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l.- RESUMEN

La industria de la camaronicultura ha tomado gran importancia en nuestro pals,
debido a las grandes inversiones y entrada de divisas, ya que el camarén que
se produce es principaimente de exportacion, ademas de generar empleos a
miles de personas y dar utilidad a zonas rurales poco productivas para la
agricultura. E| camarén cultivado ocupa la rama mas importante dentro de la
acuacultura y es cada vez mas aceptable en el consumo humano, sin embargo,
los cultivos de camarén son afectados por la presencia de todo tipo de
enfermedades entre las que se encuentran las de tipo viral. El objetivo del
trabajo de investigacién es analizar las patologlas causadas por virus, bacterias
y protozoarios durante las pérdidas masivas en condiciones de cultivo de la
granja camaronicola denominada Sociedad Cooperativa de Produccién
Pesquera Ejidal “El Patague®, ubicada en E! Dorado, Sinaloa. México donde la
especie cultivada fué Lifopenaeus vannamei. Se describe al virus de la mancha
blanca (WSSV) y otros agentes patégenos que afectan el cultivo de camarén
basado en estudios histolégicos y de microscopia electrénica de transmisién.
Se colectaron los organismos con redes de malla, el muestreo dirigido fué
hacia aquellos que presentaron sintomas de enfermedad. Las muestras para
histologla se fijaron en Davidson AFA y RF, para MET en glutaraldehfdo 6% a 4
°C y para bacteriologla se frasladaron al laboratorio en solucién salina 2.5 %. se
trabajé en los laboratorios del Centro Nacional de Sanidad Acuicola en la U. A,
N. L. El WSSV, en estudio histopatoldgico se observd en branquias y tejido
subcuticular causando principalmente necrosis multifocal con inclusiones virales
eosinofilicas o basofilicas intracelulares, cromatina marginal muy marcada,
picnosis y atrofia nuclear. El virus del sindrome de Taura (TSV) en branquias y
tejido subcuticular, causé lesiones multifocales, inclusiones virales basofilicas,
con estadios iniciales, agudos 0 crénicos. El virus de la necrosis hipodémmica y
hematopoyética infecciosa (IHHNV) se presenté en tejidos branquial y
subcuticular, desarrollando los cuerpos de inclusién basofilicos e intracelulares,
cromatina marginal, hipertrofia nuclear. En lo referente a protozoarios, se



encontraron gregarinas del género Nematopsis sp. en intestino y estémago.
Adheridos a branquias y subcuticula: Zootamnium sp., Epystilis sp y Acineta sp.
En estudio ultraestructural se presenta a WSSV como particulas no ocluidas en
forma de varilla, con una extensién apical envuelta, los cuerpos de inclucion se
encontraron en el nucleo de la célula con tendencia hacia las orillas y la
cromatina marginal muy marcada. Los viriones midieron 172.61 X 70.23 nm en
promedio, la nucleocapcide 167.85 X 49.28 nm, la envoltura fué de 12.85 nmy
tiene una estructura de pared trilaminar; la pared externa midié 6.90 nm en
promedio. Se identificaron bacterias del género Vibrio, en mayor cantidad a V.,
parahaemolyticus, V. vuinificus, V. alginolyticus y V. fluvialis. Se realizé la
correlacibn de Spearman entre los parametros fisicoquimicos del agua mas
importantes y las enfermedades reportadas. Se encontr6 que no existe
asociacion significativa entre ambos.



Ii.- INTRODUCCION

La produccién de camarbn cultivade a nivel mundial ocupa el area de la
acuacultura con mayor crecimiento. En aftosrrecientes la camaronicultura ha
aportado hasta el 25-30 % del camarén que se comercializa en el mercado
mundial. Existen granjas camaroneras en mas de 55 paises alrededor del
mundo pero la produccién se concentra en unos 10-12 paises del Sudeste
Asiatico y América Latina (Rosenbery, 1999).

Ultimamente las enfermedades virales se han hecho mas severas causando
serios estragos en la industria, limitando la produccion y expansion de la
camaronicultura (Lightner 6t al.,1997).

Se han reportado mortalidades masivas de'camarén en el sureste Asiatico,
causadas por el virus de la cabeza amarilla (Yelow head virus= YHV) y el virus
de la mancha blanca (White spot sindrome virus = WSSV) (Flegel et al. 1997).
En Ameérica el virus de la necrosis hipodémica y hematopoyética infecciosa
(infectious hypodemmal and hematopoietic necrosis virus= IJHHNV) y el sindrome
de taura (Taura sindrome virus= TSV) tamhién han provocado pérdidas
millonarias {Lightner, 1997).

Las especies mas cultivadas en México son Litopenasus vannamei Boone y
Litopenaeus stylirostris Stimson, los estados que mas producen son: Sinaloa,
Sonora y Nayarit. (Rosenberry, 1987; SEMARNAP, 1998).

Durante 1998 la produccién de camardn cultivado alcanz6 niveles récord con un
volimen estimado en 737 200 Toneladas métricas (Tm), 12% méas comparadas
con 1997, de las cuales el hemisferio oriental produjo el 72% y el occidental el
restante 28 %.

En 1999 la produccion se estimé en 814 250 Tm, lo cual representa un aumento
del 10 % con respecto a la produccion de 1898. El hemisferio oriental produjo
un 79 % de la produccién anual en 1999, un aumento del 21 % con respecto al
afio anterior. El hemisferio occidental produjo unas 71 500 Tm que significan el
21 % de la produccifion mundial, una disminucuén del 17% en relacion a 19898.
Tailandia ocupa por octavo afio consecutivo el primer lugar en la produccién



mundial en camarén cultivado a pesar de los problemas de enfemedades
causadas por virus; su produccion disminuyé de 220 000 Tm a 160 000 en
1996 y en 1997 baj6 hasta 150 000. El segundo lugar a nivel mundial y primero
en Latinoamérica lo ocupa Ecuador, con 253 000 Tm en 1898 y 206 000 Tm en
1999, sin embargo en los primeros meses del afio 2000 la produccién se
desplomé en un 80 %, se reportaron pérdidas hasta de 1 000 millones de
dolares por WSSV. México posee el segundo lugar en America y séptimo a
nivel mundial, nuestro pais ha logrado mantener un nivel de desarrollo en esta
actividad arriba del 15 % de crecimiento anual desde 1932.

En el 2000 los virus WSSV y TSV afectaron la actividad, causando
mortalidades por encima de lo habitual y originando cosechas tempranas de
tallas pequefias, ain asi la produccion obtenida por la camaronicultura del
estado de Sinaloa que es el principal productor llegé en el afio 2000 a 15 454
Tm que significan un incremento del 12 % en relacién al aito anterior en el que
la produccion alcanzé 13 131 Tm. En cuanto a valores, debido a la disminucion
de exportaciones por las tallas chicas provenientes de las cosechas de panico,
que no tienen un mercado atractivo de exportacién, se obtuvieron 34.5 millones
de dolares contra los 44.8 millones del afio anterior significando un diferencial a
la baja del 22 %. (FAO 2000 Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacién). En México se explotan 20 000 Hectareas (Ha) en
220 granjas camaronicolas.

Actualmente la produccién de camarén cultivado estd dominado por unos
cuantos paises; ésta tendencia posiblemente no cambie en el futuro inmediato,
pero los paises mas productivos hoy podrian no ser los del mafiana. En los
paises desarrollados como Estados Unidos que importa actuaimente cantidades
de camarén con valor superior a los 3 billones de délares, se lievan a cabo
grandes esfuerzos para desarrollar tecnologias de produccién superintensivas
con recirculacién de agua y es posible que en el futuro las granjas de Ameérica
Latina y Asia tengan que competir con éstas granjas superintensivas.



lli.- HIPOTESIS

El establecimiento de agentes virales disminuyen la resistencia o
inmunodeprimen al camardn favoreciendo infecciones secundarias por otros
microorganismos patégenos u oportunistas provocando la mortalidad masiva de
los crustaceos en condiciones de cultivo.

IV.- ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

El presente estudio es el primer andlisis sistematico donde se aplican las
técnicas histopatologicas y ultraestructurales para determinar los agentes
etioldgicos de la severa epizootia ocurida en las instalaciones de la comunidad
ejidal “El Patagla® localizada en El Dorado, Sinaloa, México.



V.- OBJETIVO GENERAL

Analizar las patologias causadas por virus, bacterias y protozoarios durante las
pérdidas masivas de camardn blanco Litopenaeus vannamei en condiciones de
cultivo de la granja camaronicola Sociedad Cooperativa de Produccién
Pesquera Ejidal “El Pataghe” en El Dorado, Sinaloa.

VI.- OBJETIVOS PARTICULARES

1).- Identificar y confirar la presencia del virus WSSV, como patbgeno primario

al microscopio electronico de transmision,

2).- Identificar los agentes patégenos secundarios u oportunistas que afectan el
cultivo de camarén Litopenaeus vannamei en base a estudios histolégicos.

3.- Cuantificar e identificar las bacterias Vibrio spp. presentes en los camarones
enfermos,

4 - Relacionar los parametros fisicoquimicos del agua con las enfermedades de
camardn.



