro en 2006, la prevalencia de langostas enfermas (7.4%) fue muy similar a la de
Puerto Morelos en el 2005, a pesar de que en Banco Chinchorro se encontré un menor
nivel de cohabitacion entre langostas sanas y enfermas que en Puerto Morelos (Lozano-
Alvarez et al., 2008). En posteriores muestreos en Banco Chinchorro, Ramirez-Estévez et
al. (2010) encontraron una prevalencia de 2.2%, mas baja que en muestreos anteriores,
indicando variaciones temporales en los niveles de prevalencia.

En la Bahia de la Ascensién, donde la captura de langostas se basa en el uso
extensivo de casitas comerciales (1.5 a 2 m? de drea y 12 a 15 cm de altura de entrada),
la prevalencia de langostas enfermas en la captura comercial (langostas sub-adultas y
adultas), muestreada en el sitio de desembarque, fue de 0.96-3.2% en diferentes afios
(Candia-Zulbaran, 2011; Candia-Zulbaran et al., 2012). Por otra parte, en langostas
(juveniles a adultas) muestreadas directamente en casitas distribuidas en tres zonas de la
bahia durante cuatro periodos de muestreo diferentes, la prevalencia global no difirid
entre periodos (4.1-5.1%) pero si entre zonas. Estos resultados generan nuevas
interrogantes sobre los efectos potenciales de diversos factores ambientales locales en la
ecologia de esta enfermedad en poblaciones de P. argus (Candia-Zulbaran, 2011;
Briones-Fourzan et al., 2012). En ese mismo estudio, el 86% de las langostas enfermas
se encontraron compartiendo casitas con langostas sanas, pero las casitas que sélo
contenian langostas sanas tuvieron en promedio mas langostas que las casitas co-

ocupadas por langostas sanas y enfermas. Sin embargo, del total de casitas
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muestreadas, una alta proporcién albergaba langostas sanas con enfermas y una baja
proporcion sélo albergaba langostas enfermas, lo que pareceria apoyar la segunda
hipétesis planteada por Lozano-Alvarez et al. (2008) de que el area de refugio que
proveen estas casitas (~2 m?) podria limitar el contacto entre langostas sanas y enfermas.

En el Golfo de Bataband, Cuba, Cruz-Quintana et al. (2011) muestrearon
langostas tanto en casitas comerciales como en “condominios” (otro tipo de refugios
artificiales disenados para monitorear cambios en la abundancia de juveniles tardios) en
diferentes zonas y periodos. La prevalencia promedio global fue de 4.48% pero vari6
entre zonas, similar a lo encontrado en Bahia de la Ascension (Candia-Zulbaran, 2011;
Candia-Zulbaran et al., 2012) aunque, a diferencia de Bahia de la Ascension, la
prevalencia en el Golfo de Batabano también difirié entre periodos (Cruz-Quintana et al.,
2011). Estos mismos autores mencionan de manera anecdética que las langostas
enfermas tendian a estar solitarias en casitas, aunque no brindaron datos cuantitativos.

Briones-Fourzan et al. (2012) analizaron el efecto de diversos factores sobre la
prevalencia de langostas enfermas en los sitios de Bahia de la Ascensién muestreados
por Candia Zulbaran (2011) y Candia-Zulbaran et al. (2012), encontrando que los sitios
con mayor prevalencia de langostas enfermas tenian una vegetacion marina mas densa y
compleja y eran comparativamente menos someros que donde la prevalencia era menor.
Dichos autores plantearon la posibilidad de que la vegetacién marina sea un reservorio
ambiental de viriones de PaV1 y prolongue su persistencia al protegerlos con su sombra
de los efectos daninos de la luz ultravioleta.

En el presente capitulo, se presentan resultados de un estudio de campo
manipulativo llevado a cabo en la laguna arrecifal de Puerto Morelos con el objeto de
examinar (1) si la presencia de casitas se reflejaba con el tiempo en mayores niveles de
prevalencia de langostas enfermas con PaV1 y (2) si posteriormente la extracciéon

sistematica de langostas visiblemente enfermas alteraba los niveles de prevalencia en los
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sitios con casitas. Para tratar de contestar estas preguntas, el estudio se dividié en dos

etapas, cuyos disefio y resultados se presentan por separado.

Area de Estudio

La laguna arrecifal de Puerto Morelos (20°52’07.3” N, 86°51’40.0” W) esta ubicada
en la porcion norte de la costa de Quintana Roo (Caribe Mexicano) (Fig. 3.1). La laguna
se extiende desde la linea de costa hasta un arrecife coralino que corre ligeramente en
diagonal a una distancia de ~ 500 a 2000 m de la costa. La profundidad en la laguna
arrecifal es <5 m. El sistema arrecifal coralino de Puerto Morelos fue declarado area
marina protegida en 1998 (Instituto Nacional de Ecologia, 2000) y la pesca de langosta
quedd restringida a unas cuantas partes de la zona frontal del arrecife; por tanto, no hay
pesca de langostas en la laguna arrecifal. Ademas, debido a la escasez de langostas de
talla comercial en el habitat arrecifal frente a Puerto Morelos (Lozano-Alvarez et al., 2007),
los pescadores locales prefieren capturar langostas en lugares situados a varios
kilometros al norte y sur de Puerto Morelos (Lozano-Alvarez et al., 1991a, Padilla-Ramos
y Briones-Fourzan, 1997).

El fondo de la laguna arrecifal estda compuesto principalmente por arena calcarea
estabilizada por amplias praderas de pastos marinos, aunque en algunas partes aflora el
pavimento calcareo. A partir de la linea de costa, la laguna arrecifal puede dividirse en 3
zonas sobre la base de la vegetacién: (1) Laguna costera: una estrecha franja costera de
20-50 m de ancho dominada por pastos marinos ( Thalassia testudinum o bien
Syringodium filiforme) con escasas algas rizofiticas, (2) Laguna media: una amplia zona
de 400-1000 m de ancho donde la vegetacion es muy variable pero abundan los pastos
marinos T. testudinumy S. filiforme en niveles moderados de densidad y altura de hoja,

pero con mayor abundancia de algas rizofiticas y también de algas de deriva como
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Lobophora variegata, y (3) Laguna posterior: una zona adyacente a la parte posterior
(protegida) del arrecife, de 100—400 m de ancho donde domina el pasto T. testudinum con
niveles bajos de densidad y altura de hojas, el pasto S. filiforme es relativamente escaso,
y hay una abundancia variable de algas rizofiticas (Ruiz-Renteria et al., 1998). De esta
manera, en comparacién con la laguna media, la zona de la laguna cercana al arrecife
posterior tiene un capa de sedimento significativamente mas delgada y mayores areas
con vegetacion baja y poco densa, asi como una biomasa mucho menor de algas de
deriva (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2001b; Lozano-Alvarez et al., 2009). La
temperatura del agua es tipicamente mas alta en julio-septiembre, y mas baja durante
enero-marzo (Ruiz-Renteria et al., 1998; Rodriguez-Martinez et al., 2010). En la laguna
arrecifal de Puerto Morelos, los refugios naturales tipo grieta que utilizan los juveniles de
langosta son escasos y muchos son de naturaleza efimera (Briones-Fourzan y Lozano-
Alvarez, 2001a; Lozano-Alvarez et al., 2009). Es decir, el refugio es un factor limitante
para la poblacion local de juveniles de P. argus ya que su falta o escasez aumenta el
riesgo de depredacion y reduce la abundancia local de langosta (Briones-Fourzan et al.,

2007).
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Fig. 3.1. (A) Ubicacion de Puerto Morelos en México y el Caribe. (b) Esquema de la laguna
arrecifal de Puerto Morelos mostrando los sitios de muestreo. Los cuadros blancos representan los
5 sitios sin casitas y los cuadros negros representan los 5 sitios con casitas.

Etapa 1: Efecto de las casitas en la densidad de juveniles de P. argus y prevalencia

de individuos clinicamente infectados con PaV1

Objetivos

1) Determinar y comparar a lo largo del tiempo la densidad poblacional y niveles de
prevalencia de la enfermedad PaV1 en juveniles de P. argus en sitios con casitas y
sitios sin casitas distribuidos en la laguna arrecifal de Puerto Morelos.

2) Determinar si hay una relacion entre la densidad de langostas y los niveles de

prevalencia clinica de PaV1.

Hipétesis

Si el principal modo de transmisién del PaV1 es el contacto fisico, entonces la
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prevalencia de langostas enfermas tendera a ser mayor en los sitios con casitas
(donde se espera una mayor densidad y tendencia a agruparse de las langostas) que
en los sitios sin casitas.

Si la transmisién de la enfermedad aumenta con la densidad poblacional, entonces se
encontrara una correlacién positiva entre densidad de langostas y prevalencia de la

enfermedad.

Material y Métodos

Disefio experimental y muestreo de langostas

Entre julio y agosto de 2009 se delimitaron 10 sitios experimentales en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos (Fig. 3.1). Las dimensiones de cada sitio eran de 100 m x 100
m (= 1 ha). La eleccion del tamafio del sitio (1 ha) se debe a que los juveniles de P. argus
muestran un alto nivel de fidelidad al refugio y un ambito de movimiento diario del orden
de <1 a ~20 m (Acosta y Butler, 1997; Lozano-Alvarez et al., 2009). Para asegurar la
independencia de los datos, los sitios se encontraban separados entre si (y del arrecife
coralino) por distancias entre 200 y 400 m. Estas distancias exceden los ambitos de
movimiento de los juveniles de langosta, como lo demostré un estudio previo de marcaje-
recaptura en esta misma laguna arrecifal (Briones-Fourzan et al., 2007). Si bien la
presencia de varias casitas en un sitio dado aumenta la movilidad de individuos dentro del
sitio, no afecta la movilidad entre sitios (Briones-Fourzan et al., 2007).

En agosto de 2009, en cada uno de 5 de los sitios se instalaron 10 casitas. Las
dimensiones de las casitas eran 1 m? de area x 4 cm de altura de entrada y 8 cm de altura
interior. Las casitas se distribuyeron al azar dentro del sitio pero dejando una distancia
minima de 20 m entre casitas adyacentes (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez, 2001a).
Estos 5 sitios se denominaron “sitios con casitas”. Los otros 5 sitios permanecieron sin

casitas y se denominaron “sitios sin casitas” (Fig. 3.1). Con el objeto de facilitar el trabajo
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dentro de cada sitio, se instalaron estacas de madera cada 10 m en toda el area de cada
sitio, quedando este dividido en 100 sub-areas de 100 m? (10 m x 10 m).

A partir de noviembre de 2009, todos los sitios se muestrearon utilizando buceo
SCUBA. Los muestreos se realizaron cada 3 a 4 meses con el fin de minimizar la
posibilidad de una correlacién serial de los datos, ya que Briones-Fourzan et al. (2007),
estimaron la persistencia media de los juveniles de langosta en80.9 + 17.8 dias (media
DE) en los sitios con casitas y 40.7 £ 10.3 dias en los sitios sin casitas. En cada muestreo,
se reviso el area total de cada sitio, revisando todos los refugios potenciales para
juveniles de langosta, incluyendo las casitas (en sitios con casitas). Cada uno de los
refugios (tanto los pre-existente como las casitas) fue examinado para determinar si
albergaba una o mas langostas juveniles. Las langostas se extrajeron de sus refugios y se
examinaron para determinar si presentaba uno o mas signos clinicos de la enfermedad
PaV1 (hemolinfa lechosa, acompanada o no de coloracion rojiza del caparazon). Las
langostas con estos signos se consideraron como “enfermas” (Montgomery-Fullerton et
al., 2007; Li et al., 2008; Candia-Zulbaran et al., 2012; Huchin-Mian et al., 2013). Las
langostas que no mostraban ningun signo clinico de la enfermedad se consideraban como
“sanas”. A todas las langostas se les midi6 la longitud cefalotoracica (LC, mm, desde la
escotadura inter-orbital hasta el extremo posterior del cefalotérax) con un vernier (x 0.1
mm). Todas las langostas fueron analizadas in situ (bajo el agua) para evitar su
exposicion al aire y para minimizar el estrés causado por la manipulacién. Después de la
toma de datos, las langostas eran regresadas cuidadosamente al mismo refugio del que

habian sido extraidas.
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Analisis estadisticos

Las variables de respuesta consideradas en esta etapa del trabajo fueron densidad
de langostas (no. de langostas por hectarea), talla media de langostas, y prevalencia de la
enfermedad (porcentaje de langostas con signos clinicos de la enfermedad PaV1). Los
datos de densidad (previamente transformados a Ln (N + 1) para aumentar la
homogeneidad de varianzas) y de talla media fueron sometidos por separado a ANOVAs
de Medidas Repetidas por medio de Modelos Lineales Generales. El factor principal (fijo)
fue el Tratamiento (2 niveles, sitios con casitas y sitios sin casitas), mientras que el
Tiempo (10 muestreos: Nov09 — Abr12) fue la medida repetida. Los datos de prevalencia
fueron sometidos a un analisis de regresion logistica en que la variable de respuesta
(binaria) fue la ausencia / presencia de signos clinicos de la enfermedad PaV1, mientras
que el Tratamiento (con dos niveles, con/sin casitas, y cinco repeticiones por nivel) y el
Tiempo (N muestreos: Nov09 — Abr12) se consideraron como factores categoricos (Quinn
y Keough, 2002). En el caso de efectos significativos, se estimé la oportunidad relativa
(traduccidn propuesta por Martin-Moreno y Banegas (1997) para el término odds ratio) de
cada nivel de factor en funcion del nivel de referencia.

Por otro lado, se aplicd un analisis de correlacién a los datos de densidad (niumero
de langostas ha™") versus prevalencia de la enfermedad (porcentaje de individuos
enfermos). Para ello, se consideraron los datos de todos los sitios individuales con y sin
casitas en los que el numero de langostas en cada sitio fue 25, que es el minimo

indispensable para estimaciones de prevalencia (Putt et al., 1988).

Resultados
Densidad: Los resultados del ANOVA de medidas repetidas aplicada a la variable

Densidad mostraron efectos significativos de los factores Tratamiento y Tiempo, pero no



de su interaccion (Tabla 3.1). En promedio, la densidad de las langostas fue mas ocho

veces mas alta en los sitios con casitas (72.4 + 46.3 langostas/ha, media = IC 95%) que

en los sitios sin casitas (8.7 = 1.7 langostas/ha) (Fig. 3.2).

Tabla 3.1. Resultados del ANOVA de medidas repetidas para la variable Densidad (No. de

langostas por hectarea)

Efecto SS g.l. MS F p
Intercepto 921.177 1 921.177 320.952 <0.001
Tratamiento 112.931 1 112.931 39.347 <0.001
Error 22.961 8 2.870
Tiempo 12.7802 9 1.4200 6.6162 <0.001
Tiempo*Tratam 3.1179 9 0.3464 1.6141 0.127
Error 15.4532 72 0.2146
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Fig. 3.2. Densidad de langostas (Ln (N + 1)) por tiempo de muestreo para cada uno de tratamientos

(Sin casitas, n = 5 sitios de 1 ha cada uno; Con casitas, n = 5 sitios de 1 ha cada uno). Las barras

de error representan el IC 95%.

Talla media: Al igual que en el caso de la densidad, los resultados del ANOVA-MR

aplicado a los datos de talla media mostraron efectos significativos de los factores



Tratamiento y Tiempo, pero no de su interaccién (Tabla 3.2). En todos los muestreos, la

talla media de las langostas fue mayor en los sitios con casitas que en los sitios sin

casitas (Figura 3.3).

Tabla 3.2. Resumen del ANOVA de medidas repetidas para Talla media de langostas (LC, mm).

SS gl. MS F P
Intercepto 785.4913 1 785.49 15014.71 <0.001
Tratamiento 1.8088 1 1.81 34.58 0.001
Error 0.3139 6 0.05
Tiempo 04608 9 0.05 3.73 0.001
Tiempo*Tratam 02103 9 0.02 1.70 0.111
Error 0.7417 54  0.01
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Fig. 3.3. Talla media de langostas por tiempo de muestreo, para cada uno de los tratamientos (Sin

casitas, n = 5 sitios de 1 ha cada uno; Con casitas, n = 5 sitios de 1 ha cada uno). Las barras de

error indican el IC 95%.