Vil.- ANTECEDENTES

Los antedentes mas importantes en lo que se refiere a enfernedades dé
camarones peneidos, son los que se describen, de acuerdo al criterio de
Lightner (1995) quien dividi6 como enfermededades de tipo infeccioso a las
causadas por virus, bacterias, hongos, protozoarios; microsporidios y
gregarinas, y como enfermedades de tipo no infeccioso a las ocasionadas por
epicomensales como las bacterias, protozoarios epicomensales y algas.

1.- Sindrome de la mancha blanca (WSSV)

Flegel of al. (1996) consideran que los virus WSSV y YHV pueden afestar al
mismo camarén concurrentemente y han causado grandes mortalidades en
granjas camaronicolas cultivadas, en estudios realizados en camarones
peneidos de Asia .

Nunan ef al. (1997) detectaron dos virus que causan grandes mortalidades en
camardn cultivado en Asia en 1992, que son WSSV y YHV, mientras que en
Texas fueron detectados en 1995. En este estudio comprobaron la presencia de
estos virus en camarones congelados importados de Asia. Mencionan que
WSSV ha sido determinado como causa de mortalidades masivas en Asia (a
menudo alcanzando del 80 al 100 %) de la poblacién afectada. El YHV también
ha causado serios decesos en camarén cultivado (Chantanachookin ef al. 1993;
Boonyaratpalin of al. 1993; Wongteerasupaya ef al. 1995).

Durand ef al. (1997) publicaron que las infecciones causadas por WSSV son
tipicamente acompafiadas por la presencia de manchas blancas en la cuticula.
Describe al virion de WSSV como una particula de forma alargada con una
extension apical envuelta. Nucleocapside cilindrica con finales asimétricos, y
apariencia superficial segmentada. La replicacion de WSSV ocurrié en el nacleo



y esta indicado primero por marginacién de cromatina e hipertrofia nuclear. La
morfogénesis viral empieza por la formacion de membranas de novo en el
nucleoplasma y por la elaboracion de tibulos largos, vacios segmentados,
éstos tlbulos se rompen en fragmentos para formar nucleocapsides vacios
desnudos. Después de eso las membranas envuelven los capsides dejando una
extremidad abierta. Las nucleoproteinas las cuales tienen una apariencia
filamentosa entran a los capsidios a través de ésta abertura final. Cuando el
corion esta completamente formado, la envoltura se angosta en la avertura final
y forma la cola apical de el virién maduro. Reporta que el virion mide cerca de
250X100 nanometros (nm). La envoltura de 6 a 7 nm de grosor y tiene una
estructura de pared ftrilaminar. El area entre~a nucleocapside y la envoltura
varia de 2 a 7.5 nm. La nucleocépside es un cilindro de cerca de 200X65 nm
con unos 6 nm de grosor de la pared externa. El core de la nucleocapside es
electrodenso.

Galaviz (1999) mencion6 que en cortes histolégicos de camaron Litopenaeus
vannamei Boone del Pacifico Mexicano infectado con WSSV encontré cuerpos
de inclusion Cowdry, Tipo A, eosinofilicos 6 basofilicos e intracelulares. Estos
se observan en tejidos branquiales, tejido conectivo esponjoso, tejido muscular
y tejido epitelial de la subcuticula e intestino medio anterior. La hipertrofia
nuclear observada en las células dafiadas, es més comin en las fases
tempranas de la enfemmedad, donde estos se manifiestan como cuerpos
eosinofilicos. Por el contrario los cuerpos de inclusion basofilicos corresponden
a las fases tardias, se observa |a cromatina marginal y atrofia nuclear. El
complejo de virus que causan el sindrome se aloja en células de origen
endotelial y mesodérmico, como se describié originalmente en brotes de Asia.
En tejido conectivo adyacente a las glandulas antenales presentan cuerpos de
inclusion eosinofilicos en menor grado de infeccién en comparacién a los
filamentos branquiales. Ademas de los cuerpos de inclusion se detecta necrosis
masiva en epitelio cuticular y branquias, se observa la cariomrexis y picnosis



nuclear. En estos casos el desarrollo de cuerpos de inclusion basofilicos con la
cromatina marginal es la mas frecuente.

2.- Sindrome de Taura (TSVY)

Jiménez (1998) y Casillas (1994) coincidieron en que el TSV fue aislado por
primera véz en junio de 1992 en granjas camaroneras localizadas en la boca
del rio Taura en el Golfo de Guayaquil, Ecuador, de ahl su nombre y se ha
extendido a la mayoria de las granjas del Pst, Colombia, Honduras, Hawai,
Estados Unidos y México.

Pantoja (1995) menciona que el TSV ha sido catalogado como un picornavirus,
debido a su tamafio pequefio de 30 nm aproximadamente, a su forma
icosaédrica y a que su genoma esta constituido por una cadena simple de acido
ribonucleico.

Buenaventura (1996) reporta que TSV puede presentarse tanto en camarones
silvestres como en camarones de laboratorio, la sintomatologia es especifica ya
que solo afecta camarones entre 0.5 y 3.0 gramos (g) de peso. La infeccion se
adquiere principalmente durante el periodo de muda. El exoesqueleto presenté
color rosado-claro, con manchas de color mamén claro debajo de la cuticula
debido a multiples lesiones melanizadas en la epidermis cuticular. Los
camarones infectados presentan fipicamente el intestino vacio y nadan
erraticamente siendo presa facil de las aves. Estudios histoldgicos revelaron
necrosis muitifocal en la epidermis cuticular, con estadios iniciales y agudos 6
crénicos, con ausencia virtual de inflamacion 6 infiltracion de hemocitos. No se
observan alteraciones en la organizacion celular y de tejidos del
hepatopancreas y no fue comiin fa infeccién por bacterias quitinoclasticas en el
exoesqueleto ni la presencia de virus u otros patégenos en las lesiones de
estos camarones.



Lightner et al. (1995) utilizaron Litopenaeus vannameij para sus experimentos
los cuales presentaban los signos macroscopicos caracteristicos de TSV en la
fase preaguda y de recuperacion o crénica, colectados en granjas del Ecuador,
Peri y-Colombia-Comentan que los signos microscdpicos inician en fase de
postiarva de 14 a 40 dias los camarones son de 0.1 a menos de 5 g pero
también los camarones grandes pueden ser afectados con menor frecuencia.
Los organismos moribundos presentan expansion de cromatdforos rojos en los
apéndices, especialmente en los urépodos, telson, pledpodos y en la superficie
del cuerpo. Los camarcnes que mostraron estos signos de TSV preagudo
estaban fipicamente en el estadio D tardio del ciclo mudal y por eso
presentaron una cuticula suave y el intestino vacio. El TSV preagudo culmina
con la muerte durante el proceso mudal. Los sobrevivientes desarrollan lesiones
cuticulares melanizadas similares a la enfermedad bacteriana del caparazoén,
con 0 sin cuticula suave y expansion de los cromatéforos rojos con un
comportamiento normal y buena alimentacion. Se propuso que es la segunda
fase de la enfermedad y que los camarones presentan signos de recuperacion o
una forma crénica de TSV,

En histopatologia las lesiones se caracterizan por areas multifocales de
necrosis en el epitelio cuticular de la superficie general del cuerpo, todos ios
apéndices, branquias, intestino posterior, eséfago y estémago. Rara véz el
epitelio tubular de las glandulas antenales es afectado. Frecuentemente el tejido
conectivo subcuticular y fibras musculares estriadas basales adyacentes al
epitelio cuticular estuvieron involucradas. Fueron caracteristicas las lesiones
mutifocales cuticulares y extremadamente abundantes los cuerpos de inclusion
esféricos citoplasmaéticos (1 a 20 micrémetros (um) de diametro).

El estudio ultraestructural de las lesiones multifocales en casos preagudos
confirmé las observaciones en Microscopia de Luz (ML). Las inclusiones
intracitoplasméticas esféricas fueron abundantes en los tejidos afectados
(branquias, epitelio cuticular, subcuticula y musculo de apéndices)
observandose de electrodensos a electrollicidos. Se encontrd que algunos
contenian cristales en forma de aguja. La morfologia de estos cristales fue
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idéntica a la reportada para el fosfato de calcio asociados a la patologia de las
lesiones causadas por TSV lo cual se considera que apoya la hipétesis de la
etiologla toxica.

SEMARNAP (1998) considerd que en México en el transcurso de 1995-97 se
detectaron casos agudos y cronicos de un sindrome semejante en granjas
camaronicolas de la Republica Mexicana, sin embargo autoridades sanitarias
negaron que se tratara de TSV, identificandolo como NEC (necrosis del epitelio
cuticular) y “sindrome similar al Taura". La enfermedad afecté al 50 % de la
produccion de Nayarit, invadiendo 40 de las 90 granjas de la entidad. En los
estados de Sinaloa y Sonora la produccién de camarén blanco fue abatida en
porcentajes de 40 al 70 % de las granjas. En Sinaloa la enfermedad se present6
en camarones de 1 a 15 g durante el proceso de muda, la diferencia fue que
ésta (ltima solo se habia reportado en organismos de menos de § g.

3.- Virus de la necrosis hipodémica y hematopoyética infecciosa (IHHNV).

Bonami et al. (1990) describen el virus IHHNV como no envuelto, de forma
icosaédrica, de una medida aproximada a los 22 nm de didmeiro y una
densidad de 1.40 gramos por mililitro (g/mi) en cloruro de cesio, el genoma
como una molécula de DNA de cadena simple con un tamafio aproximado de
4.1 Kilobases (kb). En cuanto a las proteinas de la capside derterminadas por
electroforesis en geles de acrilamida, menciona cuatro polipéptidos
aproximados a las 74 KiloDalton (kD), 47 kD, 39 kD y 37.5 kD respectivamente;
de acuerdo a éstas caracteristicas se propuso como un virus perteneciente a la
familia de los parvovirus.

Lightner of al. (1991 a) llevan a cabo un seguimiento de la introduccion de
IHHNV en camarones cuitivados del noroeste de México, mencionan que antes
de 1989 no existian casos de IHHNV en granjas camaronicolas que rodean el
Golfo de Califomia o en cultivos derivados de esa regién de México, los
primeros diagnésticos positivos son de 1989-1990 en sitios previamente
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negativos para el virus. Involucran a los camarones importados como la fuente
de IHHNV que causd severas epizooiias, en el Estado de Sonora, que
coincidieron con la introduccién de larvas de Litopenaeus vannamei adquiridas
en Centro América y Estados Unidos en esos afios.

Zenyuan (1996) destacd que la Replblica de China alcanz6 el mayor
crecimiento a nivel mundial en cultivo de camarén en tan sélo 10 afios (1981-
1991), la superficie cultivada se multiplicé en 11.3 veces y la producciéon 60.8
veces. Sin embargo en 1993 se present6 una epizootia provocada por el virus
IHHNV que afecté a la mayoria de las granjas, causando grandes pérdidas
- econdmicas.

4.- Otros virus causantes de enfermedades en camarones peneidos

Lightner ef al. (1989) reportan a (Baculovirus Penaei= BP) como el primer virus
descrito de los que afectan a los cultivos de camarén, el cual representa una
distribucién geogréfica amplia para Litopenaeus stylirostris Stimpson que
incluye de Florida a Texas en el Golfo de México, Brasil, Peni, Ecuador,
Panaméd y Costa Rica. Informan de ocluciones virales en larvas de L. stylirostris
con prevalencias del 100 %. La frecuencia y severidad de la infeccion se
agudiza en el estadio de misis y persiste hasta postiarva. Las caracteristicas
citopatolégicas concuerdan con las que se presentan en Farfanfepenaeus
duorarum Burkenroad y Penaeus .aztecus lves, pero las caracteristicas Unicas
observadas son la remarcada afinidad de ubicarse en los microfilamentos
nucleares pero no en el citoplasma.

Lightner (1995) menciona que entre los agentes mas importantes que causan
enfemmedades en los camarones peneidos se encuentran los virus como
IHHNV, BP, (Monodon baculovirus= MBV), Parvovirus hepatopancreético
(Hepatopancreatic parvovirus= HPV) y Baculovirus de la glandula del intestino
medio (Baculoviral midgut gland necrosis= BMN).
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5.- Enfermedades causadas por bacterias Vibrio spp.

Lightner et al. (1991a) hacen una revision de las enfermedades de mayor
impertancia ecenémica en camarones de las Américas y del Indopacifico,
encontrando a Vibrio luminiscentes en larvas de Penaeus monodon Fabricius y
Penaeus. merguiensis de Men en Indonesia, Tailandia y Filipinas en las cuales
colonizd los apéndices bucales y la cavidad oral, causando mortalidades
epizooticas, también detectaron vibriosis en cultivos de Penaeus japonicus en
Malasia e indonesia como el causante de serias enfermedades, debido a que
infectan drgano linfoide desarrollando nédulos hemocliticos melanizados.
Ademas reportan los casos de Ecuador y Texas donde la especie afectada fué
L. vannamei.

Zenyuan (1998} describe ofras patologias de las mas comunes, como han sido
la enfermedad de los apéndices rojos causada principalmente por una bacteria
del género Vibrio spp. y la enfermedad de las adherencias, ocasionada por
protozoarios Zoothamnium spp. y Epystilis spp.

Benaventura (1996) menciona que Ecuador alcanzé su mayor crecimiento en
12 afios (1977-1989), periodo en el cual multiplicé la superficie cultivada 41.9
veces, cuadruplicando sus exportaciones. Sin embargo en 1990 se presentd por
primera vez una epizootia provocada por una enfermedad llamada “sindrome de
la gaviota®, la cual redujo considerablemente la produccion. También reporta la
hepatopancreatis necrotizante (HPN), causada principalmente por bacterias
intracelulares similares a rickettsias. La necrosis infecciosa de la epidermis
cuticular (NIEC), causada por bacterias intracelulares y/o virus; “enteritis
hemocitica bacteriana® (EHB) la cual ha sido asociada directamente a la
presencia masiva de gregarinas. También han sido reportadas bacterias Gram
negativas, principalmente del género Vibrio spp. en estbmago e intestino.
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6.- Gregarinas y protozoarios epicomensales.

Lightner et al (1995) describieron por lo menos fres géneros de gregarinas
(Protozoa:Apicomplexa) que afectan cultivos de camarones Nemalopsis spp.,
Cephalolobus spp. y Paraophioidina spp. considera que las poblaciones
afectadas severamente pueden reducir su crecimiento y disminuir el factor de
- conversién alimenticio, los individuos pueden presentar coloracién amarillenta
del intestino medio, vista en la cuticula del abdomen. En larvas y postiarvas los
tofozoitos de gregarinas fueron facilmente visibles a 10X o 20X, o en
preparaciones frescas directamente (fase o campo de luz brillante reducido). La
infeccién ocumié a través de hospederos intermediarios como moluscos y
anélidos. En este grupo de gregarinas pueden ser inter o intracelulares, las
células del hospedero pueden ser destruidas por las intracelulares, las mayoria
de las especies no son consideradas patogénicas. El dafio a la mucosa del
intestino medio puede proveer una ruta de entrada a una bacteria letal por
vibrios oportunistas.

Alessio (1996) detect6 en camarén blanco L. vannamei los protozoarios ciliados
Zootamnium sp, Epistilis Doflein y Acineta Doflein en branquias, exoesqueleto y
pereidpodos, al gregarinido Nemafopsis Sprague en intestino medio y
posterior.

Clifford {1897) menciond que aunque las gregarinas no impactan de manera
directa la salud del camarén, afectan la digestion de los nutrientes y sus
6rganos de fijacién sobre el epitelio del tracto intestinal pueden crear puntos de
penetracion para una invasion bacteriana.
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7.- Parametros fisicoquimicos del agua.

Boyd (1890) mencioné algunos rangos ideales en el cultivo de camarén , tales
como; temperatura 26-28 °C, salinidad 15 a 25 gramos por litro (gr/Lt), pH 8.5 a
9, alcalinidad 20 ppm. para P. vannamei.

Clifford (1997) menciond rangos ideales de temperatura de 28-32 °C, oxigeno
disuelto de 3.0-6.0 p.p.m., salinidad de 1445, pH 8.1-9.0, alcalinidad de 100-
140, disco de Sechi de 3545 centimetros (cm), amonia total de 0.1-1.0, amonia
no ionizada menor a 0.10, sulfato de hidrégeno 0.10 p.p.m., nitrito (NO2) menos
de 0.10, nitrato (NO3) 0.4-1.4, nitrégeno inorganico 0.5-2.0 mg/Lt, clorotita-a 50-
75 mg/Lt, sélidos totales en suspension 50-150 miligramos por litro (mg/Lt).

De la Cerda (1899) reportd que la temperatura durante el ciclo de cultivo oscilé
entre 30.3 a 30.4 y la concentracion de oxigeno disuelto de 4.0 a 4.7, ambos en
los rangos recomendados por los diferentes autores, la salinidad varié de 34.66
a 38.66 g/Lt., la dureza tuvo un promedio de 7430.8 mg/t., la cual se considera
muy dura puesto que excede los 300 mg/Lt. recomendados, hace notar que
estos resultados son aptos para un cultivo de camarén ya que se obtuvieron
cosechas record hasta de 3750 Toneladas por hectarea (Ton/ha).
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Viil.- MATERIAL Y METODOS

1.- Descripcion del area de estudio.

La Sociedad Cooperativa de Produccién Pesquera “El Patague” se encuentra
localizada en el municipio de El Dorado, Sinaloa, a 54 Kildmetros (Km)
al sur de la ciudad de Culiacén, en las costas del estado de Sinaloa. (Mapa 1).
Es una sociedad conformada por mas de 50 socios que en algun tiempo fueron
ejidatarios, pero cambiaron el usc de las tierras debido a que eran poco
productivas para la agricultura y percibieron que se podia aprovechar la
cercania del mar para establecer cultivos de camaron.