Prevalencia: En general, la abundancia de refugios pre-existentes en la laguna arrecifal

de Puerto Morelos es relativamente baja, de tal manera que en algunos de los sitios sin
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casitas la abundancia de juveniles de langosta fue sistematicamente muy baja. De hecho,
en varios muestreos hubo entre 0 y 4 langostas en uno o mas de estos sitios. Dado que
se requiere de al menos 5 individuos para estimaciones de prevalencia validas (Putt et al.,
1988), esto impidi6 la aplicacion del analisis de regresion logistica como se tenia
planeado, ya que para este tipo de analisis es necesario que haya ceros (es decir,
langostas sanas) y unos (langostas enfermas) en todos los niveles de todos los factores.

Por esta razon, fue necesario eliminar el nivel “sitio”, de tal manera que para cada
muestreo se agruparon los datos de todas las langostas de los sitios sin casitas por un
lado, y de todas las langostas de los sitios con casitas por otro lado. Asi, la regresion
logistica solo considerd los factores Tratamiento (2 niveles: con y sin casitas, con este
ultimo como nivel de referencia) y Tiempo (10 niveles correspondientes a los 10 censos,
con el censo de abril de 2012 como nivel de referencia).

Los resultados de este analisis mostraron que la probabilidad de encontrar
langostas enfermas no difiri¢ significativamente entre tratamientos ni entre censos (Tabla
3.3). La comparacién grafica se muestra en la figura 3.4. En promedio, la prevalencia de
langostas con enfermedad PaV1 fue similar en el conjunto de sitios son casitas (media, IC

95%: 14.0%, 10.8-17.8%) que en el conjunto de sitios con casitas (14.4%, 13.3-15.6%).

Tabla 3.3. Resumen del andlisis de regresion logistica para los efectos de los factores Muestreo
(con 10 niveles, NOV09 a ABR12) y Tratamiento (con 2 niveles, Con casitas y Sin casitas) sobre la
probabilidad de encontrar langostas enfermas (clinicamente infectadas con PaV1) en los sitios
experimentales de la Laguna Arrecifal de Puerto Morelos. Ninguno de estos factores, ni su
interaccion, fueron significativos.

Efecto Estimado Wald estadistico gl p

Intercepto 460.336 1 <0.001
Muestreo 14.715 9 0.099
Tratamiento 1.132 1 0.287

Muestreo x tratamiento 8.494 9 0.485
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Fig. 3.4. Prevalencia de la enfermedad PaV1 (% langostas con signos clinicos de la enfermedad)
por periodo de muestreo en el conjunto de sitios de cada Tratamiento (Sin casitas, n = 5 sitios de 1
ha cada uno; Con casitas, n = 5 sitios de 1 ha cada uno). Las barras de error indican el IC 95%.

Relacion entre densidad de langostas y prevalencia clinica de PaV1

Con los datos de los 10 censos de la primera etapa del estudio de campo, no se
encontré una correlacion significativa entre la densidad de langostas y los valores de
prevalencia clinica de PaV1 (r=-0.039, N = 80, p = 0.727) (Fig. 3.5). Del total de datos,
50 correspondieron a los sitios con casitas (5 sitios x 10 censos) y 30 a los sitios sin
casitas, ya que 20 datos no pudieron ser considerados por corresponder a sitios que

tuvieron menos de 5 langostas en algun censo (ver Apéndice 2).



63

50 -

) A O Con casitas A Sin casitas
©
£ 40 1 A
o A
——
S 30 Jaago @ o
7} % @)
£ 20 5, 8

1 %A
8 AAooooCg SR
1) oo
c & ©
& 10 %00 R
pn 00O o O O e)
3 a o
0 -{mA a0

-10 LN B A B D B R B S B R B S B RN S S B R R N B R B NN B B R S BN R B |
0 50 100 150 200 250 300 350
No langostas ha!

Fig. 3.5. Relacién entre la densidad de langostas (No. de langostas ha _1) y la prevalencia de la
enfermedad PaV1 (porcentaje de langostas con signos clinicos) en sitios con casitas (circulos) y
sitios sin casitas (triangulos). No se incluyen los datos en los que la densidad fue menor a 5
langostas por sitio por censo (correspondientes a sitios sin casitas en todos los casos)

Etapa 2: Efecto de la remocién de individuos enfermos en los niveles de prevalencia
de la enfermedad PaV1

El manejo de una enfermedad en una pesqueria puede llegar a ser dificil debido a
que la dinamica de la enfermedad no necesariamente esta relacionada con el acto de la
captura. Ademas, las tasas de propagacion de enfermedades suelen ser mucho mayores
en el medio marino que en el medio terrestre (McCallum et al., 2003; Harvell et al., 2004).
En animales terrestres, se utilizan algunas medidas de remediacién de enfermedades
infecciosas tales como las cuarentenas, las matanzas selectivas, o la vacunacion, cuyo
efecto es cuestionable (p. ej. Donnelly et al., 2003). Estas medidas, con muy pocas
excepciones (p. ej. Culver y Kuris, 2000), tampoco parecen ser efectivas en el medio
marino (Harvell et al., 2004; Burge et al., 2014). A pesar de ello, algunos autores han
propuesto extraer y destruir animales marinos enfermos, asi como prohibir el regreso de

individuos enfermos al agua, con el fin de reducir la transmision de las enfermedades
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(Shields, 2003;Behringer et al., 2012). En algunos lugares, los pescadores lo realizan de
manera intuitiva; por ejemplo, en la Bahia de la Ascension, los pescadores extraen las
langostas enfermas que encuentran para destruirlas en tierra (Candia-Zulbaran et al.,
2012). Con esta practica, se pretende disminuir los niveles de prevalencia de la
enfermedad al eliminar a los individuos potencialmente mas infecciosos, pero a la fecha
esta hipotesis no ha sido probada. En el presente trabajo de tesis se planted examinar si
la extraccion de individuos enfermos tendria un efecto en la prevalencia de la enfermedad.
Este analisis se llevé a cabo exclusivamente en los sitios con casitas dado que durante
gran parte de la etapa 2 los numeros de langostas fueron muy bajos (<5) en varios de los
sitios sin casitas (ver Apéndice 2), lo que impidi6 la estimacién de prevalencias (Putt et al.,

1988),

Hipétesis

Si la presencia de individuos enfermos en los sitios experimentales representa un
foco de infeccién permanente, entonces se espera que la extraccién de todas las
langostas enfermas observadas en los sitios durante cada revision (censo) se vea

reflejada en una disminucion en la prevalencia de la enfermedad.

Material y Métodos

Los muestreos en el campo se realizaron de la misma manera que en la etapa 1
en tanto que se contaba a todas las langostas y se les examinaba para determinar si
tenian signos clinicos de la enfermedad PaV1, pero con la diferencia de que a partir del
muestreo realizado en septiembre de 2012 (inicio de la etapa 2), fueron extraidas todas

las langostas visiblemente enfermas encontradas dentro de los sitios experimentales.
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Dentro de esta etapa, se hicieron ocho muestreos entre septiembre de 2012 y enero de

2015.

Andlisis estadistico

Se utilizé un analisis de regresion logistica en el que la variable de respuesta
(binaria) fue la ausencia/presencia de signos clinicos de la enfermedad PaV1y se
consideraron como factores categoricos la Etapa (con dos niveles, etapa 1 y etapa 2,
quedando esta ultima como nivel de referencia) y el Sitio (con 5 niveles correspondientes

a los 5 sitios con casitas, siendo el sitio 8 el nivel de referencia).

Resultados

En el caso de los sitios con casitas, se examinaron un total de 5668 langostas que
se encontraron habitando tanto las casitas como los escasos refugios pre-existentes
dentro de los limites de cada sitio, de las cuales 3593 correspondieron a la etapa 1
(intervalo de talla: 6.5-69.4 mm LC) y 2075 a la etapa 2 (intervalo de talla: 7.0-76.0 mm
LC).

La tabla 3.4 muestra el resumen del analisis de regresion logistica aplicado a los
sitios con casitas. La probabilidad de encontrar langostas enfermas no difirié
significativamente entre etapas (1 o 2) pero si entre sitios, mientras que la interaccion
entre ambos factores no fue significativa.

La estimacién de los parametros se aprecia en la tabla 3.5. En el caso de los sitios,
donde hubo diferencias significativas en la probabilidad de encontrar langosta enfermas,
la probabilidad fue menor en los sitios 5 (oportunidad relativa: 0.81) y 7 (oportunidad
relativa: 0.73), y mayor en el sitio 4 (oportunidad relativa: 1.38), con respecto al sitio 8

(que fue el nivel de referencia),
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Tabla 3.4. Resumen del analisis de regresion logistica para los efectos de los factores Etapa
experimental (con 2 niveles, antes y después de remover a las langostas enfermas de cada sitio) y
Sitio (con 5 niveles correspondientes a cada uno de los 5 sitios con casitas) sobre la probabilidad
de encontrar langostas enfermas (clinicamente infectadas con PaV1) Solo el efecto de Sitio fue

significativo.

Estadistico
Efecto gl de Wald p
Intercepto 1 1079.085 <0.0001
Etapa 1 3.227 0.0724
Sitio 4 28.029 <0.0001
Etapa x Sitio 4 2.574 0.6313

Tabla 3.5. Parametros estimados en el andlisis de regresion logistica para probar el efecto de la
Etapa (1: antes y 2: después de remover las langostas enfermas; nivel de referencia: Etapa 2) y el
Sitio (los 5 sitios con casitas: 2, 4, 5, 7 y 8; nivel de referencia: Sitio 8) en la probabilidad de
encontrar langostas enfermas.

Nivel
del Error Estadistico Oportunidad
Efecto Estimado estandar de Wald Jo] relativa (IC 95%)
Intercepto —-1.472 0.045 1079.085 <0.0001

Etapa Etapa1 -0.080 0.045 3.227 0.0724  0.92 (0.88-1.01)
Sitio 2 0.156 0.081 3.712 0.0540 1.17 (1.00-1.37)
Sitio 4 0.321 0.075 18.464 <0.0001  1.38 (1.19-1.60)
Sitio 5 —-0.208 0.089 5.522 0.0188 0.81(0.68-0.97)
Sitio 7 -0.318 0.112 7.998 0.0047  0.73 (0.58-0.91)

En la figura 3.6 se presenta la prevalencia media en cada uno de los cinco sitios con

casitas durante las etapas 1y 2.
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Figura 3.6. Prevalencia media de la enfermedad por Pav1 en cada uno de los 5 sitios con casitas
durante la etapa 1 (10 censos) y la etapa 2 (8 censos) de muestreo. Las barras de error muestran
el IC 95%.

Discusion

El modo de transmisién por contacto podria causar altas prevalencias de langostas
clinicamente infectadas con PaV1 en las poblaciones de langostas en areas donde se
colocan casitas, dada su distribucion agregada en estos grandes refugios. Para examinar
esta posibilidad, se llevaron a cabo revisiones (censos) de sitios con y sin casitas con el
fin de determinar los niveles de prevalencia de langostas con signos clinicos de la
enfermedad por PaV1 (enfermas) y analizar algunos factores de riesgo potenciales.

Claramente, durante la etapa 1 del trabajo de campo las casitas aumentaron de
manera sustancial la densidad y talla media de juveniles de P. argus en los sitios con
casitas en comparacién con los sitios sin casitas. En particular, la densidad aumentoé
cerca de nueve veces en promedio en los sitios con casitas. Estos resultados eran de
esperarse ya que experimentos previos obtuvieron resultados similares (Briones-Fourzan

y Lozano-Alvarez, 2001a; Briones-Fourzan et al. 2007), pero para los fines del presente
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trabajo resultaba de mayor interés examinar el efecto de las casitas en la prevalencia de
langostas enfermas con PaV1.

Desafortunadamente, la escasez de langostas en los sitios sin casitas no permitié
un analisis de la prevalencia con el mismo grado de detalle que la densidad o la talla
media. Sin embargo, los resultados agrupados por categoria de sitio mostraron una
prevalencia similar entre el conjunto de sitios con casitas y el conjunto de sitios sin
casitas. Ademas, no se encontré una correlacion significativa entre la densidad de
langostas y la prevalencia de la enfermedad. Otros autores sostienen que el PaV1 se
transmite principalmente por contacto entre langostas infectadas y sanas (Butler et al.,
2008, 2015; Behringer et al., 2011); por tanto, seria de esperar que la prevalencia de
langostas enfermas fuera mayor en los sitios con casitas, donde hay muchas mas
langostas y mas agrupadas, que en los sitios sin casitas, donde hay pocas langostas y
mas dispersas, y que a mayor densidad de langostas hubiera mas prevalencia de la
enfermedad. Sin embargo, los resultados del presente estudio no reflejan estas
predicciones. Resulta interesante que en un ejercicio de simulacion en el que se examino
el trade-off entre el riesgo de depredacién y la transmision de PaV1 en diferentes
escenarios de estructura espacial de los hospederos y comportamiento de evitacion de
individuos enfermos por medio de modelos, tampoco se encontré un incremento en la
transmision o persistencia de PaV1 al aumentar la agregacion espacial de langostas
(Dolan et al., 2014).

La explicacion alternativa es que las langostas sanas estén evitando a las
langostas enfermas (Behringer et al., 2006; ver Capitulo 2 del presente trabajo), o bien
que puedan compartir casitas con langostas enfermas pero distanciandose de estas en el
interior de la casita (hipdtesis 2 de Lozano-Alvarez et al., 2008), lo cual es explorado en el
Capitulo 4 de esta tesis por medio de analisis de distribucion de langostas entre los

refugios/casitas disponibles. Sin embargo, las langostas con signos clinicos de PaV1 se
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encuentran en una fase avanzada de la enfermedad (fase 3 y 4) de acuerdo a la escala
de Li et al., (2008), con un hepatopancreas muy danado y disfuncional, lo que implica que
no sobreviviran (Behringer et al., 2011; Cruz-Quintana et al., 2011; Pascual-Jiménez et al.,
2012; Herrera-Salvatierra et al., 2019). Por otro lado, los niveles reales de prevalencia de
la infeccion son mayores, ya que muchas langostas pueden estar infectadas aunque
clinicamente no lo manifiesten, y al mismo tiempo ser infecciosas (Behringer et al., 2011).
Por ejemplo, en la Bahia de la Ascension, Huchin-Mian et al. (2013) estimaron que por
cada langosta con signos clinicos de la enfermedad, hay otra langosta infectada sub-
clinicamente, lo que también se encontro en la laguna arrecifal de Puerto Morelos (ver
Capitulo 5 del presente trabajo).

Durante la etapa 2 del trabajo, a lo largo de ocho censos que abarcaron cerca de
dos anos y medio, en cada uno de los cuales se removi6 a todas las langostas enfermas
de cada uno de los sitios experimentales, no se encontro una diferencia significativa en la
probabilidad de encontrar langostas infectadas en comparacion con la etapa 1, durante la
cual nunca se extrajo a las langostas enfermas. Este resultado es consistente con la
opinion de varios expertos en el sentido de que la extraccién o destruccién selectiva de
organismos enfermos no funciona como mecanismo de erradicacion o manejo de las
enfermedades marinas debido a la falta de conocimientos, por un lado, sobre la
importancia relativa de los posibles reservorios ambientales o vectores (Small y
Pagenkopp, 2011;Burge et al., 2014) y por otro lado, sobre los diversos mecanismos de
transmisién y dispersion de los patégenos en el océano (McCallum et al., 2003, Harvell et
al., 2009, Kough et al., 2015, Lozano-Alvarez et al., 2015). Algo similar ocurre con las
especies invasoras marinas, que una vez establecidas son casi imposibles de erradicar
(p.€j. pez ledn, Albins y Hixon, 2013). En una busqueda bibliografica solo se encontrd un
trabajo en el que aparentemente se logré controlar una especie marina invasora parasita

a través de la extraccion selectiva de la especie hospedera (Culver y Kuris, 2000).
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Los resultados del analisis de la etapa 2 mostraron diferencias significativas en la
probabilidad de encontrar langostas enfermas entre los cinco sitios con casitas, lo que
sugiere que hay otros factores ambientales que podrian estar influenciando los niveles de
prevalencia. Por ejemplo, en Bahia de la Ascension, Briones-Fourzan et al. (2012),
encontraron una mayor probabilidad de encontrar langostas clinicamente infectadas con
PaV1 en sitios con vegetacion marina densa que en sitios con poca vegetacion, lo que
llevo a estos autores a sugerir que la vegetaciéon podria ser un reservorio de PaV1, como
se ha encontrado para otros patégenos (Small y Pagenkopp, 2011). En los sitios con
casitas de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Lozano-Alvarez et al. (2009) encontraron
una mayor heterogeneidad en la densidad de la vegetacién en los sitios 4, 7 y 8 (es decir,
los que se encontraban en la laguna media) que en los sitios 2 y 5 (es decir, los que se
encontraban mas cercanos al arrecife), donde en términos generales la vegetacion fue
menos compleja. Sin embargo, esos resultados no se pueden extrapolar al presente
estudio, ya que la vegetacion marina en la laguna arrecifal es altamente dinamica por
efectos de tormentas y huracanes, presion de herbivoria y entrada de nutrientes de
fuentes antrépicas entre otros factores (van Tussenbroek et al., 2008, van Tussenbroek,
2011).