Existen mas de 100 estanques que van desde 15 hasta 20 hectareas (Ha). El
suelo de los estanques es fangoso arenoso. La profundidad media es de 1.50
metros (m). La zona se caracteriza por tener clima subtropical-tropical, himedo.
Los vientos predominantes son los del noroeste en Inviemo y los del suroeste
en verano. Hay un periodo de lluvias en agosto, septiembre y enero,
acompafiado de tormentas tropicales o chubascos (Servicio Metereolégico de la
SARH,1991-1992). Los estanques muestreados fueron nueve: 3B4, 4C, 1B,
3B5, 4F1, 3BS, 4A2, 252, 4Cres. Se escogieron unicamente esos estanques
debido a la dificultad para realizar los muestreos ya que se necesita contar con
recursos econémicos y humanos ademas de ser de los que presentaron mas
problemas de enfermedades desde el principio de la siembra. El camarén
sembrado proviene del medio silvestre o de diferentes laboratorios. Se
sembraron fres especies de camarén; blanco, azul y café. Se trabajé con
organismos provenientes de laboratorios. La especie estudiada fué camarén
blanco Litopenaeus vannamei,
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2.- Método de muestreo y andlisis de campo.

Los camarones se seleccionaron moribundos, con redes (atarrayas). El
muestreo fué dirigido a los estanques con-mayores mortalidades y camarones
que presentaban signos visibles de enfermedad. En este caso una coloracién
rosada a rojiza en la mayoria de los organismos.

Se realiz6 1 muestreo mensual en 9 estanques, se obtuvo un promedio de 25
organismos por estanque, por la imposibilidad de muestrear toda la granja, ya
que existen mas de 100 estanques y no se contaba con los recursos
econdmicos y humanos necesarios.

Se hizo un exdmen de campo en fresto que consiste en analizar primero la
anatomia externa de los camarones, y después estdbmago, intestino, branquias
y musculo.

3.- Andlisis histopatolégico.

Los camarones se procesaron para su estudio siguiendo la técnica
histopatolégica de Lightner ef al. (1983,1985) la cual comienza con |a fijacién de
los tejidos, para esto se inyectaron los organismos con solucién Davidson AFA,
se cortaron longitudinal y transversaimente, se pasaron a moldes, los cuales se
sumergieron en alcohol al 70% y se pasaron al procesador automatico de
muestras histopatolégicas que consiste en una serie de bafics de alcoholes
aumentando gradualmente de 70% hasta llegar a 100% para deshidratarias
totaimente, posteriormente se incluyeron en bloques de parafina, que fueron
empleados para realizar los cortes histologicos de 5 um de espesor que se
tifieron en Hematoxilina & Eosina. De acuerdo a las tecnicas descritas por Luna
(1968), Martinez (1981) y Bell y Lightner (1988).



4.- Microscopla electrénica de transmision.

Se tomaron muestras frescas (1 cm®), que se fijaron en glutaraldehido al 6% a
4 °C en solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 Molar (M), se afiadi6 NaCl al 3
% hasta ajustar osmolaridad entre 700 y 800 micromoles por kilogramo
(mmolkg), a un pH de 7.2. Posteriormente las piezas se lavaron en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.16 M y pH 7.2 por 5 minutos, se pasaron al fijador
utilizando tetraéxido de osmio por lo menos una hora y posteriormente se
deshidrataron en una serie de bafios de etanol (70, 80, 80 y 100 %) durante 10
minutos cada uno, el Gltimo cambio se realizé 3 veces.

Las muestras ya deshidratadas se pasaron a 6xido de propilerto, se embebieron
en resina Embed-812 y se incluyeron en capsulas de polietileno a 60 °C por 48
horas. Una vez formado el bloque se hicieron cortes.semifinos de 0.5 mu de
grosor con cuchilla de vidrio o cuchilla de diamante y se fifieron con azul de
toluidina.

Se seleccionaron los bloques donde se detectaron enfermedades y se hicieron
cortes ultrafinos de aproximadamente 0.1 um en un ultramicrotomo Porter Blum
MT-1 con cuchilla de vidrio o de diamants. Se contrastaron con acetato de -
uranilo y citrato de plomo por 1 minuto y se volvieron a lavar en agua destilada
(Dawes, 1988).

Los cortes se examinaron y fotografiaron en un microscopio electrénico de
transmision Zeiss Em-190 para su interpretacion.

Las medidas de los viriones se obtuvieron con la ayuda de un lente de aumento
(10X) con escala graduada en décimas de milimetros y se transformaron en
dimensiones reales con la fdrmula siguiente:

Tf=Tr x Af Tr= Tamatio real del virus
Tf= Tamafio de la foto
Tr=Tf = Xmm x 10° = Xnm Af= Aumento de la foto
Af Af

Considerando que: 1 mm = 10% nm
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5.- Andlisis bacteriol6gico.

a).- Toma de muestras y diagnéstico presuntivo.- En el campo se midid el
tiempo de coagulacion” de la- hemolinfa tomando como referencia los 20
segundos de limite para coagular para un diagnostico positivo preliminar
Lightner (1996), se realizaron analisis en fresco de hemolinfa entre cubre y
portaobjetos, se observaron al microscopio para verificar la presencia de
bacterias. Se colocaron unas gotas de hemolinfa en un tubo con solucién salina
al 2.5 %, el cual sirvi6 como medio de transporte. Con un isopo estéril se tomé
una muestra del hepatopancreas de cada uno de los organismos colectados y
se colocaron en tubos con el mismo medio de transporte. (Conroy et al, 1990;
Lightner, 1996) - Se realizaron tres pruebas generales: tincién Gram, motilidad y
prueba de la oxidasa.

b).- Procesamiento en el laboratorio y cuantificacion de bacterias .- Las
muestras fueron sembradas en medio de enriquecimiento (caldo nutrtivo
suplementado con 2.5 % de NaCl), se cultiv en tiosulfato, citrato, sales biliares
y sucrosa (TCBS) para esto se utiizé una asa calibrada previamente
esterilizada al mechero y enfriada. Se inoculé en una caja de petri que se
colocd en forma invertida y se incubé por un tiempo de 24 horas (h) a
temperatura de 28-30 °C. A las 12 h de incubacién se recomienda monitorear la
luminiscencia. Después de transcurrido el periodo de incubacidn, se realizé la
lectura de las colonias tanto verdes como amarillas y se les multiplicé por el
factor 200 (didmetro del asa -4 mm) 10 pl). Los resuitados se reportaron como
“Unidades Formadoras de Colonias® por mililitro (UFC/ml).

c).- Identificacién de bacterias Vibrio sp.- Se realiz6 la purificacién de bacterias
en Agar Soya Tripticas (TSA) con el fin de prevenir la posibilidad de que las
colonias no estuvieran bien aisladas o cuando el cultivo superd las 24 h para
evitar contaminacién y errores en la identificacion. Se seleccionaron las colonias
para la resiembra que se realizé en TSA ajustado a la salinidad del medio y se
incubd a 28-30 °C por 18-20 h. Las colonias que crecieron en TSA nos sirvieron
para realizar antibiogramas, asi como para la identificaciébn bacteriana. El
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método de identificacion fue el APl 20 NE. El cual es muy confiable y nos
permite identificar la especie de bacteria.

8.- Parametros fisicoguimicos del agua.

Los registros de los parametros fisicoquimicos del agua se tomaron de las
bitdcoras de la granja. De estos se obtuvo el coeficiente de cormelacion de
Spearman, realizando tablas cruzadas en el progama SPSS 10.0 para window,
entre los parametros fisicoquimicos con las siguientes enfermedades: WSSV,
TSV, IHHNV, Zootamnium, Epystilis, Acinetg y Nematopsis sp. Se graficé a los
parametros fisicoquimicos en los meses de agosto, septiembre y octubre. Se
presentan medidas estadisticas como la media, desviacién estandar, minimo y
maximo, en el programa Statisticas 8.0. Se graficé a todas las enfermedades
contra cada pardmetro fisicoquimico del agua, en el programa Statisticas 6.0.

21



IX.- RESULTADOS

1.- Histopatologia de! virus de la mancha blanca (WSSV).

a).- Signos clinicos macroscépicos

Los organismos que se analizaron y se encontraron infectados con WSSV
presentaron signos clinicos macroscopicos muy marcados, como es la expansién
de cromatéforos rojos en el cuerpo, coloracién rosada a rojiza, flacidéz
generalizada;, pérdida de apéndices; antenas, ple6podos y perei6podos. No se
observaron manchas blancas en el caparazén como se describe en algunas
bibliografias asiaticas (Foto No. 1).

b).- Signos clinicos microscépicos

En el analisis histopatologico se encontraron cuerpos de inclusion Coudry tipo A
(Foto No. 2) fueron eosinofilicos o basofilicos intracelulares, en etapas tempranas
se observa hipertrofia nuclear en las células dafiadas que a menudo se
observaron eosinofilicos (Foto No. 3) y en etapas tardias basofilicos
respectivamente, presentaron cromatina marginada muy notable, atrofia nuclear y
picnosis.

¢).- Sitios de infeccién

WSSV se encontré infectando los tejidos branquiales del camarén y epidemis
subcuticular. Algunos organismos adquirieron infecciones virales por WSSV y TSV
concurrentemente (Fotos No. 4 y 12), los mismos sitios de infeccion fueron
observados cuando se encontraron juntos los dos virus.



Foto No. 1.- Expansién de cromatéforos rojos en el cuerpo. Camardn infectado con WSSV. Se
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antenas.

Foto No. 2.- Cuerpos de inclucion Coudry tipo A. Se observa una céluia con la cromatina
marginada y atrofia nuciear. 40X H & E. Escala= 10 ym.



Foto No. 3.- Células hipertrofiadas. Corte histolégico de tejido branquial de camarén blanco
Litopenaeus vannamei. H & E. 25X. Escala = 20 pm. )

Foto No. 4.- WSSV (flechas cortas) y TSV (flechas largas). Corte histoldgico de branquias de
camarén blanco Litopenaeus vannamel. H & E. 25X. Escala= 20 um.



2.- Ultraestructura

2.a).- Descripcion patologica

En el estudio ultraestructural se observé a las células infectadas con particulas
virales de WSSV las cuales son no ocluidas, en forma alargada y estan dentro
del nucleo. En etapas tempranas la cromatina se encontrd en aglomeraciones
distribuidas por todo el nicleo y los cuerpos de inclusidn estan situados en el
centro, también se observan tabulos vacios. {(Foto No. 5), en cambio en etapas
mas avanzadas los viriones tienen una tendencia a establecerse en las orillas
del nicleo y la cromatina se encuentra completamente en el margen (Foto No.
6).

2.b).- Estructuras; forma y tamafio.

Con respecto a las formas y medidas de los viriones, son de forma largada con
un final apical o cola, poseen una pared externa, envoltura de la capside y
nucleocapside, las medidas del viribn completo son desde 108.33 nm de largo
por 58.33 de diametro los mas pequefios, hasta viriones de 268.66 nm de largo
por 75 de didmetro, con un promedio de 172.61 nm de largo por 70.23 de
diametro. (Foto No. 7). Se observan también cortes transversales redondeados
que tienen medidas promedio de 70.23 nm de didmetro.

La pared extena a simple vista se ohserva gruesa, tiene medidas desde 5 nm
hasta 8.33, con un promedio de 6.90 nm de grosor. La envoltura tiene una
apariencia de pared trilaminar que a menudo en los finales se extiende
formando una cola y las medidas son desde 11.33 nm hasta 13.33 de grosor,
con un promedio de 12.85. La nucleocapcide es de forma cilindrica, se observa
electrodensa, esta rodeada por la envoltura y se encontraron medidas desde 75
nm de largo por 41.68 de diametro, hasta de 166 nm de largo por 61.66 de
diametro. (Foto No. 8).



Foto No. 5.- Fase inicial de WSSV. Corte de una célula infectada donde se observa la cromatina
en aglomeraciones que estan distribuidas por todo el nicleo y los viriones en foma de varilla
se encuentran centrados, también se observan tibulos vacios longitudinales y transversales.
Contrastado con citrato de uranilo y acetato de plomo. Escala= 500 nm.

Foto No. 6. — Cromatina marginada (flecha doble). Etapa avanzada de la infeccion por WSSV.
Se observan los viriones con tendencia a situarse en la orilla del nicleo (N). Contrastado con
acetato de uranilo y citrato de plomo. 7000x3X. Escala= 333.33 nm.



Foto No. 7.- Morfologla de WSSV. Viriones en forma alargada con medidas de hasta 266.66
um de largo por 75 de didmetro y cortes transversales redondeados con-medidas promedio de
70.23 um de diametro. Contrastado con acetato de uranilo y citrato de plomo. 20000X3X.
Escala = 200 nm.

Foto No. 8.- Estructuras virales. Corte de un nlcleo que muestra las particulas virales en las
cuales se observa la envoltura con apariencia de pared trilaminar (flecha grande), la membrana
externa (flecha chica), la extension apical (fiecha cortada) y la nucleocapside cilindrica (flecha
doble). Acetato de uranilo y citrato de plomo. 30000X3X. Escala = 112.5 nm.
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2.- Histopatologia del sindrome de Taura (STV).

2.3).- Signos-clinicos macroscépicos.

Los camarones infectados con TSV presentaron signos clinicos como la
coloracién rosada o rojiza, la expansion de cromatéforos rojos en el cuerpo,
cola roja, pérdida de pleopodos, pereibpodos y antenas, la flacidez generalizada
fué caracteristica asi como la cuticula suave, se observaron lesiones cuticulares
melanizadas en organismos de un peso de 6 g en promedio o 60 dias de
sembrados. (Foto No. 8).

2.b).- Signos clinicos microscopicos.

En histologia fueron abundantes los cuerpos de inclusién basofilicos esféricos
citoplasmaticos. (Foto No. 10). Se encontraron areas multifocales de necrosis,
cariorexis y picnosis nuclear en el epitelio subcuticular y en las branquias. No
se encontrd infiltracién hemocitica. (Foto No. 11).

2.¢).- Sitios de infeccion.

Se encontraron lesiones agudas en el epitelio subcuticular y en lamelas
branquiales mostrando los signos tipicos de TSV ya descritos, También se
encontré a TSV asociado con WSSV en un mismo organismo y en los mismos
sitios de infeccion. (Foto No. 12).



Foto No. 9.- Fase cronica de TSV. Algunos de los sintomas saracteristicos de la fase cronica de
esta enfermedad son la coloracion rosada, cola roja, manchas color mamon en la cuticula,
expansion de cromattforos, fiacidez generalizada.

Foto No. 10 .- Cuerpos de inclusion basofilicos. Lesiones multifocales en tejido branquial de
camaron blanco Litopenaeus vannamei. H & E. 60X. Escala= 5 um.



Foto. No.11.- Cariorexis y picnosis nuciear. Se observan lesiones multifocales en el epitelio
subcuticular causadas por una fuerte infeccion producida por el TSV. H & E. 40X. Escala= 10

pm.

Foto No. 12.- TSV (fiechas cortas) y WSSV (fiecha largas). Concurrentemente se presentaron
estos dos virus infectando a un mismo organismo. H & E. 25X. Escala= 20 pm.



3.- Histopatologia del virus de la necrosis hipodérmica y hematopoyética
infecciosa (IHHNV).

a).- Signos clinicos macroscopicos.

Los camarones presentaron deformidad del rostro, del cuerpo y en ocaciones
hasta de la cola. Estos signos clinicos son caracteristicos en organismos
infectados con IHHNV. También se observé .una coloracién café grisacea del
cuerpo y especiaimente del hepatopancreas, asi como la pérdida de los
apéndices. (Foto No. 13).

b).- Signos clinicos microscépicos.
En el analisis histopatolégico se encontraron cuerpos de inclusién Coudry tipo A
eosinofilicos intracelulares, con la cromatina marginal muy marcada e hipertrofia

nuclear, Se observa una tendencia del niicleo a extenderse hacia las orillas de
la célula. (Foto No. 14).

c).- Sitios de infeccién.

IHHNV se encontré en los tejidos branquiales del camarén y en el epitelio
subcuticular.
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Foto No. 13.- Deformidad de! rostro y del cuerpo. Signos macroscopicos tipicos en los
organismos infectados con IHHNV.

Foto No. 14.- Cuerpos de inclusion Coudry tipo A. basofilicos con la cromatina marginada
(flecha larga), y tendencia del nicleo a pegarse con las orillas de la membrana celular (flecha
corta). Corte histoldgico de branquias de camardn blanco Litopenaeus vannamel. Infeccion
causada por IHHNV. H & E. 60X. Escala= 5 ym.
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4.- Histopatologia de protozoarios.
a).- Nematopsis sp.
a.1).- Descripcién taxonémica

PHYLUM: Apicomplexa Levine, 1970
CLASE: Esporozoa Leuckart, 1879
SUBCLASE: Gregarina Dufor, 1828
ORDEN: Eugregarinida Léger, 1900
FAMILIA: Porosporidae Labbé, 1899
GENERO: Nemalopsis Schneider, 1892
ESPECIE: Nematopsis sp Sprague, 1954

a.2).- Signos clinicos macroscépicos.

Los organismos parasitados por gregarinas presentaron disminucion de apetito,
tipicamente el estémago vaclo, inflamacidn de la mucosa intestinal y lisis
celular.

a.3).- Descripcién morfolégica y sitios de infeccién.

Las gregarinas del género Nematopsis sp. se localizaron en grandes cantidades
en los dobleces del epitelio en el intestino posterior y en el esttmago (Foto No.
16) , libres o0 adheridas al liimen de! instestino, son de forma alargada y peseen
un ndcleo que se encuentra situado en la parte anterior. Se encontraron
esporozoitos que son la fase infectiva del parasito asi como trofozoitos que
constan de: epimerito; de forma globular, es la parte anterior u 6rgano de
fijacion, protomerito; es de forma cilindrica se encuentra pegado al epimerito y
ahl se localiza el niicleo y deutomerito elongado cilindrico, con extremo
posterior redondeado o cola. (Foto No. 16).
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Foto No. 18.- Trofozoitos de gregarinas del género Nematopsis sp. Constan de epimerito (a),
protomerito (b) y deutomerito (c), un nacleo (n). También se observan esporozoltos (@) que es la
etapa infectiva. En intestino posterior de camarén blanco Litopenaeus vannamei. H & E. 40X.
Escala= 14 pm.