Existen técnicas moleculares que permiten detectar la presencia de PaV1
(Montgomery-Fullerton et al. 2007, ver Capitulo 5), y mas recientemente cuantificar las
particulas de PaV1 (Clark et al., 2018).Seria interesante utilizar dichas técnicas para
analizar de manera simultanea la prevalencia de PaV1, las caracteristicas de la
vegetacion marina, y la posible presencia de viriones viables en dicha vegetacion en sitios
con diferentes atributos ecoldgicos. Por otro lado, aunque en algunos estudios no se
encontraron sefiales de PaV1 en tejidos de otras especies de crustaceos que co-ocurren
con P. argus, como P. guttatus, Menippe mercenaria 'y Maguimithrax spinosissimus varias

semanas después de haber sido inoculados con hemolinfa de una langosta enferma
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(Butler et al., 2008, Huchin-Mian, 2013), tampoco se puede descartar la posible presencia
de otros especies animales que actien como vectores o reservorios de PaV1 (Davies et

al. 2019, 2020).
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Capitulo 4. Distribucién de langostas sanas y enfermas en casitas y refugios

naturales

Introduccion

Diversos tipos de parasitos y patégenos tales como bacterias, hongos, gusanos y
virus producen enfermedades que pueden afectar a determinados grupos animales (Hart
y Hart, 2018; Coulson et al., 2018). La salud, tanto de individuos como de poblaciones,
generalmente se ve afectada por el ambiente en el que viven, es decir, algunos ambientes
pueden albergar mas patdgenos que otros y, dado que las densidades de las poblaciones
varian a lo largo de los ambientes, la dinamica de transmision de las enfermedades
también puede verse afectada (Pinter-Wollman et al., 2018). Algunos animales son
sociales y agregarse con co-especificos puede proveer beneficios tales como vigilancia
cooperativa, defensa grupal, aumento de oportunidades de forrajeo y reproduccién (Lima
y Dill, 1990), pero también puede tener costos, tales como incremento de la agresion e
incremento en la transmisién de parasitos y enfermedades infecciosas (Hart, 1990).

La forma en que un animal se ajusta a una situacién o ambiente especifico, es
mediante el despliegue de un comportamiento adaptativo, el cual le permite sobrevivir a lo
largo el tiempo y alcanzar la reproduccién (Amdam y Hovland, 2011).Estas adaptaciones
conductuales también pueden ayudar a que los posibles hospederos puedan evitar ser
colonizados por ciertos parasitos y patégenos, y reducir la dispersion de estos organismos
(Loehle, 1995; Curtis et al., 2011; Sarabian et al., 2018). Las estrategias para evitar a los
parasitos incluyen evitar a los parasitos en si y a las senales de su presencia en co-
especificos, heteroespecificos, presas, alimentos y habitat (Sarabian et al., 2018). Por
ejemplo, algunas aves son capaces de detectar sitios de anidamiento infestados con
ectoparasitos y prefieren utilizar aquellos que no lo estan (Bush y Clayton, 2018).En

mamiferos, aquellos que constituyen el ganado doméstico de libre forrajeo, que
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principalmente son afectados por helmintos parasitos gastrointestinales, evitan
alimentarse en parches donde hay heces fecales para reducir su exposicion a las larvas
infecciosas (Coulson et al., 2018). Las hembras de peces mosquito Gambusia affinis y G.
holbrooki, son capaces de reconocer a los machos infestados por trematodos por las
manchas negras que presentan en el cuerpo y los evitan durante los intentos de
apareamiento (Tobler y Schlupp, 2008; Horth et al., 2013).

Aunque P. argus presenta uno de los grados de gregarismo mas elevados entre
las especies de langostas espinosas (Childress, 2007), en diversos experimentos de
laboratorio se ha encontrado que las langostas P. argus sanas tienden a evitar ocupar
refugios que contienen langostas clinicamente infectadas con PaV1 (Behringer et al.,
2006; Behringer y Butler, 2010; Anderson y Behringer, 2013; Butler et al., 2015; ver
Capitulo 2 del presente trabajo de tesis). Sin embargo, en dichos experimentos las
langostas tenian disponibilidad de refugios relativamente pequefios. En cambio, las
casitas (refugios artificiales) experimentales escaladas para juveniles de P. argus son de
mayor tamano, por lo que cabe la posibilidad de que la mayor area de refugio que
proveen mitigue el comportamiento de evitacion de las langostas sanas cuando éstas
encuentran casitas que albergan una o mas langostas enfermas por PaV1, en particular si
la disponibilidad de refugios alternos es baja y el riesgo de depredacién es alto (Lozano-
Alvarez et al., 2008).

En la Bahia de la Ascension, donde se utilizan casitas comerciales como arte de
pesca para la captura de P. argus, Candia-Zulbaran (2011) y Briones-Fourzan et al.
(2012) encontraron que las langostas muestran un cierto nivel de evitacién de la
enfermedad indicado por la ocupacién solitaria de casitas de un 8.9% del total de
langostas enfermas registradas en comparacion con el 1.1% de todas las langostas
sanas, y por haberse encontrado una relacién positiva entre el porcentaje de casitas

ocupadas exclusivamente por langostas enfermas y la prevalencia de la enfermedad. Sin
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embargo, los porcentajes de casitas co-ocupadas por langostas sanas y langostas
enfermas también aumentaron, y mas abruptamente, con el aumento de la prevalencia de
la enfermedad, a pesar de la presencia de casitas vacias en todas las zonas de la bahia
muestreadas. Cabe sefalar, empero, que en Bahia de la Ascension se utilizan casitas
comerciales cuyas dimensiones son mayores que las de las casitas experimentales
utilizadas en el presente estudio, ya que se utilizan principalmente para langostas de talla
comercial (sub-adultos y adultos), mientras que las del presente estudio estaban
escaladas para albergar principalmente juveniles de P. argus, que son mas susceptibles
al PaV1 que los sub-adultos y adultos. Por tanto, uno de los objetivos del presente
capitulo es determinar si el patréon de distribucion en refugios de las langostas juveniles
difiere en funcién de la presencia/ausencia de co-especificos enfermos en dichos refugios,
comparando dichos patrones entre casitas y refugios naturales. Asimismo, se examina la
hipétesis del area de refugio propuesta por Lozano-Alvarez et al. (2008) analizando el uso
del espacio interior de las casitas cohabitadas por langostas sanas y enfermas (juntas vs
separadas) y probando el efecto del numero de langostas en una casita sobre la

probabilidad de encontrar a las langostas enfermas separadas de las langostas sanas.

Objetivo

Estimar las proporciones de casitas y refugios pre-existentes ocupados (a) por
langostas enfermas, (b) por langostas sanas y (c) por langostas sanas y langostas
enfermas, y comparar los patrones de distribucion de las langostas entre casitas y
refugios naturales en los casos (b) y (c) para determinar si las langostas sanas tienden a

evitar compartir refugios con langostas enfermas.

Hipétesis

Si las langostas sanas tienden a evitar refugios ocupados por langostas enfermas,
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entonces se encontrara una menor proporcion de refugios co-ocupados por langostas
sanas y enfermas que de refugios ocupados solo por langostas sanas o por langostas
enfermas, y un promedio mayor de individuos por refugio en el caso de las langostas
sanas que en el caso de langostas enfermas + sanas. En cuanto al uso del espacio
interior de las casitas, se espera que las langostas enfermas estén segregadas de las

sanas, a menos que la casita albergue muchas langostas.

Materiales y Métodos

Patrén de ocupacion de casitas vs refugios naturales

En cada uno de los 10 muestreos de la primera etapa (Noviembre 2010 a Abril de
2012) del capitulo 3, se contabilizaron todos los refugios potenciales para langosta pre-
existentes en cada uno de los 10 sitios experimentales (p.ej., corales duros, agregaciones
de corales blandos, esponjas, agujeros, grietas, etc.), clasificandolos como pequefos (<25
cm de diametro mayor externo, DME), medianos (25-50 cm DME) o grandes (>50 cm
DME). EI DME de un refugio natural se considera una buena aproximacion al area de
refugio que brinda (Childress y Herrnkind, 1997; Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez,
2001a). En adelante, los refugios pre-existentes se denominaran “refugios” y las casitas
“casitas”. Cada refugio y casita fue examinado para determinar si albergaba una o mas
langostas y estas fueron examinadas para determinar la presencia de signos clinicos de la
enfermedad por PaV1 (hemolinfa lechosa, coloracion rojiza del exoesqueleto) (Candia-
Zulbaran et al., 2012). En adelante, se hara referencia a las langostas con signos clinicos
de la infeccién por PaV1 como “enfermas”. En el caso de las langostas sin ningun signo
clinico de la enfermedad, algunas podrian tener una infeccion sub-clinica (es decir, estar
infectadas pero aun no desarrollar signos macroscépicos o visibles de la enfermedad, ver
capitulo 5); sin embargo, para facilitar la lectura, en adelante se hara referencia a estas

langostas como “sanas”. Todas las langostas fueron analizadas in situ (bajo el agua) para
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evitar su exposicion al aire y para reducir el estrés causado por la manipulacion. Después
de la toma de datos, todas las langostas fueron regresadas cuidadosamente al mismo

refugio del que fueron extraidas.

Anadlisis estadisticos

Para determinar si el patron de distribucion en refugios de las langostas juveniles
difiere en funcién de la presencia/ausencia de langostas enfermas en los refugios, se
utilizé un método basado en la distribucion binomial negativa del numero de langostas por
refugio. Los métodos que se basan en conteos se justifican cuando los organismos
ocupan areas del habitat discretas (tales como refugios diurnos) que representan
unidades de muestreo naturales, y la distribucion binomial negativa es el tipo de
distribucion mas comun en la naturaleza (Bliss y Fisher, 1959). Es importante sefialar que
el siguiente procedimiento se explica en funcion de las casitas, pero también se aplicd por
separado a los refugios naturales. El total de casitas revisadas a lo largo de la primera
etapa del experimento de campo se separd en dos muestras, una correspondiente a las
casitas que contenian exclusivamente langostas sanas (“sanas” (= muestra 1) y otra
correspondiente a las casitas (o refugios naturales) que contenian langostas sanas
cohabitando con langostas enfermas (“sanas + enfermas” (= muestra 2). A cada una de
estas dos muestras se le ajusté una distribucién binomial negativa, que esta definida por
dos parametros: la media (m, que en el presente estudio representa el nimero promedio
de langostas por casita) y el exponente k, que representa un indice de agregacion (Krebs,
1989). A medida que k tiende a 0, la distribucién se hace mas agregada, mientras que a
medida que k tiende a infinito, la distribucion se acerca al azar (distribucion de Poisson)
(White y Bennets, 1996).

Para una muestra dada, los valores y los intervalos de confianza de my k pueden

estimarse por medio de un procedimiento de maxima verosimilitud (maximum likelihood)
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(Bliss y Fisher, 1959). Es importante sefialar que para ambas muestras, se utilizé el
mismo dato para la clase 0 (N casitas con 0 langostas, ver Resultados), mientras que para
la clase 1 (N casitas con 1 langosta), en el caso de la muestra 1 se considerd el numero
de casitas con 1 langosta sana, y en el caso de muestra 2 se considerd el numero de
casitas con 1 langosta enferma. Esto se hizo para evitar influenciar el valor de los
parametros correspondientes a la muestra 2 si se asignaba un valor de 0 a la clase 1.

Utilizando el procedimiento denominado seleccién de modelos (model selection),
se contrastaron cuatro modelos que representan otras tantas hipétesis referentes a los
parametros my k de las dos muestras a comparar (White y Eberhardt, 1980; White y
Bennets, 1996). Dichos modelos, y sus respectivas notaciones, son los siguientes: Modelo
1: {k,, m\}: las muestras difieren tanto en k como en m. Este es el modelo mas
parametrizado (“modelo general”) porque estima una my una k para cada muestra.
Modelo 2: {k,, m}: las muestras difieren en k, pero tienen una m comun. Modelo 3: {k, m}:
las muestras tienen una k comun, pero difieren en m. Modelo 4: {k, m}: las muestras
tienen tanto una k como una m comunes. El modelo 4 es el “modelo reducido”, porque
solo estima dos parametros. Asi, si se comparan sélo dos muestras, el modelo 1 estima 4
parametros (una k' y una m para cada muestra), el modelo 2 estima 3 parametros (una k
para cada muestra y una sola m comun), el modelo 3 estima 3 parametros (una sola k
comun y una m para cada muestra), y el modelo 4 estima 2 parametros (una k comun y
una m comun). La hipétesis nula es que el modelo 4 describe los datos tan bien como el
modelo 1. Si la hipétesis nula es rechazada, entonces se van comparando los otros
modelos entre si (White y Bennets, 1996).

En principio, el mejor modelo seria aquél que tuviera el menor valor de maxima
verosimilitud. Sin embargo, mientras mas parametros estime un modelo, se obtiene un
mejor ajuste a los datos pero a costa de una menor precision en las estimaciones. Por

tanto, para cada modelo es necesario ponderar el valor de maxima verosimilitud con el
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numero de parametros estimados. Esto es lo que hace el Criterio de Informacion de
Akaike (AIC por sus siglas en inglés). AIC = -2 log (L) + 2K, donde L es el valor de
maxima verosimilitud del modelo y K es el nUmero de parametros estimados por el
modelo.

Para conocer si el patrén de distribucion diferia entre la muestra 1 (langostas “sélo
sanas”) y la muestra 2 (langostas “sanas + enfermas”), se aplicé la seleccion de modelos
utilizando el programa NegAIC incluido en el paquete para analisis estadisticos de datos
ecologicos EcoMeth 6.1 (Kenney y Krebs, 2002). El programa NegAIC brinda, para cada
modelo, el valor de L y de AIC. Sin embargo, el AIC debe ser corregido en funcién del
tamano de la muestra (Anderson y Burnham, 1999), denominandose entonces AlCc, de
acuerdo a la ecuacion:

AICc =-2log (L) + 2K [(N/(N - K= 1)]
Donde N es el tamafio de la muestra. El mejor modelo seria aquél con el menor valor de
AICc (es decir, el mas parsimonioso). Sin embargo, la seleccion de modelos, mas que la
busqueda del “mejor” modelo, debe ser considerada como un proceso para hacer
inferencias a partir de un conjunto de modelos (Cooch y White, 2010). Ademas, diferentes
modelos pueden tener valores de AlICc muy similares, por lo cual es conveniente estimar
el AAICc de cada modelo (AAICc es la diferencia entre el AICc de un determinado modelo
y el AlCc del modelo con el menor valor de AICc). Anderson y Burnham (1999) sugieren
que cuando la diferencia entre dos modelos (AAICc) es < 2, entonces se puede decir con
una seguridad razonable que ambos tienen un peso aproximadamente igual en los datos,
mientras que si AAICc es = 7, entonces hay una fuerte evidencia de que los modelos son
realmente diferentes.

Sin embargo, para reducir la incertidumbre en la estimacion de los parametros, la
mejor estrategia es llevar a cabo un promediado de modelos (model averaging) (Cooch y

White, 2010). Para el promediado de modelos, se siguen los siguientes pasos:
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1. Para cada modelo, se obtiene el peso normalizado de Akaike (w):
w; = exp (—AAICc/2) | Z {exp (-AAICc/2)}
Puesto que la suma de los pesos normalizados de Akaike de todos los modelos es
igual a 1, la razén entre los w; de los diferentes modelos indica qué tanto es mejor un
modelo que otro, es decir provee de un indicador del “apoyo relativo” para seleccionar
un modelo sobre otro (equivalente a una razon de verosimilitud).

2. Los parametros estimados por cada modelo se ponderan multiplicandolo por el w;que
corresponda a ese modelo. La suma de los productos resultantes de los cuatro
modelos es el parametro promediado. Lo mismo se hace con las varianzas. La raiz
cuadrada de la varianza es el error estandar (SE), con el cual se estiman los limites de

confianza al 95%.

Uso del espacio interior de las casitas cohabitadas por langostas sanas y enfermas

El analisis del uso del espacio interior de las casitas co-ocupadas por langostas
sanas y enfermas se llevod a cabo en la segunda etapa del experimento de campo, entre
enero de 2013 y mayo de 2015. En este periodo, las casitas fueron revisadas
aproximadamente cada 3-4 meses. En cada revision, se registré el numero de langostas
dentro de cada casita, y la condicién de salud (Enferma o Sana) y la talla (LC) de cada
una de ellas. Adicionalmente, en aquellas casitas que estuvieron co-ocupadas por
langostas sanas y enfermas también se registro si las langostas enfermas se encontraban
en contacto con las langostas sanas (“juntas”) o segregadas de estas (“separadas”, es
decir a una distancia de mas de un cuerpo de longitud). En casitas donde habia mas de
una langosta enferma conviviendo con sanas, se consideré6 como “juntas” si al menos una
de las langostas enfermas estaba en contacto con una 0 mas sanas.

Para conocer la probabilidad de encontrar langostas sanas y enfermas de manera

separada dentro de una misma casita en funcion del nimero de langostas dentro de una
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casita, debido a la naturaleza binaria de la variable de respuesta se llevé a cabo un
analisis de regresion logistica (Warton y Hui, 2011), en el que la posicién de las
langostas(juntas vs separadas) fue la variable de respuesta, mientras que el nimero de
langostas por casita fue el factor categorico con 4 niveles: 2 langostas, 3—6 langostas, 7—

10 langostas y mas de 10 langostas.

Resultados

Patrones de ocupacioén y habitaciéon en casitas y refugios naturales

Tanto en los sitios con casitas como en los sitios sin casitas, se observaron bajos
porcentajes de ocupacion por parte de las langostas en los refugios pequenos (0.6% y
3.9% respectivamente) y medianos (7.0% y 16.0% respectivamente), y en la mayoria de
estos casos los refugios ocupados tenian una sola langosta. En cambio, los refugios
naturales grandes (> 50 cm de DME) presentaron mayores porcentajes de ocupacion
(37.2% para los sitios sin casitas y 33.0% para los sitios con casitas). Por esta razon, se
decidié trabajar sélo con los refugios pre-existentes grandes (en adelante “refugios
grandes”) para ambos tratamientos.

Se agruparon los datos de los cinco sitios con casitas por un lado y de los cinco
sitios sin casitas por el otro, de todos los muestreos de Noviembre de 2009 a Abril de
2012 para estimar el porcentaje de refugios grandes y de casitas ocupados por las tres

categorias de langostas (sanas, enfermas, o sanas + enfermas).

Ocupacion de casitas v de refugios grandes por langostas sanas y enfermas

A lo largo de la primera etapa del trabajo de campo, en el conjunto de los cinco
sitios con casitas se revisaron un total de 500 casitas, de las cuales 56 (11.2%) se

encontraron sin langostas y 444 (88.8%) se encontraron ocupadas por una o mas
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langostas sanas, enfermas, o sanas + enfermas (maximo numero de langostas en una
casita: 107). Ademas, se revisaron un total de 215 refugios grandes, de los cuales 144
(67.0%) se encontraron sin langostas y 71 (33%) se encontraron ocupados por una o mas
langostas (maximo numero de langostas en un refugio grande en los sitios con casitas: 5).
En el conjunto de los cinco sitios sin casitas se revisaron un total de 495 refugios
grandes, de los cuales 311 (62.8%) se encontraron sin langostas y 184 (37.2%) se
encontraron ocupados por una o mas langostas (maximo numero de langostas en un
refugio grande en los sitios sin casitas: 8).La tabla 4.1 resume el numero de casitas y
refugios grandes que se encontraron vacios u ocupados por langostas sanas, enfermas, o
sanas + enfermas, tanto en los sitios con casitas como en los sitios sin casitas. Se aprecia
que, en todos los casos, hubo pocos refugios grandes y casitas albergando solo langostas
enfermas. Sin embargo, la mayoria de las casitas (45.4%) albergaron langostas sanas +
enfermas, seguidas de las casitas con solo langostas sanas (34.8%), y solo el 11.2% de
las casitas se registraron vacias (sin langostas). En cambio, la mayoria de los refugios
grandes en ambos tipos de sitios (con y sin casitas) se encontraron sin langostas (67% y
62.8%, respectivamente), seguidos de refugios grandes ocupados solamente por
langostas sanas (22.3% y 28.7% respectivamente), y porcentajes muy bajos co-ocupados

por langostas sanas + enfermas (5.1% y 3.6%, respectivamente).

Tabla 4.1. Numero de casitas y refugios grandes que se encontraron ocupados por tres categorias
de langostas de acuerdo con la condicion de salud, tanto en el conjunto de sitios con casitas como
en el conjunto de sitios sin casitas.

Sitios con casitas Sitios sin casitas
Condicion de salud Casitas % Refugios % Refugios %
de langostas grandes grandes
Sanas 172 348 48 223 142 28.7
Enfermas 45 9.0 12 56 24 4.8
Sanas + enfermas 227 454 11 51 18 3.6
Sin langostas 56 11.2 144 67.0 311 62.8

Total 500 100 215 100 495 100
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Distribucion de langostas en casitas v en refugios grandes (sitios con casitas)

En los sitios con casitas, la distribucion de las dos muestras de langostas (muestra
1: langostas sanas; muestra 2: langostas sanas + enfermas) tuvo un buen ajuste a la
distribucion binomial negativa, tanto en las casitas (Fig. 4.1A) como en los refugios
grandes. Sin embargo, el maximo numero de langostas en una casita fue de 23 para la
muestra 1, y de 107 para la muestra 2, mientras que el maximo nimero de langostas en

un refugio grande fue de 10 para la muestra 1, y de 5 para la muestra 2 (Fig. 4.1B).
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Fig. 4.1. Sitios con casitas. Distribucion de langostas entre A) casitas y B) refugios grandes que
contenian langostas sanas (muestra 1, columnas negras) o langostas sanas + enfermas (muestra
2, columnas grises). Para reducir la extension de la grafica, para cada tipo de muestra se
agruparon las casitas que contenian mas de 30 langostas. En la leyenda, n = nimero de casitas
para cada muestra.
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Distribucion de langostas en refugios grandes (sitios sin casitas)

En los sitios sin casitas, la distribucién de las dos muestras de langostas en
refugios grandes (muestra 1: langostas sanas; muestra 2: langostas sanas + enfermas)
tuvo un buen ajuste a la distribucién binomial negativa (Fig. 4.2). En este caso, el maximo
numero de langostas en un refugio grande fue de 8 para la muestra 1, y de 5 para la

muestra 2.

90

75

60 T-

45 1-

30 -

15 -

Porcentaje de refugios grandes

1 2 3 4 5 6 7 8

No.de langostas por refugio grande

B Con sanas (n=453) B Con sanas + enfermas (n = 353)

Fig. 4.2. Sitios sin casitas. Distribuciéon de langostas entre refugios naturales grandes que
contenian solo langostas sanas (muestra 1, columnas negras) o langostas sanas + enfermas
(muestra 2, columnas grises). En la leyenda, n = numero de refugios grandes para cada muestra.

Seleccion y promediado de modelos

La tabla 4.2 muestra los resultados de la seleccion de modelos para ambos tipos
de sitios y de refugios (casitas y refugios grandes). En los sitios con casitas, dos modelos,
el {k, m} y el {k,, m,}, tuvieron un buen ajuste a los datos de la distribucion de langostas
tanto en casitas como en refugios grandes, ya que sus pesos de Akaike fueron
considerablemente mayores que los de los otros modelos. Ambos modelos estimaron una
m diferente para cada muestra, pero el primero estimé una k comun para ambas
muestras, mientras que el segundo estimo una k diferente para cada una. Por tanto, se

procedié al promediado de modelos. En los sitios sin casitas, en cambio, el modelo {k,,



84

m,} fue el que mejor se ajusto a los datos de la distribucién de langostas en refugios

grandes, con un peso de Akaike de 0.999.

Tabla 4.2. Resultados de la seleccion de modelos. Para cada modelo, se presenta el numero de
parametros estimado, los valores de maxima verosimilitud, el criterio de Akaike corregido para el
tamafo de la muestra (AIC,), y el peso normalizado de Akaike (w;).

No. de Maxima
Modelo parametros verosimilitud AIC, AAIC, w;
Sitios con
casitas
{k, my} 3 -1528.960 3063.964 0 0.65876
Casitas {kv, my} 4 -1528.603 3065.280 1.316 0.34123
{k, m} 2 -1541.292 3086.606 22.642 0.00001
{kv, m} 3 -1541.233 3088.510 24.546 0
{k, my} 3 -291.230 588.528 0 0.50930
Ref. grandes {kv, my} 4 -290.505 589.123 0.595 0.37817
{kv, m} 3 -293.333 592.734 4.206 0.06218
{k, m} 2 -294.561 593.156 4.628 0.05035
Sitios sin
casitas
{kv, my} 4 -660.027 1328.104 0 0.9988
Ref. grandes {kv, m} 3 -668.051 1342.132 14.028 0.0009
{k, my} 3 -669.150 1344.330 16.226 0.0003
{k, m} 2 -682.953 1369.921 41.817 0.0000

Los resultados del promediado de modelos se presentan en la tabla 4.3, y de
manera grafica en la figura 4.3. Estos resultados muestran que, en los sitios con casitas,
las casitas co-ocupadas por langostas sanas + enfermas tuvieron una m (+ SE) de 7.08
0.49 langostas por casita, superior a las casitas ocupadas por langostas sanas (m = 4.07
+ 0.34 langostas por casita), mientras que el valor de k no difiri6 de manera significativa
entre ambas muestras. Aun cuando la densidad media de langostas por casita difirid entre
las dos muestras de langostas, los habitos gregarios de esta especie se vieron reflejados

en casitas co-ocupadas por langostas sanas +enfermas. Por otro lado, los refugios



85

grandes de los sitios con casitas que fueron ocupados solo por langostas sanas tuvieron
una m (x SE) de 0.62 + 0.13 langostas por casita, mayor a los refugios grandes co-
ocupados por langostas sanas + enfermas (m = 0.31 + 0.1 langostas por casita), pero
estas medias no difirieron significativamente entre las dos muestras de langostas. El valor
de k tampoco difiri6 de manera significativa entre ambas muestras. Sin embargo,
comparando los dos tipos de refugios (casitas vs. refugios grandes), tanto la m como la k
fueron mayores en las casitas que en los refugios grandes ocupados tanto por langostas
sanas como por langostas sanas + enfermas.

En los sitios sin casitas, los resultados del promediado de modelos muestran que
los refugios grandes ocupados por langostas sanas tuvieron una m (x SE) de 0.61 £ 0.06
langostas por refugio, superior a los co-ocupados por langostas sanas + enfermas (m =
0.16 £ 0.05 langostas por refugio) (Tabla 4.3, Fig. 4.3). De manera similar, el valor de k
difiri6 de manera significativa entre ambas muestras, es decir, en los sitios sin casitas, los
refugios grandes ocupados por langostas tuvieron un mayor valor de k (0.432 + 0.073)
que los co-ocupados por langostas sanas y enfermas (k= 0.113 £ 0.029).

Tabla 4.3. Resultados del promediado de modelos. Parametros m y k para la distribucion de
langostas en casitas y refugios grandes de los sitios con casitas, y en refugios grandes de los sitios
sin casitas, segun la condicion de las langostas: s6lo sanas y sanas + enfermas (SE: error
estandar; Lim C: limite de confianza al 95%).

Parametro m Parametro k
LimC LimC LimC LimC

Refugio Langostas m SE inferior superior k SE inferior superior
Sitios con casitas:
Casitas Sanas 4.07 0.34 3.40 4.73 0.754 0.077 0.602 0.905

Sanas + enfermas 7.08 0.49 6.12 8.04 0.721 0.058 0.608 0.834
Ref. grandes Sanas 0.63 0.13 0.38 0.87 0.187 0.042 0.104 0.270

Sanas + enfermas 0.31 0.10 0.12 0.50 0.151 0.046 0.061 0.240
Sitios sin casitas:
Ref. grandes Sanas 0.61 0.06 0.50 0.72 0.432 0.073 0.289 0.575

Sanas + enfermas 0.16 0.05 0.14 0.33 0.113 0.029 0.056 0.170
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Fig. 4.3. Comparacioén de los parametros m (media: nimero de langostas por casita) y k (indice de
agregacion) con sus respectivos intervalos de confianza al 95% obtenidos por promediado de
modelos, para casitas y refugios grandes en los sitios con casitas, y refugios grandes en los sitios
sin casitas ocupados sdlo por langostas sanas y por langostas sanas con enfermas.

Uso del espacio interior de las casitas cohabitadas por langostas sanas y enfermas

Entre enero de 2013 y mayo de 2015 se llevaron a cabo 9 revisiones en los cuales
se obtuvieron 450 registros de casitas (50 casitas x 9 revisiones). Se encontraron
langostas enfermas y sanas cohabitando en 181 casitas (40% del total), pero solo en 148
fue posible registrar la posicion relativa de las langostas enfermas respecto de las sanas.
En estas 148 casitas, el numero total de langostas por casita varié de 2 a 29, pero la

mayoria (49%) tuvo de 3 a 6 langostas (figura 4.4). La talla media difirié
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significativamente entre las langostas enfermas (media + error estandar: 25.2 + 0.59;
intervalo: 10—-62 mm LC) y las langostas sanas (28.3 + 0.37; intervalo: 9—-76 mm LC)

(prueba t de Student: t1,60=3.812 p < 0.001).

mDos WM3a6 7al0 >10

Fig. 4.4. Numero de casitas co-ocupadas por langostas Panulirus argus sanas y enfermas de
PaV1 de acuerdo al nUmero de langostas por casita (Dos, 3a 6, 7 a 10 y mas de 10).

En 69 de las 148 casitas co-ocupadas por langostas sanas y enfermas (46.4%),
las langostas enfermas estuvieron separadas, y en 79 (53.4%) estuvieron juntas con las
sanas. Cuando hubo solo 2 langostas presentes —una enferma y una sana (n= 22
casitas)—, las langostas se registraron separadas en significativamente mas casitas. Sin
embargo, este patrdn tendié a cambiar con el incremento en el numero de langostas por
casita, de tal manera que en aquellas casitas ocupadas por >10 langostas (n=24 casitas),
las langostas enfermas y sanas estuvieron juntas en significativamente mas casitas (Fig.
4.5). Sin embargo, la posicion relativa de las langostas enfermas respecto de las
langostas sanas no difirid significativamente del azar en las casitas con 3—6 langostas

(n=73) o con 7-10 langostas (n=29) (Fig. 4.5).
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Figura 4.5. Distribucion de langostas entre 148 casitas co-ocupadas por langostas sanas y
enfermas en las que las langostas enfermas se encontraban separadas de (n = 69 casitas) o junto
a (n = 79 casitas) co-especificos sanos. Separadas, barras en color gris; Juntas, barras en color
blanco). Los numeros dentro de los paréntesis representan el tamafio de muestra (numero de
casitas). Las barras de error muestran el IC 95%.

La tabla 4.4 muestra el resumen del analisis de regresion logistica aplicado a los
sitios con casitas. La probabilidad de encontrar a las langostas sanas y enfermas
separadas dentro de las casitas difirié significativamente entre las categorias del numero
de langostas por casita.

Tabla 4.4. Resumen del analisis de regresion logistica para el efecto del numero de langostas por

casita (“categoria”, con 4 niveles: 2 langostas, 3 a 6, 7 a 10, >10 langostas) sobre la probabilidad
de encontrar langostas sanas y enfermas de PaV1 de manera separada dentro de una casita.

Estadistico
Efecto gl de Wald P
Intercepto 1 0.411 0.5213
Categoria 3 22.007 <0.0001

El analisis de regresion logistica confirmé que, comparado con la posicion al azar
de las langostas enfermas en casitas con 7 a 10 langostas (como nivel de referencia), la

probabilidad de encontrar a las langostas enfermas separadas de las sanas no difirié en
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las casitas con 3 a 6 langostas (oportunidad relativa: 1.43), pero fue significativamente
mas alta en casitas con solo 2 langostas (oportunidad relativa: 8.36) y significativamente
mas baja en casitas con >10 langostas (oportunidad relativa: 0.12) (Tabla 4.5). Es
importante hacer notar que, aunque la mayoria de las 126 casitas que tenian 3 o0 mas
langostas tenian solo 1 0 2 langostas enfermas (49.2% y 32.5%, respectivamente),
algunas tuvieron 3 (12.7%), 4 (1.6%), o hasta 5 (4.0%) langostas enfermas cohabitando

con co-especificos sanos.