Foto No. 17.- Gregarinas del género Nemalopsis sp. en estdmago de camar6n blanco
Litopenaeus vannamei. 40 X. H & E. Escala = 14 ym.



b).- Zootamnium sp.

b.1).- Descripcién taxondmica,

PHYLUM: Ciliophora Doflein, 1901

CLASE: Oligohymenophorea Puytorac, 1974
SUBCLASE: Peritrichia Stein, 1859
ORDEN: Peritrichida Stein, 1859
SUBORDEN: Sessilina Kahl, 1933

FAMILIA: Vorticellidae Ehrenberg, 1838
GENERO: Zootamnium sp. Lightner, 1877

b.2).- Descripcion morfolégica y sitios de infeccion.

Zootamnium sp. se encontré en colonias, son organismos ciliindricos o de forma
ovoide adheridos a las branquias o a la subcuticula del camarén; son incoloros
amarillentos o grisaceos, forma de campana, en la region apical sobresale un
conjunto de cilios cortos que rodea la zona adoral, macronticleo en fooma de
herradura que se localiza generaimente bajo la linea ecuatorial del cuerpo y un
microndcleo esférico localizado frente al margen posterior conico, el citostoma
estd localizado en la parte anterior, en el extremo posterior emergen los
mionemas contractiles continuos. (Foto No. 18).
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Foto No. 18.- Tincién en fresco de Zootamnium sp. Poseen un macronGcleo en forma de
herradura (flecha inclinada), citostoma (flecha corta), zona adoral (llave), mionemas continuos
(m). Epibiontes extraidos de branquias de camarén blanco Litopenaeus vannamei. H & E. 40X.
Escala = 14 um.



c).- Epystilis sp.

c.1).- Descripcion taxondémica.

PHYLUM: Ciliophora Doflein, 1901

CLASE: Ologohymenophorea Puytorac, 1974
SUBCLASE: Peritrichia Stein, 1859

ORDEN: Peritrichida Stein, 1859
SUBORDEN: Sessilina Kahl, 1933
GENERO: Epystilis sp.

¢.2).- Descripcidn morfoldgica y sitios de infeccién.

Los protozoarios ciliados Epistylis sp. son organismos en forma de campana
invertida, se encontraron adheridos a las branquias y a la subcuticula del
camarén, son incoloros amarillento grisaceos; generalmente con tallo
dicotdmico sin mionema, no contractil, caracteristica distintiva del género, en la
parte anterior presentan una corona con cilios, macronicleo en forma de
herradura y un micronticleo. forman grandes colonias. (Foto No. 19).
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Foto No. 18.- Epystilis sp. en forma de campana invertida. La caracteristica principal del género
es que no presentan mionema, no son contractiles. H & E. 40X, Escala= 14 um.
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d).- Acinela sp.
d.1).- Descripcién taxonémica.

PHYLUM: Ciliophora Doflein, 1901

CLASE: Kinetofragminophorea Puytora, 1974
SUBCLASE: Suctoria Claparede y Lachmann, 1858
ORDEN: Suctorida Claparede y Lachmann, 1858
FAMILIA: Acinetidae Sstein, 1859

GENERO: Acineta Ehrenberg, 1833

ESPECIE: Acineta sp

d.2).- Descripcion morfolégica y sitios de infeccion.

Acineta sp. Se localizé en branquias y en la subcuticula. Presenta forma de
campana invertida , l6rica aplanada, poseen tallo que proviene del extremo
posterior del cuerpo, los tentaculos se encuentran en dos racimos, el cuerpo
llenando tofal o parcialmente la lérica , citoplasma granular homogéneo,
macronlcleo ovoide elongado localizado en el tercio medio del axis longitudinal
del cuerpo, se encuentran individuales y con un mionema. Foto No. 21.
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fresco. Escala= 14 uym.

ncion en

Foto No. 20.- Acineta sp. en branquias. Camarén blanco Litopenaeus vannamei. H & E.

40X.Ti



5.- Bacterias Vibrio spp.
a).- Signos clinicos macroscopicos.

Las bacterias identificadas fueron V.alginolyticus, V. parahaemolyticus, V.
vuinificus, V. fluvialis y otras especies de Vibrio que se encontraron en
pequefias cantidades.

Los signos clinicos que fueron encontrados a menudo en el cultivo fueron: Altas
mortalidades en postlarvas y juveniles, camarones monbundos con nado
emratico en la superficie, presencia de gaviotas en el estanque, urépodos y
telson con cromatéforos distendidos (cola roja) y la presencia de vesiculas,
antenas; rugosas, descoloridas, cortadas, intestinos semillenos.

b).- Signos clinicos microscépicos.

Algunos organismos presentaron necrosis multifocal a nivel cuticular, hemolinfa
turbia.

c).- Sitios de infeccion.

Se encontraron bacterias Vibrio sp. en las lesiones melanizadas cuticulares, en
el hepatopancreas, en la hemolinfa y en la superficie general del cuerpo.
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Tabla No. 1.- Bacterias Vibrio spp.

Estanque [ V. Tot/UFC. V. vulnificus| V. alginolytic | V. parahaem| V. Fluvialis
384 200 X
3B5 33000 X X
4AC 30000 X X
1B 2000 X
1A 400 X
252 2000 X X
4C2 15000 _X
4A2 6800 X

Nota: Los resultados promedio de cada estanque se reportan
en UFC= Unidades Formadoras.de Colonias.

V. wilnificus= Vibrio vulnificus

V. alginolytic= Vibrio alginolyticus

V. parahaem= Vibrio parahaemolyticus
V. fluvialis= Vibnio fluvialis



6.- Relacion de los parametros fisicoquimicos
del agua con las enfermedades de

camaron blanco Litopenaeus vannamei.

Tabla No. 2.- Registro de los parametros fisicoquimicos del agua en los meses de
agosto= fecha 1, septiembre= fecha 2 y octubre= fecha 3.

Estanque [fecha | Temperatura |Oxigeno |Salinidad |pH |Amonia |Nitritos {Nitratos |Alcalinidad
3B4 1 30.3 5.77 28 731 001 | 0.012 ] 00615 194
4AC 1 28.6 4.64 26 73| 0.01 | 0.012 | 0.017 156

4Cres 1 30.9 8 19 7 | 006 | 0.017 | 0.07 196
1B 1 30.1 3.42 27 72 0013 ) 0013 | 0.06 160
3B5 1 29.5 3.9 26 78] 004 | 012 | 0.018 158
4F1 1 29.9 3.1 25 7.3) 0001 | 0011 ] 0.11 122
1A 1 28.7 4.18 39 721 0006 0013 | 0.11 154
252 1 322 8 25 73] 001 | 0.012 | 0.015 156
3B4 2 27 5 27 72| 0.012 | 0013 | 0.016 152
4C 2 24 45 25 7 { 001 | 0.012 | 0.018 141

4Cres 2 26 7.5 19 7.2 ) 0.05 | 0.015 | 0.017 150
1B 2 25.5 3.3 26 7 10013 ] 0.012 ] 0.05 150
3B5 2 25 3.8 25 75] 003 | 012 | 0.01 170
4F1 2 24 3 24 [73]0001 ] 0011 | 0.11 142
1A 2 25 4.7 38 7 | 0.005| 0011 | 0.11 146
252 2 27 7.2 35 751 025 | 0.04 | 0.01 162
3B4 3 19 5.77 26 815 0.1 0.041 | 0.06 138
4C 3 17 7.35 26 7.7 | 005 | 0.041 | 0.06 104

4Cres 3 11 7 26 8 | 005 | 0.01 0.08 134
1B 3 12 7.3 35 8 | 0.01 | 0.008 | 0.05 142
3B5 3 20 3.95 26 825| 011 | 0012 ] 0.1 106
4F1 3 20 7.8 35 7.5 | 0.02 0.03 0.01 134
1A 3 18 8 27 83| 01 0.03 | 0.01 134
282 3 21 7 29 74| 005 | 0.01 0.05 138

Nota: Se registraron los datos promedio de 8 estanques, en tres fechas diferentes.
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Tabla No. 3.- Registro de las enfermedades
de camardn blanco Litopenaeus vannamei.

0= ausencia

1= presencia
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WSSV= Virus de la mancha blanca.

Abreviaciones.

TSV= Sindrome de Taura.

IHHNV=Virus de la necrosis hipodémica
y hematopoyética infecciosa.
Zoot= Zootamnium.

Epys=Epystilis.
Acine= Acinela.
Nemat= Nematopsis.




Tabla No. 4.- Correlacién de Spearman entre los parametros fisicoquimicos
del agua y la presencia de enfermedades en ¢amarén blanco L. Vannamei.

Agosto
Parametros fisicoquimicos
Enfermedad| A B C D E F G H
WSSV 0.109 | 0.549 | -0.609| 0.234 | 0.559 | 0.338 | -0.387] 0.22
TSV -0.546 | 0.165 -0.1171 0.335] 0.619 | 0.276 | 0.055
IHHNV | -0.504 | -0.253 | 0.446 | 0.203 0.585 | 0.319 ) 0.253
Zoot. -0.282 | -0.453 | -0.456 0.404 { 0.232 | 0.342 ] 0.113
Epy. -0.577 | 0.577 0.177 | -0.085| -0.255 | -0.25 | -0.166
Acine. -0.252 | -0.082 | -0.255] 0.608 | -0.129 0.319 ] 0.38
Nemat. 0.056 | 0.567 | -0.114|-0.181| 0289 | -0.058 | -0.342| 0.567
Septiembre
Parametros fisicoquimicos
Enfermedad| A B C D E F G H
WSSV 0.252 | 0.127 |-0.196] 0.504 | 0.319 | -0.191] 0.127
TSV -0.172 | -0.394 | 0.34 |-0.234|-0.056] -0.057 | 0.171 | 0.227
IHHNV 0.084 | -0.412 | 0.083 | -0.428] 0.082 | -0.167 | 0.25
Zoot. 0.574 | 0.394 | 0.057 | 0.058 | 0.732 ] 0.342 | -0.228] 0.283
Epys. 0.252 | 0.577 | -0.581 0412 | 0.25 | -0.083
Acine. 0.504 | -0.082 | -0.166 | -0.428{-0.247 | -0.167 | 0.083 | -0.581
Nemat 0.252 | 0.577 ]} -0.581 0.412 { 0.25 | -0.083
Octubre
Parametros fisicoquimicos
Enfermedad] A B C D E F G H
WSSV
TSV -0.697 | -0.191 | -0.608] 0.76 | 0.39 | 0.128 | 0.513 | -0.195
IHHNV -0.76 0.135 -0.52 | -0.706 | 0.192 ] 0.39
Zoot. -0.17 | -0.399 0.17 |-0.116] -0.23 | 0.344 | 0.232
Epys. 0.19 -0.203 ] 0.76 |*0.715]| 0.064 | 0.064 | -0.39
Acine. 0.581 | -0.167 | 0.265 |-0.581 ] -0.085] -0.336 | -0.168 | 0.34
Nemat. 0.384 -0.234| 0.11 | 0.506 | 0.167 | 0.056 | -0.156

A= Temperatura, B= Oxigeno, C= Salinidad, D= pH, E= Amonia, F= Nitritos

G= Nitratos, H= Alcalinidad.

WSSV= Virus de la mancha blanca, TSV=Sindrome de Taura,
IHHNV= Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética Infecciosa.
Zoot.= Zootamnium, Epys.= Epystilis, Acine.= Acineta, Nemat.= Nematopsis.
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Tabla No. 5.- Estadisticas Descriptivas.

Agosto= fecha 1

Parametros N Minimo Maximo Media Desv.Stand.
temp. 8 28.6 32.2
oxi. 8 3.1 8 5.126 1.949
sali. 8 19 39 26.88 5.59
pH 8 7 7.8 7.3 0.227
amo. 8 0 0.06 1.88E-02 2.03E-02
nitri, 8 0.011 0.12 2.63E-02 3.79E-02
nitra. 8 0.02 0.11 5.20E-02 4 17E-02
alca. 8 122 186 162 23.71
Septiembre= fecha 2
Parametros N Minimo Maximo Media Desv.Estan.
temp. 8 24 27 25375 1.188
oxi. 8 3 75 4.875 1.675
sali. 8 19 38 27.38 6.16
pH 8 7 7.5 7.212 0.21
amao. 8 0 0.25 471E-02 | 8.34E-02
nitri. 8 0.011 0.12 2.93E-02 3.79E-02
nitra. 8 0.01 0.11 4.26E-02 4.35E-02
alca. 8 141 170 151.63 991
Octubre= Fecha 3
Parametros N Minimo Maximo Media Desv.Estan.
temp. 8 11 21 17.25 3.77
OXi. 8 4 8 6.778 1.326
sali. 8 26 35 28.75 3.99
pH 8 74 8.3 7.913 0.341
amo. 8 0.01 0.11 6.13E-02 3.80E-02
nitri. 8 0.009 0.041 2.29E-02 1.41E-02
nitra. 8 0.01 0.1 5.25E-02 3.11E-02
alca, 8 104 142 128.75 14.93

temp.= temperatura, oxi.= oxigeno, sali.= salinidad, pH= pH, amo.= amonia,
nitri.= nitritos, nitra.= nitratos, alca.= alcalinidad.
Desv. Estan.= Desviacion estandar




Graficas de los parametros fisicoquimicos.

Se presentan 8 graficas de los siguientes parametros: Temperatura, Oxigeno,
Salinidad, pH, Amonia, Nitritos, Nitratos y Alcalinidad.

La Temperatura oscilé en un rango de 11 a 32 °C , se reporté muy baja en el
mes de octubre en 5 estanques pero en general estuvo por arriba de los 20 °C.
(Grfiafica No. 1). El Oxigeno disuelto fue de 3 a 8 ppm., presentd un ligero
aumento en el mes de octubre la media fue 6.778, como se muestra en la
(Gréfica No. 2). La Salinidad oscilé entre 19 y 39 ppm. (Grafica No. 3), el pH no
varié mucho registré un rango de 7.0 a 8.3, con un ligero aumento en el mes de
octubre representado en la (Grafica No. 4). La Amonia presenté una media de
.875E-02, no registrd cambios bruscos (Gréfica No. 5), Nitritos una media de
2.655E-02 sin cambios bruscos, Nitratos tampoco tuvo cambios bruscos su
media fue de 5.200E-02 y la Alcalinidad fue bajando en la segunda y tercer
fecha con una media de 196 respectivamente. (Gréfica No. 6).

Nota; Estos datos son un promedio general de todos los estanques
muestreados.
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Gréficas de los parametros fisicoquiinicos del agua en los meses de agosto=fecha 1, septiembre=fecha 2 y
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Graficas de los parametros fisicoquimicos con respecto a las
enfermedades.

Las graficas del No. 9 al 16 de los parametros fisicoquimicos: temperatura,
oxigeno, salinidad, pH, amonia, nitritos, nitratos y alcalinidad, con respecto a las
enfermedades: WSSV, TSV, HHNV, Zootamnium, Epystilis, Acineta vy
Nemalopsis. muestran la tendencia de las enfermedades con el cambio de los
parametros fisicoquimicos. Son un promedio de las tres fechas antes
mencionadas.

Las enfermedades: WSSV, TSV, IHHNV, Nematopsis, Zootamnium y Epystilis
bajaron conforme aumento la temperatura, solamente aumentd gcineta. (Gréfica
No. 8). En la (Gréfica No. 10) se puede obsesvar que con el aumento del
oxigeno aumentaron: WSSV, Zootamnium, Nemalopsis y Epystilis y bajaron
TSV, IHHNV y Acineta. Con el aumento de la salinidad subieron TSV e IHHNV,
por el contraric WSSV, Zootamnium, Epystilis y Nematopsis bajaron.: (Grafica
No. 11). Cuando el pH aumentd subieron todas las enfermedades menos
Acineta (Grafica No. 12). Las enfermedades que aumentaron con la subida del
amonia fueron: WSSV, Zootamnium, Epystilis, Nematopsis y TSV, solamente
bajaron IHHNV y Acineta. (Grafica No. 13). Cuando se registré aumento de
nitritos también aumentaron: WSSV, TSV, IHHNV y Acineta por el contrario
disminuyeron Nematopsis y Epystilis, mientras que Zoolamnium se mantuvo
constante. (Grafica No. 14). Con el aumento de nitratos aumentaron TSV,
IHHNV y Zootamnium, bajaron WSSV, Nematopsis y Epystilis mientras que
Acineta permanecié constante como se muestra en la (Gréfica No. 15). En la
(Gréfica No. 16) se observa que con el aumento de la alcalinidad bajaron
WSSV, TSV, Zootamnium, Epystilis, Acineta y permanecieron constantes
IHHNV y Nematopsis.
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X.- DISCUSIONES Y CONCLUCIONES