Tabla 4.5. Parametros estimados en el analisis de regresion logistica para probar el efecto del
numero de langostas por casita, con 4 niveles o “categorias”: Dos, 3 a 6, 7 a 10, >10; nivel de
referencia: 7 a 10, en la probabilidad de encontrar a las langostas enfermas separadas de (vs junto
a) las sanas. El nivel de referencia fue la categoria de7a10 langostas.

Oportunidad
Nivel del Error Estadistico relativa
Efecto Estimado estandar de Wald P (IC 95%)

Intercepto -0.278 0.267 1.085 0.2976
Categoria Dos 2124 0.514 17.074  <0.0001 8.36 (3.05-22.90)
Categoria >10 -2.120 0.586 13.069 0.0003 0.12 (0.04-0.38)
Categoria 3 a6 0.360 0.314 1.315 0.2515 1.43 (0.77-2.65)

Discusién

En términos generales, las casitas ocupadas por los dos tipos de muestras de
langostas (langostas sanas y langostas sanas +enfermas) presentaron valores de my k
significativamente mayores que los de los refugios grandes en los dos grupos de sitios
(con y sin casitas). Resulta interesante que si bien la densidad de langostas por refugio
(m) fue mayor en casitas que en refugios naturales grandes, la distribucion estuvo mas
agregada (k se acercd mas a cero) en los refugios naturales que en las casitas. En
conjunto, ambos resultados reflejan la escasez de refugios estructurados para langostas

en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, como ya lo habian indicado Briones-Fourzan y
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Lozano-Alvarez (2001a) y Briones-Fourzan et al. (2007). Lo interesante es cémo afecta (o
no) la presencia de langostas enfermas esta distribucion.

Por ejemplo, el parametro m, es decir, el nUmero promedio de langostas por
refugio, tuvo un valor mas alto en casitas co-ocupadas por langostas sanas + enfermas
que en casitas ocupadas exclusivamente por langostas sanas, aunque el parametro K,
indicador de la tendencia de los individuos a agregarse o a dispersarse, no difirié entre las
dos muestras de langostas ocupando casitas. Estos resultados podrian sugerir una cierta
tendencia por parte de algunas langostas sanas a evitar compartir refugio con langostas
enfermas, ya que resulta notoria la baja proporcién de casitas ocupadas exclusivamente
por langostas enfermas (45/500, donde el maximo numero de langostas fue de 4 y la
media fue de 1.24 langostas por casita) en comparacién con las casitas co-ocupadas por
langostas sanas y enfermas, donde el maximo nimero de langostas fue de 107 (cabe
sefalar que eran 104 langostas sanas cohabitando con 3 enfermas). Sin embargo, las
casitas ocupadas por langostas sanas + enfermas tuvieron un promedio de langostas por
casita mayor que las casitas ocupadas solamente por langostas sanas, sugiriendo que las
casitas permiten la cohabitacién de langostas y enfermas. En general, se encontré un
mayor nivel de cohabitacion entre langostas sanas + enfermas en casitas que en refugios
naturales grandes. Sin embargo, entre los refugios grandes, la densidad de langostas
sanas + enfermas fue menor que en los ocupados sélo por sanas.

En el medio acuatico, uno de los conflictos ecoldgicos que esta recibiendo
atencion es el de las interacciones entre la evitacion de parasitos y de depredadores, ya
que los cambios en el comportamiento del hospedero en respuesta a los parasitos, tales
como aumentos en su actividad o cambios en el habitat, podrian hacerlos mas
susceptibles a la depredacion o viceversa (McKean y Lazzaro, 2011; Behringer et al.,
2018). En un trabajo reciente, Lozano-Alvarez et al. (2018) evaluaron de manera

experimental el trade-off entre el riesgo de depredacion y el riesgo de contagio de PaV1
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propuesto por Lozano-Alvarez et al. (2008), que se basa en la eleccién de refugio por
parte de langostas de P. argus en presencia de co-especificos enfermos de PaV1 vy,
modulada por la disponibilidad de refugio alternativo y el riesgo de depredacion potencial
(por parte de peces balistidos).Lozano-Alvarez et al. (2018) encontraron que en presencia
del depredador y con uno de los dos refugios disponibles ocupado por una langosta
enferma, las langostas focales se agregaron en el refugio vacio alternativo, pero cuando
los dos refugios disponibles estuvieron ocupados por langostas enfermas, algunas
langostas focales permanecieron en el area abierta del estanque pero otras compartieron
el refugio ocupado por langostas enfermas indicando que, en ausencia de refugios
alternativos, las langostas pueden cohabitar con langostas enfermas incluso en ausencia
del depredador.

Sin embargo, no todos los individuos evitan a los co-especificos enfermos. Por
ejemplo, los machos de pinzén Carpodacus mexicanus prefieren alimentarse cerca de
otros machos enfermos con Mycoplasma gallisepticum, debido a que estos ultimos son
menos agresivos a causa de la enfermedad. Este proceso actia como una trampa
evolutiva al mimetizar al patégeno con el comportamiento de los pajaros infectados
(Bowman y Howley, 2010). El 1% de los machos de peces mosquito Gambusia holbrooki
presentan un melanismo heredable, presentando un patrén de manchas que se asemeja
al que presentan los machos infectados por trematodos, haciendo que los machos sanos
con melanismo sean también evitados por las hembras en los intentos de apareamiento,
comprometiendo asi su efectividad sexual (Horth et al., 2013). En el sentido de la
evitacion de la depredacién, loshumanos que son vulnerables a enfermedades infecciosas
suelen calificar a los depredadores como mas peligrosos, lo que sugiere que el sistema de
evitacion de enfermedades activa el comportamiento que reduce el contacto con

individuos peligrosos (Prokop y Fan€oviCova, 2013).
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Las langostas sanas y enfermas que fueron encontradas cohabitando en un 40%
de las casitas muestreadas representan un nivel similar al encontrado por Briones-
Fourzan et al. (2012) en casitas comerciales distribuidas en una zona dentro de la Bahia
de la Ascension con caracteristicas similares a las de la laguna arrecifal de Puerto
Morelos (38%). Aunque las casitas que se utilizaron en el presente estudio fueron mas
pequefas que las comerciales, de todos modos el area de refugio que proveen (1.2 m?)
permite una mayor agregacion de langostas que los refugios naturales distribuidos en la
laguna arrecifal.

Con respecto al uso del espacio interior de las casitas, los resultados de la
posicion relativa de las langostas enfermas respecto de las langostas sanas proporcionan
solamente una imagen instantanea del uso potencial del espacio de la casita, puesto que
las langostas no permanecen estaticas dentro de una casita. Sin embargo, resulta
interesante que la probabilidad de encontrar langostas enfermas separadas de las
langostas sanas disminuy6 al aumentar el numero de langostas por casita. En casitas co-
ocupadas por solo una langosta sana y una langosta enferma, es posible que la langosta
sana trate de mantener cierta distancia de la enferma, pero esto puede ser mas dificil de
conseguir a medida que se congregan mas langostas dentro de la casita, especialmente
cuando hay mas de una langosta enferma. Debido a que las langostas enfermas
conservan su comportamiento gregario (Behringer y Butler, 2010), pueden intentar
agregarse con co-especificos sanos, resultando en una probabilidad similar de
encontrarse separadas o juntas en el momento de muestrear las casitas con mas de 10
langostas, pero al aumentar ain mas el nimero de langostas en una casita, la
probabilidad de encontrar langostas enfermas separadas disminuye drasticamente. Por lo
tanto, la amplitud del area de refugio de las casitas permite hasta cierto punto la

segregacion de langostas sanas y enfermas, lo cual dependera tanto del nimero de
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langostas que se encuentren cohabitando una casita dada en un tiempo dado, como del
comportamiento gregario expresado por las langostas enfermas.

En un experimento de campo, Butler et al. (2015) introdujeron langostas P. argus
enfermas de PaV1 en refugios con agregaciones naturales de co-especificos, observando
gue mas langostas abandonaron el refugio en comparacién con aquellas a las que se les
agrego un co-especifico sano, aun cuando no habia un refugio alternativo y mostrando
claramente un comportamiento evasivo hacia los co-especificos enfermos como parte de
una inmunidad conductual. Sin embargo, a diferencia del trabajo realizado por Lozano-
Alvarez et al. (2018), estas langostas no se encontraban en un riesgo inminente de
depredacion que hiciera presion sobre la decisién de quedarse o abandonar el refugio.

Los ambientes naturales ofrecen multiples desafios, muchas veces de manera
simultanea, y los individuos deben ser capaces de lidiar de manera apropiada con cada
fuente de estrés. Es decir, los individuos exhiben diferencias consistentes en la respuesta
a un desafio ambiental que se expresan en una variedad de contextos y situaciones.
Tales conjuntos de comportamiento se denominan “sindromes conductuales” o
“personalidad de los animales” y cada individuo dentro de una especie se puede describir
con un sindrome o personalidad en particular (revision en Frost et al., 2013). Una de esas
personalidades es la audacia o atrevimiento, que define la respuesta de un individuo a
algo nuevo y su propension a asumir riesgos. Los animales atrevidos son a menudo mas
agresivos, mas activos y mas propensos a explorar nuevos entornos u objetos que los co-
especificos que no lo son (Frost et al., 2013).

En términos generales, la aversion o desagrado (disgust) tiene una importante
funcidn adaptativa que puede reducir el riesgo de enfermar; sin embargo, el grado de
sensibilidad de la aversion puede variar ampliamente entre los individuos de una misma
especie. Tybur et al. (2018) sugieren que esta variacion depende de los requerimientos o

estrategias sexuales, nutricionales y sociales de cada individuo. La evolucién de las
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estrategias de evitacién y eliminacién de patdgenos y parasitos implica que dichas
estrategias evolucionaron al haber beneficios de supervivencia y buen estado fisico (Hart
y Hart, 2018). Los depredadores y los patégenos son poderosas herramientas de
seleccion natural que influyen en la evolucion de los sistemas de autoproteccion y
prevencion de enfermedades (McKean y Lazzaro, 2011). Ambos sistemas son activados
por condiciones ecoldgicas y protegen a los individuos contra el dafio fisico o la
transmision de enfermedades (Prokop y FancCoviCova, 2013).

El parasitismo tiene mucho en comun con la depredacion, y los desarrollos
conceptuales y técnicos en la investigacion sobre el comportamiento anti-depredador
podrian en el futuro generar ideas sobre las respuestas antiparasitarias de los hospederos
silvestres (Coulson et al., 2018). Aun hay mucho por aprender sobre la epidemiologia de
los parasitos en otras especies, asi como las compensaciones (trade-offs) que hacen los
hospederos como defensa contra patégenos y parasitos frente a otras inversiones
beneficiosas como el apareamiento y la busqueda de alimento (McKean y Lazzaro, 2011;

Sarabian et al., 2018).
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Capitulo 5. Confirmacion de las medidas de validez de la evaluacion visual
de signos clinicos de la infeccion por PaV1 en juveniles de langosta

Panulirus argus en la laguna arrecifal de Puerto Morelos

Introduccion

El diagnéstico de las enfermedades infecciosas se realiza mediante la deteccion
directa o indirecta de los agentes infecciosos. Mediante los métodos directos, se detectan
los agentes y/o sus componentes, tales como los acidos nucleicos, las proteinas
estructurales y no estructurales, las enzimas, etc. Mediante los métodos indirectos, se
detectan los anticuerpos inducidos por las infecciones (OIE, 2006).

Las pruebas diagnésticas permiten clasificar a los individuos en diferentes
categorias en relacion con la presencia o ausencia de una enfermedad (Pita-Fernandez y
Pértegas-Diaz, 2003). El resultado de la prueba puede ser correcto (verdadero positivo y
verdadero negativo) o incorrecto (falso positivo y falso negativo). El andlisis de su validez
(capacidad de probar lo que pretende medir) puede obtenerse calculando los valores de
sensibilidad y especificidad (Altman y Bland, 1994a). Las medidas de validez garantizan
que los resultados no estén sesgados y por tanto permitan una adecuada estimacion de la
utilidad potencial de dicha prueba (Gémez de la Camara, 1998; Bellmunt-Montoya,
2007).Una prueba diagnostica tendra mayor validez en la medida en que sea capaz de
detectar muchos casos con la alteracion buscada (sensibilidad alta), excluya a muchos
casos sin la alteracién (especificidad alta), el resultado positivo represente una alta
probabilidad de presentar la alteracién (valor predictivo positivo alto) y el resultado
negativo refleje una alta probabilidad de la ausencia de la alteracion (valor predictivo

negativo) (Altman y Bland, 1994b; Pita-Fernandez y Pértegas-Diaz, 2003).
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Cuando se estudia una muestra de individuos, los datos obtenidos permiten
clasificar a los sujetos en cuatro grupos en una tabla 2 x 2 como la que se muestra en la
tabla 5.1. En ella se compara, en las filas el resultado de la prueba diagndstica y en las

columnas el resultado de la prueba de referencia o estandar de oro (gold standard).

Tabla 5.1. Relacién entre el resultado de una prueba diagnéstica y la presencia o ausencia de una
enfermedad (modificado de: Pita-Fernandez y Pértegas-Diaz, 2003).

Prueba de referencia

Negativo Positivo
Verdadero negativo Falso positivo
Sano
Prueba (VN) (FP)
diagnéstica: Falso Negativo | Verdadero Positivo
Enfermo

(FN) (VP)

En donde:

Verdadero Negativo (VN): son aquellos individuos que no presentaron los signos clinicos
de la enfermedad y que dieron negativo a la prueba de referencia.

Falso Positivo (FP): son aquellos individuos que no presentaron los signos clinicos de la
enfermedad y que dieron positivo a la prueba de referencia.

Falso Negativo (FN): son aquellos individuos que presentaron los signos clinicos de la
enfermedad y que dieron negativo a la prueba de referencia, y

Verdadero Positivo (VP): son aquellos individuos que presentaron los signos clinicos de la

enfermedad y que dieron positivo a la prueba de referencia.

Durante algunos afos a partir de la emergencia de la enfermedad causada por el
virus PaV1 en langostas Panulirus argus, la forma de detectar la infeccién en organismos

vivos se baso en la observacion de los signos clinicos y su confirmacion a partir del
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sacrificio de los individuos para acceder a los diferentes 6rganos afectados para su
analisis histolégico (Shields y Behringer, 2004). Sin embargo, dada la importancia de
monitorear al virus en las poblaciones silvestres y el estudio de su comportamiento en el
laboratorio, se requirié del desarrollo de herramientas de diagndéstico fiables, como la
hibridacion in situ por fluorescencia (FISH por sus siglas en inglés) (Li et al., 2006) y la
optimizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
(Montgomery-Fullerton et al., 2007), cuya importancia radica en que para su empleo no es
necesario sacrificar a los organismos ya que es posible hacer la deteccion del virus a
partir de una muestra de hemolinfa.

Para ampliar su utilidad en los diagndsticos veterinarios y en las identificaciones de
patégenos, la PCR se ha modificado ampliamente en los ultimos afios. En la PCR se
utiliza un par de cebadores de oligonucledtidos especificos para amplificar una pequefia
parte del genoma del agente infeccioso. La sensibilidad analitica de la PCR, definida
como la cantidad mas pequefia de copias de genomas de agentes infecciosos que
pueden ser detectados, es relativamente alta, con un minimo de entre 100 y 1000 copias
del genoma detectable. La especificidad analitica, es decir, la capacidad para distinguir
entre el agente objetivo y otros agentes infecciosos estrechamente relacionados también
es bastante alta.

En el caso de PaV1, los muestreos basados en la observacion clinica de la
enfermedad subestiman la prevalencia de la infeccion debido a la presencia de
infecciones sub-clinicas, o fases tempranas de la infeccién que aun no se manifiestan en
signos macroscopicos. Para determinar en qué medida puede ser subestimada la
prevalencia real sobre la base de la prevalencia clinica, se puede comparar la sensibilidad
y la especificidad de la prevalencia determinada por la observacion de signos clinicos con
la prevalencia de la infeccién determinada por PCR (Lalkhen y McCluskey, 2008; Huchin-

Mian et al., 2013). Por ejemplo, en la poblacion de langostas de la Bahia de la Ascension,
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la cual estd compuesta principalmente por adultos, sub-adultos y juveniles grandes,
Huchin-Mian et al. (2013) estimaron la sensibilidad de la observacién de los signos
clinicos de PaV1 comparandola con la prevalencia determinada por PCR. Dichos autores
encontraron que la sensibilidad de los signos clinicos era de 0.5 (sensibilidad = numero de
langostas con signos clinicos divididos entre el nimero total de langostas positivas a
PCR) y la especificidad de 1.0 (especificidad = numero de langostas sin signos clinicos
dividido entre el numero total de langostas negativas a PCR). Es decir, por cada langosta
visiblemente enferma habia otra con infeccidn sub-clinica, pero los signos visibles de la
infeccion (hemolinfa lechosa y coloracion rojiza del exoesqueleto) fueron especificos para
la infeccion por PaV1.

Sin embargo, la sensibilidad y especificidad de una prueba pueden variar entre
diferentes poblaciones debido a diversos factores, tales como la etapa de la enfermedad o
la presencia de otros microorganismos (Cameron, 2002). Por tanto, la validacién de una
prueba requiere re-evaluar sus caracteristicas de desempefo para cada poblacion de
animales en que se aplica (Jacobson, 1998).En el presente trabajo, se hace una
evaluacién de la sensibilidad y especificidad de los signos clinicos en comparacién con la
deteccién con PCR en la poblacion de langostas que habitan casitas en la laguna arrecifal
de Puerto Morelos, compuesta principalmente por juveniles tempranos y tardios de P.

argus.

Objetivos
1) Evaluar la sensibilidad y especificidad de los signos clinicos de PaV1 como
indicadores de infeccién en estudios epidemiolégicos en poblaciones de langostas

Panulirus argus compuestas principalmente por juveniles (habitats de crecimiento)
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2) Estimar la prevalencia real de la infeccion (clinica + sub-clinica) con el virus PaV1
en la poblacion de langostas juveniles que habitan casitas en la laguna arrecifal de

Puerto Morelos

Materiales y métodos

Captura de langostas y obtenciéon de las muestras

Las langostas se capturaron mediante buceo libre y SCUBA directamente en
casitas experimentales ubicadas en la laguna arrecifal de Puerto Morelos. Se extrajeron
todas las langostas de cada casita con ayuda de redes manuales (“jamos”) y se colocaron
dentro de una bolsa de malla por cada casita. La bolsa se sujet6 a la borda de la
embarcacion de tal forma que las langostas permanecian dentro del agua mientras se
iban extrayendo y analizando una por una, con el objeto de afectar lo menos posible a las
demas (Lozano-Alvarez et al., 1991b). Cada langosta se examiné cuidadosamente,
considerandose como “enfermas” aquellas que mostraban signos clinicos evidentes de la
enfermedad, en particular hemolinfa lechosa y coloracién rojiza del exoesqueleto y en
algunos casos letargo, y como “sanas” aquellas que no mostraron ningun signo de la
enfermedad (Montgomery-Fullerton et al., 2007). A cada langosta se le midio la longitud
cefalotoracica (LC) con un vernier (£ 0.1 mm) y se le determiné el sexo.

Para la deteccion del ADN del virus PaV1 por medio de PCR, a cada langosta se
le extrajo una muestra de ~200 uL de hemolinfa con una aguja de insulina. La zona de
puncion fue en la base del quinto par de pereidpodos, previamente desinfectada con
alcohol al 70%. Las metodologias de extraccién de ADN y los ensayos de PCR para la
diagnosis de la infeccion por PaV1 ya fueron explicados en el capitulo 2 y el protocolo se

presenta en el Apéndice 1.
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Analisis de datos

Sensibilidad y especificidad de la observacion clinica de la enfermedad PaV1
La sensibilidad de una prueba clinica se refiere a la habilidad de dicha prueba para

identificar correctamente a los individuos infectados, calculandose de la siguiente manera:

Verdaderos Positivos
Sensibilidad =

Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

De esta manera, una prueba con una sensibilidad de 1 identifica correctamente al
100% del total de individuos con la infeccion, mientras que una prueba con una
sensibilidad de 0.8 detecta correctamente al 80% de los individuos infectados (verdaderos
positivos), pero no detecta al 20% de los individuos infectados (falsos negativos).

Por otro lado, la especificidad de una prueba clinica se refiere a la habilidad de
dicha prueba de identificar correctamente a los individuos no infectados, calculandose de

la siguiente manera:

Verdaderos Negativos

E Ficidad =
specificida Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

Asi, una prueba con una especificidad de 1 identifica correctamente al 100% de
todos los individuos que no estan infectados, mientras que una prueba con una
especificidad de 0.8 detecta correctamente al 80% de los individuos no infectados
(verdaderos negativos), pero el 20% de individuos no infectados son errbneamente
detectados como infectados (falsos positivos).

Para evaluar la utilidad de los signos clinicos observados al determinar la

prevalencia de la infeccion con PaV1 en relacién con la PCR, se consideré como
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Sensibilidad al numero de langostas con signos clinicos dividido entre el numero de
langostas positivas a PaV1 por PCR y como Especificidad como al numero de langostas
sin signos clinicos dividido entre el numero total de langostas negativas a PaV1 por PCR
(Huchin-Mian et al., 2013). Dado que la sensibilidad y la especificidad son proporciones,
se pueden calcular los intervalos de confianza al 95% mediante métodos estandares para
proporciones (Gardner y Altman, 1989; Newcombe, 1998; Bellmunt-Montoya, 2007).
Tanto la sensibilidad como la especificidad proporcionan informacién acerca de la
probabilidad de obtener un resultado concreto positivo o negativo en funcion de la
verdadera condicion del organismo enfermo con respecto a la enfermedad (Altman y
Bland, 1994a). Sin embargo, se carece de informacién previa acerca de su verdadero
diagnéstico; es decir, ante un resultado positivo o negativo en la prueba, lo que se quiere
conocer es qué tan probable es que el individuo esté realmente enfermo o sano (Pita-
Fernandez y Pértegas-Diaz, 2003). La sensibilidad y la especificidad no proporcionan esta
informacion, por lo que los datos deben ser aproximados a los resultados de la prueba

utilizando los valores predictivos de la prueba (Altman y Bland, 1994b).

Valores predictivos de la prueba

El Valor Predictivo Positivo (VPP) es la probabilidad de padecer la enfermedad si

se obtiene un resultado positivo en la prueba. Se calcula de la siguiente manera:

Verdaderos Positivos

Val dicti itivo (VPP) =
alor predictivo positivo ( ) Verdaderos Positivos + Falsos Positivos

El valor Predictivo Negativo (VPN) es la probabilidad de que un individuo que
arroje un resultado negativo en la prueba esté realmente sano. Se calcula de la siguiente

manera:
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Verdaderos Negativos

Valor Predictivo Negativo (VPN) =
g ( ) Falsos Negativos + Verdaderos Negativos

Los valores predictivos dependen estrechamente de la prevalencia de la
enfermedad en la poblacion en la que se aplica la prueba diagndstica. Al aumentar la
prevalencia crece el valor predictivo positivo para una misma sensibilidad y especificidad;
esto se debe a que disminuye el numero de falsos positivos. De la misma manera, al
disminuir la prevalencia disminuye el valor predictivo positivo y aumenta el valor predictivo
negativo porque para una misma sensibilidad y especificidad disminuyen los falsos

negativos (Gomez de la Camara, 1998).

Resultados

Entre febrero de 2014 y febrero de 2015 se examinaron un total de 466 langostas
P. argus que habitaban casitas experimentales en la laguna arrecifal de Puerto Morelos.
El intervalo de tallas de esta muestra fue amplio (10.7-95.6 mm LC), pero con
predominancia de juveniles (Fig. 5.1). De las 466 langostas examinadas, a 452 se les
extrajo una muestra de hemolinfa para realizar un diagnéstico de la infeccién con PaV1
mediante dos pruebas diagndsticas, es decir, por la presencia de signos clinicos
(hemolinfa lechosa) y por la prueba de referencia PCR. La clasificacion de los individuos
segun el resultado del diagndstico se muestra en la tabla 5.2.

De las 452langostas examinadas, 65 mostraron signos clinicos de la infeccion por
PaV1, arrojando una prevalencia de la enfermedad (infeccién clinica) de 14.4%. Sin
embargo, 136 langostas dieron positivo a PaV1 por PCR, lo que da una prevalencia de la
infeccion de 30.1%. Con base en estos resultados, la sensibilidad de la observacion

clinica de la enfermedad fue de 65/136 = 0.48 (IC al 95%: 0.39-0.56). Esto indica que la
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diagnosis basada en la observacién de los signos clinicos detecta alrededor del 48% de
los casos de infeccion por PaV1, es decir, que por cada langosta visiblemente enferma de
la poblacién evaluada, hay por lo menos una mas que también esta infectada pero que no

es detectada visualmente porque no presenta los signos clinicos de la enfermedad.
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Fig. 5.1. Distribucion de tallas (en mm de longitud cefalotoracica) de langostas Panulirus argus que
habitaban casitas experimentales en la laguna arrecifal de Puerto Morelos (N = 466). La porcion de
las columnas en color rojo representa la fraccion correspondiente a las langostas visiblemente
enfermas de PaV1; la porcién en amarillo representa a la fraccion correspondiente a las langostas
sub-clinicamente infectadas con PaV1 y la porcion en verde representa la fraccién correspondiente
a las langostas sanas.

Por otro lado, no se observaron los signos clinicos de la enfermedad en ninguna
de las 316 langostas examinadas que dieron negativo a PaV1 por PCR, lo que indica que
la especificidad de la observacion clinica de la enfermedad fue de 316/316 = 1.0 (IC al
95%: 0.98-1.0), es decir, que la hemolinfa lechosa y la coloracion rojiza del exoesqueleto
son signos clinicos especificos de la infeccidn clinica por PaV1 en la poblacién de

langostas P. argus de la laguna arrecifal de Puerto Morelos.
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Los valores predictivos positivo y negativo fueron 1.0 y 0.81 respectivamente. Es
decir, se tiene un 100% de probabilidad de que una langosta esté infectada cuando
muestra los signos clinicos de la infeccion. Por otro lado, se tiene una probabilidad del
81% de que una langosta esté completamente sana (libre de infeccién) cuando no

muestra los signos clinicos de la infeccion.

Tabla 5.2.Resultados de la observacién clinica y el andlisis por PCR de langostas Panulirus argus
para la deteccion de la infeccion por PaV1, donde VN son los Verdaderos Negativos, FN los Falsos
Negativos, FP los Falsos Positivos y VP los Verdaderos Positivos.

Prueba de referencia: PCR

Negativo Positivo
VN FN
Sin signos
Prueba diagnéstica: 316 71
Signos clinicos de PaV1 FP VP
Con signos
0 65

Discusién

Los valores de sensibilidad y especificidad diagnéstica constituyen los parametros
mas importantes que se establecen durante la validacion de una prueba. Estas
estimaciones son la base del calculo de otros parametros a partir de los cuales se realizan
inferencias sobre los resultados de la prueba (por ejemplo, los valores predictivos de los
resultados positivos y negativos de la prueba). Por consiguiente, es muy importante que
las estimaciones sobre la sensibilidad y la especificidad diagnésticas sean tan precisas
como sea posible. Lo ideal es que deriven del analisis de un conjunto de muestras

procedentes de animales de referencia, cuyos antecedentes y estado en cuanto a la
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enfermedad/infeccion en cuestidon se conozcan y sean relevantes para la poblacion en la
que se va a utilizar la prueba (OIE, 2017).

Los resultados del presente estudio confirman los valores de sensibilidad y
especificidad de la evaluacién visual de los signos clinicos de infeccidon por PaV1
previamente estimados por Huchin-Mian et al. (2013) en la poblacién de Panulirus argus
de Bahia de la Ascension. El valor de la sensibilidad fue muy similar entre el presente
estudio, realizado en la laguna arrecifal de Puerto Morelos (0.48), y el estudio de Huchin-
Mian et al. (2013), realizado en Bahia de la Ascension (0.51), a pesar de las amplias
diferencias entre las respectivas areas de estudio en cuanto al tamafio de muestra (452 y
1397, respectivamente), rango de tallas de las langostas (10.7-95.6 mm LC y12.8-168.0
mm LC, respectivamente), y prevalencia clinica promedio (14.4% y 5.4%,
respectivamente).

Al realizar la prueba de PCR en langostas que presentaban signos diagnésticos de
la enfermedad PaV1, no se obtuvieron resultados falsos positivos, lo cual concuerda con
los resultados de Huchin-Mian et al. (2013) de que los signos clinicos tienen una
especificidad del 100%. Estos resultados contrastan con los obtenidos en otros
organismos. Por ejemplo, en algunos peces, la sintomatologia y lesiones de muchas
enfermedades infecciosas carecen de la especificidad suficiente como para establecer un
diagnéstico definitivo del posible agente etiolégico. Esto hace que sea necesaria la
identificacion mediante analisis de laboratorio. Cualquier sistema de diagndstico clinico
debe permitir la identificacion fiable y especifica del agente causal, en el menor tiempo
posible, para poder utilizarse de manera rutinaria. La técnica de PCR cumple estos
requisitos, y por ello en estos momentos existen diversas técnicas de PCR descritas para
la totalidad de los agentes infecciosos o parasitarios de mayor significado clinico en
acuicultura (Gibello et al., 2001). Por ejemplo, a partir de ensayos de PCR, Gdmez et al.

(2004) reportaron que grandes poblaciones de peces marinos tanto de cultivo como
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silvestres en areas adyacentes a granjas de cultivo, estaban infectados de forma sub-
clinica con betanodavirus genéticamente muy relacionados, lo que sugiere una
importancia de tales peces infectados como portadores o como reservorio de
betanodavirus.

Cabe mencionar que, en el presente estudio, el unico individuo adulto sin signos
de la enfermedad que dio positivo a PaV1 por PCR, es decir, sub-clinicamente infectado,
fue una hembra ovigera de 95.6 mm LC, cuyos huevos también analizados por PCR,
resultaron libres de infeccion. Este resultado sugiere que el PaV1 no se transmite de
manera vertical, lo que seria consistente con los resultados de Lozano-Alvarez et al.
(2015), quienes analizaron 169 larvas filosomas y 239 puerulos nectonicos de Panulirus
argus colectados en aguas oceanicas del Caribe Mexicano. Todas las filosomas dieron
negativo a PaV1 por PCR, pero 2 de las 239 postlarvas dieron positivo a PaV1 por PCR,
lo que sugiere una transmisiéon de PaV1 mediante el agua, aunque estos autores también
sugirieron que los tapetes de sargazo flotante, muy abundante en su zona de muestreo,
podrian ser un reservorio ambiental dePaV1 (Lozano-Alvarez et al., 2015).

Es importante resaltar que no se detectaron falsos positivos en los ensayos de
PCR ni en el presente estudio ni el de Huchin-Mian et al. (2013), lo que resulté en una
especificidad diagnostica de 100% para PaV1 de los signos clinicos representados por la
hemolinfa lechosa. En otros decapodos, varios patégenos pueden causar que la
hemolinfa se vuelva lechosa, por ejemplo bacterias parecidas a rickettsias en Panulirus
homarus y P. ornatus crecidas en cercos marinos en Vietnam (Nunan et al. 2010), el virus
RV-CM en Carcinus maenas, el virus CoBV en Chionoecetes opilio, y el virus Bi-facies en
Callinectes sapidus (revision en Bateman y Stentiford, 2017), asi como el dinoflagelado
Hematodinium spp. En Nephrops norvegicus y numerosas especies de cangrejos
anomuros y braquiuros (revision en Morado, 2011). Sin embargo, no se ha reportado que

alguno de estos patdgenos afecte a P. argus.
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Ademas del PCR de punto final (Montgomery-Fullerton et al., 2007), otros métodos
existentes para detectar PaV1 incluyen analisis histolégicos (Shields y Behringer, 2004),
hibridacion fluorescente in situ (FISH, por sus siglas en inglés) (Li et al., 2006) y PCR
cuantitativo o de tiempo real (QPCR, Clark et al., 2018). Los analisis histoldgicos pueden
detectar infecciones activas en individuos pero requieren sacrificar a las langostas. Los
otros métodos son valiosos para diagnosticar individuos con infeccion sub-clinica (es
decir, sin signos visibles), pero el PCR es menos caro que el gPCR y puede detectar el
ADN de patégenos mucho mas rapido que el FISH (Pestal et al., 2003). El ensayo con
gPCR, que aun no se habia desarrollado cuando se hicieron los muestreos para este
trabajo, podria convertirse en el nuevo estandar de oro, ya que su limite de deteccién es
de 10 copias de DNA del plasmido (Clark et al., 2018), comparado con ~37 copias de
ADN con el ensayo de PCR de punto final (= 0.02 fg DNA PaV1 pl™", Moss et al., 2012).
Sin embargo, la utilizacién de qPCR probablemente no habria mejorado mucho la
estimacion de sensibilidad de la evaluacion visual de signos clinicos obtenida en el
presente trabajo, porque cuando la prueba que se usa como estandar de oro (como el
PCR de tiempo final usado aqui) es mucho mejor que la prueba que esta siendo evaluada
(es decir, la evaluacion visual), entonces hay poca diferencia entre la sensibilidad y
especificidad relativas y la sensibilidad y especificidad verdaderas (Cameron, 2002).
Aunque el PCR no puede determinar si los individuos que dan positivo a la prueba
desarrollaran la enfermedad o son solamente portadores (Montgomery-Fullerton et al.,
2007; Caceres-Martinez y Vazquez-Yeomans, 2013), resulta util para evaluar qué tan
ampliamente esta distribuido un patdégeno en particular en poblaciones de hospederos
asintomaticos (Peinado-Guevara y Lépez-Meyer, 2006).

Un primer paso importante para el manejo de una enfermedad es desarrollar un
conocimiento basico sobre las enfermedades y los estados de salud comprometidos que

estan presentes en un area determinada (Cameron, 2002). El manejo de las emergencias
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de enfermedades (es decir, cuando las enfermedades causan impactos ecoldgicos,
econdmicos o sociales significativos) requiere de un buen monitoreo, que a su vez
requiere de diagndsticos rapidos y precisos (Groner et al., 2016). Las técnicas de PCR
son cada vez menos costosas, pero su uso para monitoreo de largo plazo aun esta lejos
de ser rutinario, en particular en paises en desarrollo (Gibello et al., 2001; Muldrew, 2009).
La evaluacion visual es mas facil de implementar a la larga, pero claramente subestima la
prevalencia de PaV1. En el presente trabajo se utilizé el PCR como el estandar de oro
para evaluar la sensibilidad y especificidad de la observacién de los signos clinicos.
Puesto que la sensibilidad y especificidad de una prueba diagnéstica es independiente de
la prevalencia (Lalkhen y McCluskey, 2008), cuando la especificidad de una prueba
determinada es 1 (es decir, 100% comparada con el estandar de oro), entonces el valor
de sensibilidad se puede utilizar como un factor de correccion para la prevalencia (Pestal
et al., 2003). Por tanto, nuestros resultados confirman la aseveracion de Huchin-Mian et
al. (2013) de que, siempre y cuando se examine una muestra representativa en una
poblacion dada de P. argus, la verdadera prevalencia de PaV1 en esa poblacion se podra
estimar aplicando un factor de 2x a la prevalencia clinica. Esto puede ayudar a simplificar
los esfuerzos por monitorear cambios en la prevalencia de PaV1 en poblaciones locales

de P. argus.
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Capitulo 6. Discusion general y conclusiones

El presente trabajo de tesis abordd aspectos ecoldgicos de una enfermedad viral que
ataca a las langostas espinosas del Caribe, Panulirus argus, un importante recurso
pequero en México y en toda la region del Gran Caribe. Esta enfermedad se descubrié a
principios de los afios 2000 y su agente etioldgico fue descrito pocos afios después
(Shields y Behringer, 2004), siendo llamado Panulirus argus virus 1. El PaV1 ataca
principalmente las langostas juveniles (<50 mm LC) y se transmite por contacto y a través
del agua (Butler et al., 2008), lo que desperté la alarma en lugares donde se pescan
langostas utilizando casitas, refugios artificiales que pueden albergar multiples langostas
ya que capitalizan el comportamiento gregario de esta especie (Behringer et al., 2011;
Cruz-Quintana et al., 2012).

El presente estudio se desarroll6 en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, un
ambiente rico en habitats para asentamiento de postlarvas y crecimiento de langostas
juveniles pequenas, pero pobre en refugios estructurados tipo grieta para juveniles
grandes y sub-adultos, cuyo cambio de habitat (de la vegetacion a los refugios tipo grieta)
coincide con la expresion del comportamiento gregario (Childress y Herrnkind, 1996;
Ratchford y Eggleston, 1998). Mas aun, muchos de los escasos refugios naturales para
juveniles de langosta en esta laguna son de naturaleza efimera (Briones-Fourzan y
Lozano-Alvarez, 2001a; Lozano-Alvarez et al., 2009), por lo que el refugio es un factor
limitante para la poblacién local de juveniles de P. argus ya que su falta o escasez
aumenta el riesgo de depredacion y reduce la abundancia local de langosta, como quedd
demostrado en un experimento con casitas (escaladas para juveniles) llevado a cabo
hace afios (Briones-Fourzan et al., 2007). Esta situacion permitio la evaluacion del
comportamiento de las langostas en presencia de co-especificos enfermos de PaV1; el

posible efecto del uso de casitas en los niveles de prevalencia de PaV1; el efecto de la
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remocién de langostas enfermas de las casitas a lo largo del tiempo, y los patrones de
agregacion de langostas sanas y enfermas en casitas vs refugios naturales de
dimensiones grandes. Asimismo, se estimaron las medidas de validacién (sensibilidad y
especificidad) de los signos visibles de la enfermedad (infeccidn clinica) contra ensayos
de PCR (“estandar de oro”) con fines de monitoreo de la prevalencia de esta enfermedad

a lo largo del tiempo.

Principales aportaciones de este trabajo

Dado que el comportamiento social de Panulirus argus es mediado por sefiales quimicas,
los individuos son atraidos hacia refugios ocupados por co-especificos; sin embargo,
también pueden evitar esos refugios si los co-especificos se encuentran heridos o
muertos al detectar sus sefiales quimicas como sefal de alarma de depredacién. Para un
individuo que esta buscando un refugio, seguir las sefales quimicas de co-especificos
hacia un refugio reduce su tiempo de exposicion a los depredadores y le permite evaluar
la calidad del refugio (Nevitt et al., 2000; Childress y Herrnkind, 2001a), mientras que
congregarse dentro del refugio puede incrementar la sobrevivencia per capita a través del
llamado efecto de dilucién o la defensa grupal del refugio (Eggleston et al., 1990;
Childress y Herrnkind, 2001a, 2001b; Briones-Fourzan et al., 2007).

En ese sentido, con la finalidad de dilucidar si las sefales quimicas provenientes
de langostas enfermas de PaV1 podrian afectar la eleccion de refugio por parte de
langostas sanas se llevé a cabo un experimento controlado para examinar y contrastar la
respuesta de P. argus a refugios de los que emanaban sefales quimicas de langostas
sanas (no infectadas), infectadas (sub-clinicamente infectada), enfermas (clinicamente
infectadas), o muertas. A diferencia de estudios previos en los que no se habia controlado

la presencia del virus PaV1 en las langostas focales, en este estudio solo langostas no
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infectadas (de acuerdo con resultados de pruebas de PCR) y en intermuda fueron
utilizadas como focales.

Las langostas focales evitaron significativamente el refugio con olores de co-
especificos enfermos en un grado muy similar a la evitacion de refugios con olores de
alarma de co-especificos muertos (80% y 85% de evitacion, respectivamente). En cambio,
su respuesta a refugios con olores de co-especificos sanos o sub-clinicamente infectados
con PaV1 no difirio del azar. Estos resultados sugieren que una vez que las langostas
infectadas con PaV1 desarrollan los signos clinicos de la enfermedad, su olor tiene un
efecto tan repelente sobre otras langostas como el olor de los co-especificos muertos.
Como parte del progreso de la infeccion viral PaV1, los principales sitios de infeccion son
los fagocitos fijos en el hepatopancreas pero mas adelante la infeccion se vuelve
sistémica (Li et al., 2008). En langostas severamente infectadas, el hepatopancreas se
aprecia isquémico, atrofiado, y con necrosis local, lo que posiblemente provoca desgaste
metabdlico y letargo (Shields y Behringer, 2004; Briones-Fourzan et al., 2009). Los
cambios que ocurren en los constituyentes de la hemolinfa de langostas infectadas con
PaV1 tanto experimentalmente (Li et al., 2008) como naturalmente (Pascual-Jiménez et
al., 2012; Herrera-Salvatierra et al., 2019) se reflejan en el incremento de la degradacion
del tejido y catabolismo del hepatopancreas. Por lo tanto, es posible que las langostas
visiblemente enfermas exuden quimicos asociados con la descomposicién, dando como
resultado un “olor a muerte”, que las langostas sub-clinicamente infectadas aun no emiten
o emiten en menor grado.

En el presente estudio (capitulo 3) se exploré el efecto potencial de la presencia de
casitas en los niveles de prevalencia de la enfermedad PaV1 (etapa 1), y mas adelante se
exploré el efecto de remover regularmente a todos los individuos enfermos de las casitas
en los niveles de prevalencia (etapa 2). En la etapa 1, a lo largo de 10 muestreos con una

frecuencia trimestral, la densidad de las langostas fue en promedio ocho veces mas alta
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en los sitios experimentales con casitas que en aquellos sin casitas, resultados que se
esperaban y que coinciden con trabajos previos (Briones-Fourzan y Lozano-Alvarez,
2001b; Briones-Fourzan et al., 2007). Sin embargo, la presencia de casitas al parecer no
afectd la prevalencia media de PaV1y tampoco hubo una relacion significativa entre la
densidad de langostas y la prevalencia de la enfermedad. Este resultado es consistente
con ejercicios de simulacién en los que tampoco se encontrd un incremento en la
transmision o persistencia de PaV1 al aumentar la agregacion espacial de langostas
(Dolan et al., 2014), lo que sugiere que las langostas sanas evitan el contacto con las
enfermas (Behringer et al., 2006, Capitulo 2 de este trabajo) -lo que podria estar
ayudando a controlar la epizootia (Butler et al., 2015)-, 0 que pueden compartir la amplia
area de refugio que proveen las casitas, pero manteniendo su distancia en el interior
(Lozano-Alvarez et al., 2008, 2018; Capitulo 4 de este trabajo).

En la etapa 2, la extraccién de langostas enfermas no impacté los niveles de
prevalencia, pero hubo diferencias significativas en la probabilidad de encontrar langostas
enfermas entre los 5 sitios con casitas, lo que sugiere que hay otros factores que pueden
estar influenciando dichos niveles. Por ejemplo, en la Bahia de la Ascensién, Briones-
Fourzan et al. (2012) encontraron menores niveles de prevalencia de PaV1 en sitios de la
bahia menos profundos, con fondo duro y escasa vegetacion, y mayores en sitios mas
profundos y con vegetacion marina densa. Con base en sus resultados, Briones-Fourzan
et al. (2012) sugirieron que si las particulas de PaV1 se transmiten a través del agua
(Butler et al., 2008), entonces su persistencia podria estar influenciada por la exposicion
del habitat a la radiacion ultravioleta y a la cantidad de sombra provista por la vegetacién
marina local, es decir, que la vegetacién marina podria actuar como reservorio ambiental
para viriones de PaV1 (Briones-Fourzan et al., 2012).

Los reservorios de infeccion son lugares en los que los microorganismos

patégenos pueden sobrevivir hasta que puedan ingresar a un nuevo individuo y causar



113

una infeccién, permitiendo de esta manera que una enfermedad persista en el tiempo y
sea transmitida. Estos reservorios pueden ser otro individuo, animales, vegetacion u
objetos inanimados. Entre estos ultimos, los mas comunes son el agua, el suelo y las
superficies que pueden albergar concentraciones de microorganismos, generalmente de
una misma especie, significativamente superiores a las encontradas habitualmente y a las
del ambiente circundante (Calderdn, 1989). En particular, los virus marinos tienen la
capacidad de adsorberse a ciertas superficies como mecanismo de persistencia en el
ambiente marino (Gerba y Schaiberger, 1975). Por ello, entre los reservorios potenciales
del virus podrian encontrarse, ademas de las propias langostas, el agua circundante y las
praderas densas de pasto marino y algas, pero también otras especies animales (Small y
Pagenkopp, 2013)

Recientemente, Davies et al. (2019) llevaron a cabo otro estudio en la Bahia de la
Ascension con el objetivo de identificar reservorios potenciales de PaV1. Al igual que
Briones-Fourzan et al. (2012), encontraron los mayores niveles de prevalencia en los
sitios con mas vegetacion, apoyando la hipotesis sobre la funcion de los pastos marinos
como reservorios ambientales para el virus PaV1. Pero ademas, Davies et al. (2019)
analizaron la composicién de las comunidades locales de invertebrados para detectar las
especies de crustaceos decapodos mas abundantes como reservorios potenciales de
PaV1. Estas especies fueron principalmente pequefios cangrejos ermitafios, tales como
Pagurus brevidactylus, que fue el decapodo mas abundante en todas sus zonas de
estudio, Clibanarius tricolor, Calcinus tibicen, Paguristes anomalus y P. puncticeps. En un
estudio similar hecho en la laguna arrecifal de Puerto Morelos, Davies et al. (2020)
también encontraron una gran abundancia de cangrejos ermitafios en sitios con casitas,
reforzando la hipétesis de que estos organismos podrian ser reservorios potenciales de

PaVv1.
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Cabe sefialar que en el ambiente oceanico, habitat de larvas y postlarvas recién
metamorfoseadas de P. argus, Lozano-Alvarez et al. (2015) encontraron dos postlarvas
oceanicas que estaban infectadas con PaV1 (utilizando PCR). Estos autores sugirieron
que las masas de sargazo flotantes podrian ser reservorios ambientales de PaV1 y que
los puerulos infectados que nadan hacia zonas costeras para asentarse en las zonas de
vegetacién podrian representar un reservorio asintomatico de PaV1.

En habitats con refugios escasos, el riesgo de depredacion de juveniles de
langosta es mas alto que en habitats con refugios abundantes, por lo que las langostas
sanas enfrentan una disyuntiva (trade-off) entre evitar compartir refugios con co-
especificos enfermos y evitar el riesgo de depredacién (Lozano-Alvarez et al., 2008,
2018). De hecho, en la naturaleza, los comportamientos de evitacién pueden ser
costosos, tanto energéticamente como debido a disyuntivas entre demandas conflictivas
(Loehle, 1995, Wisenden et al., 2009) y, como lo sefialaron Shabani et al. (2009), la
eleccion de refugio es un asunto complejo que va a depender en gran medida del
contexto en el que las sefales quimicas son transmitidas por los co-especificos.

Asi, con respecto a la agregacién de langostas en casitas y/o refugios naturales, la
densidad de langostas por refugio fue mayor en casitas que en refugios naturales
grandes, pero la distribucién estuvo mas agregada en los refugios naturales que en las
casitas, lo que refleja la escasez de refugios estructurados para langostas en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos. Sin embargo, la presencia de langostas enfermas no impidié
la cohabitacion con langostas sanas, pero esta cohabitacién fue mayor en casitas que en
refugios naturales, ya que el 40% de las casitas contenia langostas sanas cohabitando
con enfermas. Esto sugiere que en ausencia de refugios alternativos, la amplia area de
refugio que provee una casita (~ 1 m?) permite la segregacion entre langostas sanas y
enfermas. Sin embargo, la probabilidad de segregacién de las langostas enfermas al

interior de la casita disminuy6 al aumentar el numero de langostas ocupando la casita, lo
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que sugiere que dicha segregacion dependera tanto del numero de langostas que se
encuentren cohabitando una casita en un tiempo dado como del comportamiento gregario
expresado por las langostas enfermas.

Debido a que P. argus es un recurso pesquero importante, resulta deseable
monitorear la prevalencia de PaV1 en poblaciones locales como la que se encuentra en la
laguna arrecifal de Puerto Morelos. La hemolinfa lechosa es visible a través de la
membrana translucida entre el cefalotérax y el abdomen, pero este signo solo es evidente
en etapas avanzadas de la infeccion. Huchin-Mian et al. (2013) estimaron las medidas de
validacion (sensibilidad y especificidad) de los signos clinicos de PaV1 utilizando la
prueba de PCR de punto final como el “estandar de oro”, en la poblacion de langostas de
Bahia de la Ascension, donde hay una importante pesqueria comercial de P. argus. En el
presente trabajo, se estimaron las medidas de validacion de una manera similar para la
poblacion de juveniles de P. argus de la laguna arrecifal de Puerto Morelos, y se
obtuvieron virtualmente los mismos valores de sensibilidad y especificidad (0.48 y 1,
respectivamente) para la observacion de los signos clinicos que en el trabajo de Huchin-
Mian et al. (2013) (0.51 y 1, respectivamente). Esto indica que en la laguna arrecifal de
Puerto Morelos, por cada langosta clinicamente infectada con PaV1 (es decir, enferma)
hay otra langosta con infeccion sub-clinica, y confirma la validez de aplicar un simple
factor 2x para monitorear la prevalencia real de PaV1 en el tiempo sobre la base de
evaluaciones visuales en muestras representativas de la poblacion, que son mucho mas

faciles y rapidas de llevar a cabo.

Limitaciones del trabajo y recomendaciones

Como todo trabajo de investigacion, el presente estudio tuvo limitaciones. De

estas, la mas tal vez importante fue la gran escasez de langostas en los sitios
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experimentales sin casitas (ver Apéndice 2), que impidio hacer los analisis estadisticos
como estaban planeados (con el sitio como unidad experimental) y limitd la comparacion
de patrones de ocupacién de refugios naturales entre los sitios con y sin casitas. Si bien
las langostas juveniles grandes y sub-adultas son naturalmente escasas en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos (por la falta de refugio adecuado), en estudios anteriores hubo
mas langostas en los sitios sin casitas que las registradas en el presente estudio (Briones-
Fourzany Lozano-Alvarez, 2001b; Briones-Fourzan et al., 2003, 2007). Es posible que
esta situacion esté reflejando, ademas de la mortalidad por depredacién asociada a la
escasez de refugios, una mortalidad adicional por efecto de la emergencia y posterior
expansioén de PaV1 a partir de 2001.

Otra limitacion fue que la evaluacion de la respuesta de las langostas focales a los
estimulos fue llevada a cabo a lo largo de la noche debido al interés en apreciar la
eleccion o rechazo de un refugio del que emanara olor de langosta enferma o sub-
clinicamente infectada antes del amanecer, cuando las langostas regresan al refugio para
reducir el riesgo de depredacion, mas que la respuesta inmediata a la hemolinfa, como lo
hicieron Shabani et al. (2008) y Briones-Fourzan et al. (2008). Dado que los olores de
alarma provenientes de organismo heridos pueden causar aversion por un periodo
limitado, en las pruebas de toda la noche con langostas muertas el estimulo quimico
podria estar cambiando a lo largo del tiempo (revision en Aggio y Derby, 2011). Por tanto,
lograr identificar las moléculas que producen estos comportamientos en las langostas e
identificar sus fuentes en animales vivos permitira en el futuro analizar las respuestas
mediante experimentos con un mayor nivel de control para conocer como y dénde se
procesan estas sefiales.

Por otro lado, el alcance de las conclusiones a las que se puede llegar esta
limitado por la complejidad inherente a los sistemas naturales, donde varios factores

pueden actuar e interactuar para producir los patrones observados. Se sabe que los
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patégenos pueden interactuar con factores tales como la pérdida de habitat, el cambio
climatico, la sobreexplotacion, especies no nativas y la contaminacion, lo cual contribuye a
extinciones locales o globales (Smith et al., 2009). Cuando el presente estudio se inicio, el
conocimiento sobre PaV1 era reducido; por ejemplo, se desconocia si los factores
ambientales podrian estar influenciando los niveles de prevalencia, y de ser asi, cuales
podrian ser. Antes se pensaba que los niveles de prevalencia de PaV1 podrian tener
relacion con la temperatura del agua (Behringer et al., 2011), pero en el presente estudio
no se encontré un efecto significativo del tiempo en los niveles de prevalencia (Capitulo
3), como tampoco lo encontraron en Florida Butler et al. (2015). Estos autores registraron
un aumento en la agregacién de langostas luego de que un florecimiento de
cianobacterias arrasoé con la poblacion de esponjas, que son el principal refugio para los
juveniles de P. argus en areas con fondos duros de la bahia de Florida.

De acuerdo con Butler et al. (2015), a pesar de la escasez de refugios, las
langostas sanas abandonaban su refugio si se les introducia experimentalmente una
langosta enferma, prefiriendo el riesgo de depredacion al riesgo de contagiarse. Esos
resultados se contraponen con los de los experimentos de Lozano-Alvarez et al. (2018),
en los que, en presencia de un depredador, las langostas sanas utilizaron casitas vacias
pero también compartieron casitas ocupadas tanto por langostas sanas como por
langostas enfermas, lo que sugiere que la evitacion de la enfermedad depende hasta
cierto grado de la disponibilidad de refugios alternativos y de la inmediatez del riego de
depredacién. Asimismo, en el presente trabajo se observé una cohabitacién relativamente
alta de langostas sanas y enfermas en las casitas, pero la probabilidad de que las
langostas enfermas estuvieran segregadas al interior de la casita disminuy6 al aumentar
el numero de langostas ocupando la casita. En conjunto, estos estudios evidencian el
comportamiento complejo pero flexible de P. argus en diferentes contextos ecolégicos, por

lo que seria conveniente analizar los patrones de cohabitacidn entre langostas sanas y
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enfermas en habitats naturales diferentes a la laguna arrecifal de Puerto Morelos, por
ejemplo fondos duros con lechos de macroalgas; parches arrecifales, etc.

Otros factores que podrian interactuar con el PaV1 para producir los patrones de
prevalencia observados en las langostas son, como se menciona mas arriba, los
reservorios potenciales del virus. Si bien ya se ha sugerido que la vegetacién marina
densa podria ser un reservorio ambiental (Briones-Fourzan et al., 2012) y que los
pequefos cangrejos ermitafos que abundan en todos los tipos de habitats que ocupan los
juveniles de P. argus podrian también ser reservorios de PaV1 (Davies et al., 2019, 2020),
hace falta probar estas hipotesis. Para ello, seria necesario utilizar técnicas para analisis
de ADN ambiental y/o PCR en tiempo real (Clark et al., 2018). De esta manera, estudios
futuros acerca de la influencia de los factores ecoldgicos sobre la transmision de PaV1
permitiran ubicar los lugares y las condiciones que favorecen la sobrevivencia y/o
multiplicacion del virus.

El presente trabajo tuvo un enfoque principalmente ecolégico, pero aun falta
mucho por descubrir sobre la enfermedad causada por PaV1. Para ello, es necesario
continuar analizando mas a fondo los efectos del virus en langostas hospederas a nivel
inmune y nutricional (Herrera-Salvatierra et al., 2019) e incluso molecular, para obtener un

mejor conocimiento de la enfermedad y del sistema hospedero-patégeno.

Conclusiones

Las langostas requieren de refugios para protegerse de sus depredadores y
sobrevivir, y en el caso de Panulirus argus, multiples individuos pueden compartir un
refugio, en particular si este es grande, como es el caso de las casitas. Pero la presencia
de co-especificos clinicamente infectados con PaV1 puede afectar los patrones de
cohabitacion porque las langostas sanas tienden a evitar las senales quimicas

provenientes de co-especificos enfermos. Sin embargo, para una langosta expuesta que
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esta buscando refugio, la decision de compartirlo 0 no con un co-especifico enfermo
plantea un conflicto, ya que también existe el riesgo de depredacion y ambos,
depredacion y enfermedad, son fuerzas importantes que determinan la adecuacion de los
individuos (Hart, 1990). Para un individuo, deberia ser ventajoso poder detectar de forma
efectiva un alto riesgo de depredacién y comportarse de manera acorde para reducir la
probabilidad de ser depredado. Pero el riesgo de depredacion puede variar ampliamente
en diferentes contextos ecoldgicos o escalas temporales; por tanto, los individuos deben
ser sensibles a los niveles presentes de riesgo de depredacién para poder lograr mas en
su vida que solo evitar ser comidos (Lima y Dill, 1990). De manera similar, las defensas
contra patégenos, incluyendo la inmunidad conductual (o “disgusto”, Curtis et al., 2011),
puede reducir el riesgo de enfermar, pero también hay costos y beneficios de las
respuestas inmunes (McKean y Lazzaro, 2011). Asi, la langosta deberia resolver el
conflicto con base en la evaluacion que haga del riesgo presente de depredacion, su
experiencia previa con depredadores (y enfermedades), y los costos y beneficios
asociados a estas opciones conductuales. Todos estos factores podrian determinar en un
momento dado los patrones de cohabitacion de langostas sanas y enfermas. Estos, en
conjunto con la posible existencia de reservorios naturales o vectores del PaV1 asi como
con las condiciones inmunoldgicas de langostas en diferentes lugares, podrian estar

modulando los niveles de prevalencia de la enfermedad.
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ANEXO i

Deteccidn de infeccién viral Panulirus argus Virus 1 (PaV1) en juveniles de langosta

espinosa del Caribe Panulirus argus

Colecta de organismos

Mediante buceo SCUBA vy libre con ayuda de redes manuales, se capturaron
langostas juveniles con y sin signos clinicos de infeccion por PaV1, provenientes de la
laguna arrecifal de Puerto Morelos, en lugares alejados a los sitios experimentales. Las
langostas fueron mantenidas para su aclimatacion en estanques separados con flujo
continuo de agua de mar provistos de refugios suficientes, y alimentadas diariamente con

mezcla de mariscos congelados.

Toma de muestras de hemolinfa

A cada langosta se le extrajo ~ 200-300 uL de hemolinfa (dependiendo de la talla
de las langostas) con una jeringa para insulina estéril, a través de la membrana artrodial
de la base del quinto par de pereiépodos. El sitio de extraccion fue previamente
desinfectado con etanol al 70%. Cada muestra de hemolinfa se fijé en etanol al 96% (~
200 ulL) previamente vertido en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml etiquetados
individualmente. Luego se marco a cada langosta con una pequefa placa de plastico con
el mismo numero de la muestra de hemolinfa para su posterior identificacion. La placa fue
adherida a la zona mas plana del cefalotérax con pegamento liquido instantaneo. Las

muestras que no se analizan de inmediato se conservan en congelacion a -20 °C.
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Protocolo de extraccion de ADN de hemolinfa de Panulirus argus por el método STE

(Sodium acetate-Tris-EDTA)

STE: (Sodium acetate-Tris-EDTA)

Tris-HCI: hidrocloruro de tris (hidroximetil) aminometano

EDTA:

1.

10.

11.

12.

13.

acido etilendiaminotetraacético

Centrifugar a 13000 rpm durante 2 minutos para obtener el precipitado celular de
cada muestra de hemolinfa fijada en alcohol.

Tomar una muestra de este precipitado celular (~20g) y colocarla en un nuevo
tubo Eppendorf estéril de 1.5 ml, previamente etiquetado.

Agregar 600 pL de solucién STE y con ayuda de la punta de micropipeteo,
resuspender las células y solubilizar la muestra.

Agregar 20 pL de Proteinasa K.

Agitar vigorosamente con ayuda del vortex durante 20 segundos.

Incubar en bafo seco a 55°C durante toda la noche (o 12 horas) y agitar con el
vortex frecuentemente durante la incubacion.

Terminada la incubacion, agregar 200 uL de Acetato de Sodio 3M, pH 5.2
(solucion precipitadora de proteinas)

Agitar vigorosamente con ayuda del vortex durante 20 segundos.

Incubar a 0° C en escarcha de hielo durante 10 minutos.

Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos para precipitar las proteinas.
Recuperar 600 uL del sobrenadante que es donde estara contenido el ADN
Agregar 600 uL de Isopropanol frio. Agitar por inversién suavemente por un
maximo de cuatro veces para unir las cadenas de ADN.

Conservar en congelacion a -20° C durante toda la noche
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14. Centrifugar a 13000 rpm durante 10 minutos para precipitar el ADN y formar un
pellet.

15. Decantar el sobrenadante de un solo golpe teniendo cuidado de no arrastrar el
pellet.

16. Lavar Agregar 600 uL de Etanol al 70% frio.

17. Agitar por inversion suavemente varias veces para lavar bien el ADN.

18. Centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos.

19. Con micro pipeta, retirar el sobrenadante lo mas que se pueda, teniendo cuidado
de no tocar el pellet con la punta.

20. Agregar 50 uL de solucion de rehidratacion TE (Tris —=EDTA).

21. Resuspender el ADN por pipeteo y solubilizar con la misma solucién de
rehidratacion.

22. Conservar en congelacion a -20 °C.

Caracterizacion electroforética de ADN

Para poder visualizar si se hizo bien la extraccién, es decir, que el ADN esté
purificado, se corre una alicuota de ADN resuspendido mediante electroforesis en gel de
agarosa 1%.

1. Se toma una alicuota de 7 uL del ADN resuspendido.

2. Se agregan 3 uL de bufer de carga 5x Green GoTaq Flexi buffer, cuya funcion es
proporcionar densidad a la muestra y permitir que se deposite bien en el fondo del
pocillo del gel, ademas de estar compuesto por dos capas de color que migran de
acuerdo a la densidad de los fragmentos de ADN. La capa azul migra con el

fragmento de 3-5 pb de ADN y la amarilla con el fragmento de 50 pb de ADN.
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3. Se inyecta cada muestra (10 uL) en cada pocillo premoldeado del gel de agarosa
1% tefido con Bromuro de Etidio 0.1%.

4. Se llena la camara electroforética con Buffer TAE 1x.

5. Se aplica una corriente de 90 V de negativo a positivo por 20 minutos o hasta que
el colorante amarillo llegue a la mitad del gel.

6. Se visualizan las bandas fluorescentes de DNA, mediante el uso de un

transiluminador de radiacion UV.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)

Para detectar la presencia del virus PaV1, se utilizan cebadores (primers) especificos
para PaV1, 45aF (TTC CAG CCC AGG TAC GTATC) y 543aR (AAC AGATTT TCC AGC
GT) para amplificar un fragmento de 499 pb de ADN viral (Montgomery-Fullerton et al.

2007)

1. Para cada muestra se prepara una reaccion de PCR que sera de un volumen final
de 25 pulLl (volumen de reaccion estandarizado por Huchin-Mian et al., 2013), de

los cuales:

Reactivos Volumen 1X (uL)
5x Green GoTaq Flexi buffer 3

MgCl , 25
Mezcla de DNTPs 1

Primer Forward 1

Primer Reverse 1

Taq ADN Polimerasa 0.15
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H,O

ADN

15

Volumen final

25

2. Se prepara una mezcla de reaccion madre con el volumen total de todas las

reacciones a trabajar, incluyendo los controles negativo y positivo.

3. Entubos para PCR estériles y etiquetados, se coloca 1uL de ADN de cada

muestra. En todos los casos se utiliza H,O ultra pura como control negativo y ADN

de una langosta severamente infectada de PaV1 como control positivo (Huchin-

Mian et al. 2008).

4. A cada tubo se agregan 24uL de solucién madre de reaccion de PCR para

completar los 25 uL de volumen de reaccion.

5. La amplificacion por PCR se lleva a cabo en un termociclador en las siguientes

condiciones (Huchin-Mian et al. 2009):

Paso T°C | Tiempo | Ciclos
Inicial 94°C | 10 min 1
Desnaturalizacion | 94 °C | 30 sec
Alineamiento 63°C | 30sec
Extension 72°C | 1 mmin 30
Extension final 72°C 10 m 1
Mantenimiento 10°C | 10 min 1

6. Los productos de PCR se caracterizan electroforéticamente en un gel de Agarosa

al 2% tenido con Bromuro de Etidio 0.1%.
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7. Las bandas fluorescentes positivas se visualizan en un transiluminador de

radiacion UV.
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ANEXO Il

Numero de langostas por sitio sin/con casitas durante la Etapa 1 (10 censos) y la Etapa 2

(8 censos). Las celdas con menos de 5 individuos (cantidad minima para estimar

prevalencias; Putt et al. 1988) aparecen resaltadas en color gris.

ETAPA 1 ETAPA 2
s e Kk b E et E A A A
SITIO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8
1 4 1 0 7 11 4 3 3 11 4 4 3 4 5 1 0 9 1
2 11 19 .3 8 2 5 8 6 4 2 0 8 15 2 9 8 0
Sin 3 33 23 12 15 10 6 7 14 15 155 3 11 .2 4 4 1 4
casitas 4 7 10 13 16 6 7 9 13 23 22|10 0 6 292 21 15 3
5 6 1 0 383 3 5 2 2 1 0[O 1 0 0 o0 o 0 6
1 321 139 40 67 137 57 35 69 89 78|97 8 70 111 21 36 39 26
2 146 79 19 27 19 30 19 35 39 34|30 40 13 44 5 40 51 25
Con 3 140 120 57 83 51 26 37 32 77 72|44 48 15 74 72 40 72 45
casitas 4 |177 131 35 76 52 25 41 9 78 56 |33 76 25 79 41 38 37 31
5 162 74 26 72 59 53 45 53 65 66 |30 37 32 107 89 64 54 33
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