El cuadro clinico observado en camarones infectados con WSSV fue idéntico al
que se describe en la literatura asiatica, todo el material examinado presentd la
coloracion rojiza o necrosis generalizada en la exocuticula, flacidéz, pérdida de
apéndices; antenas, pleépodos y pereiépodos aunado a grandes mortalidades. En
general las similitudes encontradas entre infecciones de Asia y las presentes son;
la coloracion rosa o rojiza del cuerpo en casos avanzados de [a infeccion, letargia,
pérdida del exoesqueleto, disminucién repentina en el consumo de alimento,
afecta a juveniles de todas las edades, las cepas inducen monalidades del 80-100
% y son escasas las que ocasionan mortalidades menores. La diferencia con el
hemisferio occidental seria que aqui las manchas blancas son dificiles de
observar, mientras que en oriente son muy proaminentes alcanzando 0.5 a 3 mm
de didmetro. Sin embargo se ha enfatizado que la ausencia de éstas no es una
regla para excluir una infeccién, requiriéndose de la confirmacién por métodos
mas sensitivos para un diagnéstico definitivo. (Lightner ef al. 1998; Galaviz 1899).
En lo referente al estudio ultraestructural se coincide con la descripcién de Durédn
ef al. (1998). Las medidas promedio fueron muy cercanas ; el virién 172.61x 70.23
nm, la nucleocépcide 167.85 x 49.28 nm, la envoltura con estructura de pared
trilaminar 12.85 nm y la pared extema 6.90 nm en promedio. Mientras que las
reportadas por ellos son; el virién 250 x 100 nm, la nucleocapcide cerca de 200 x
65 nm, la envoltura 6 a 7 nm y la pared externa 6 nm de grosor, las pequefias
diferencias encontradas en cuanto a tamafio podtian deberse a la forma del corte.
Coincidimas también en su comentario de que WSSV es una particula en forma de
varilla no ocluida con una extencién apical envuelta, que la replicacién tiene lugar
en el nicleo de la célula y el primer indicativo es la cromatina marginada y la
hipertrofia nuclear puesto que asi se presentan en las fotografias de los
resultados. La morfogénesis viral empieza con la formacion de membranas de
novo en el nucleoplasma y por (a elaboracién de tubulos vacios largos y
segmentados. Estos tibulos se rompen
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en fragmentos para formar nucleocapsides vacias, las cuales son localizadas
en la porcién central del nicleo afectado y generaimente estan envueltas pero
con una extremidad abierta. Las nucleoproteinas las cuales tienen apariencia
filamentosa, entran a la capside a través de esta abertura finat. Cuando el core
esta completamente foomado, la envoltura se estrecha en la abertura final y
forma la cola apical del viribn maduro. Cuando los viriones maduran tienden a
concentrarse a lo largo del margen nuclear, por el contrario en etapas
tempranas se ubican en el centro del nicleo. WSSV ha sido catalogado como
un vaculoviidae pero Van Hulten ef al. (2001) comentan que difiere
profundamente de todos los virus conocidos y que es representativo de una
nueva familia la cual han llamado Withespotviridae, consideran que no esta ni
cercanamente relacionado a los baculoviidae en las bases de genes
filogénicos. Aunque la forma de los viriones y de la nucleocapside es parecida a
los baculoviridae, la talla del DNA viral es de cerca de 300 Kpb esta por encima
del rango (100-18 Kpb) del genoma de los baculoviridae.

Los signos macroscopicos de TSV dan inicio en la fase de postlarva de 1440
dias por eso los camarones son de 0.1 g a menos de 5 g sin embargo los
camarones grandes también pueden ser afectados pero con menos frecuencia.
Algunos camarcnes que mostraron signos de TSV preagudo estaban
tipicamente en el estadio tardio del ciclo mudal y por eso presentaban cuticula
suave y el intestino vacio. El TSV preagudo tenmina con la muerte en el proceso
mudal. Los organismos moribundos muestran expansion de cromatéforos rojos
en los apéndices pero principalmente en los urbpodos, telson, pledpodos y en la
superficie del cuerpo. Los sobrevivientes desarrollaron lesiones cuticulares
melanizadas similares a la enfermedad bacteriana del caparazdn, con 0 sin
cuticula suave y expansién de los cromatéforos rojos con un comportamiento
nomal y buena alimentacién. Se propuso que es la segunda fase de la
enfermedad y que los camarones presentan signos de recuperacion o una
forma cronica de TSV. En el estudio histopatolégico los ejemplares analizados
se caracterizaron por lesiones multifocales de necrosis en el epitelio cuticular
de la superficie general del cuerpo, los apéndices y branquias, como lo



menciona Lightner, (1998) y fueron abundantes los cuerpos de inclucién
intracelulares esféricos basofilicos, ademés de los signos macroscopicos
caracteristicos ya descritos de ia enfemedad. No se encontraron lesiones en
intestino posterior, eséfago y estémago como lo mencionan los autores.

En los organismos infectados con IHHNV, la principal caracteristica fué el rostro
o el cuerpo deforme, en cuanto a los sitios de infeccién solamente se encontré
en branquias y en epitelio cuticular. En histologia los cuerpos de inclucién
fueron Coudry tipo A, eosinofilicos a basofilicos, cromatina marginada y
nucleos hipertrofiados muy abundantes. Lightner (1995) demostrd en histologia
cuerpos de inclucion Cowdry tipo A, eosinofilicos con H&E, incluciones
intracslulares con cromatina marginada, nicleos hipertrofiados de las células
del ectodermo (branquias, epidermis, epitelio hipodermal e intestino, cordén
nervioso y ganglio nervioso). y. de origen mesodérmico (6rganos
hematopoyéticos, glandula antenal, génadas, 6rgano linfoide, tejido conectivo y
musculo estriado).

Las gregarinas del género Nematopsis sp. regularmente se enconiraron en los
dobleces del intestino posterior y en el estdmago. Concordamos con Clifford
(1997) en cuanto a que las gregarinas no impactan de manera directa la salud
del camaré6n, sin embargo pueden afectar la digestion de los nutrientes y sus
érganos de fijacion sobre el epitelio del tracto intestinal y as! crear puntos de
penetracién para una invasion bacteriana.

En las granjas camaronicolas es comin que se realizen analisis regulares de
gregarinidos, la mayoria de las veces en fresco, por el personal especializado,
siendo la cantidad de gregarinas, asi como también de epibiontes un indicador
que alerta a los administradores de las granjas con respecto a la calidad del
agua.

Zoothamnium sp. es un protozoario ciliado epicomensal que ha sido reportado
en conjunto con otros géneros como epibiontes de camarones peneidos tanto
del Golfo de México como del Pacifico. Aunque los epibiontes son habitantes
comunes tienen gran importancia sanitaria, porque al adherirse con el tallo a las
branquias 0 exoesqueleto como se encontré en esta ocasion, causan erosion
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de los tejidos, obstaculizan la respiracion y la locomocion ocasionando otras
infecciones del camarbn por ofros patégenos oportunistas, de esta manera
coincidimos con Yang y Wu (1992) y Karunasagar y Karunasagar (1996) que
ademas afirman que disminuyen la habilidad fisiofégica: Lightner (1980)
menciona que el formo! y el glutaraldéhido han resultado efectivos en el control
de estas enfermedades de branquias.

Epystilis sp. es otra especie de ciliados muy comunes que fueron encontrados
en lamelas branquiales y en el cuticula a menudo asociado a Zootamnium
coincidiendo con Lightner (1984) en que se encuentran en branquias y
pereibpodos. La caracteristica que diferencia a Epystilis sp. es el tallo
dicotémico sin mionema, ne contractil.

Acineta sp. se enconird en branquias y en la cuticula del camarén como lo
describid6 James (1993). Johnson (1978) quien menciona que acinefa se
encuentra en la superficie del cuerpo y branquias. Overstreet (1985) hace el
comentario que la mayoria de los autores no le dan importancia a estos
parésitos y los consideran como tal hasta que las colonias crecen lo suficiente
para competir por el oxigeno con el hospedero causando retardo en el
crecimiento, estrés y finaimente la muerte. Overstreet (1979) dice que los
camarones se estresan por las bajas concentraciones de oxigeno al estar
infestados por éstos parasitos. En conclusion Los organismos epicomensales,
son buenos indicadores del detrenimiento por factores ambientales; como altas
densidades de poblacién en estanques de cultivo, exceso de alimentaci6n,
acumulacion de materia organica, bajas de oxigeno, en particular. Asi como de
organismos patégenos primarios que predisponen a los penaeidos al ataque de
otros protozoarios, bacterias y hongos.

Las especies de bacterias Vibrio encontradas en mayor cantidad fueron:
V.alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. wuinificus, V. fluvialis y otras especies
que se encontraron en pequefias cantidades, estas bacterias fueron Gram
negativas con oxidasa positiva. Lightner 1895 comenta que los vibrios son
bacterias con estas caracteriaticas y que los agentes reportados con mas
frecuencia son: V. harveyi, V. vuinificus, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus y



otras vibrio spp. Los vibrios se consideran como organismos oportunistas a las
enfermedades ya existentes, Vibrio provocé infecciones letales a consecuencia
de otras condiciones en este caso infecciones por virus, lo cual provocéd que los
camarones se encontraran debilitados-y fueran presas faciles para bacterias
Vibrio. Coincidimos con Clifford (1997) en su comentarios de que las vibriosis es
el resultado de las infecciones por vibrios patogénicos oportunistas que forman
parte de la microfiora normal del camar6n. Por otfra parte también comenta que
las infecciones pueden aliviarse aplicando alimento medicado y hasta pueden
reducir las mortalidades, pero no eliminan la causa principal de la infeccién
bacteriana. Se ha probado con algunos atibidticos como el Sarafin, écido
axolinico, Romet-30, cloramfenicol 'y oxitetraciclina. Estos medicamentos no
estan probados por agencias gubernamentales para su uso en el cultivo de
camarén,

En base a los datos obtenidos de la comelacion de Spearman entre los
parametros fisicoguimicos del agua y las enfermedades presentadas en el
trabajo, se concluye que no hay asociacion significativa entre cada uno de los
parametros con respecto a las enfermedades. La temperatura presenté un
rango de 11 a 32 °C, se reporté muy baja en 5 estanques en el mes de octubre,
pero en promedio se mantuvo arriba de los 20°C para lo cual Boyd (1990)
menciona rangos de 26 a 28 °C y Clifford (1897) de 28 a 32 °C como optimos
para el cultivo de camar6n. El axigeno disuelto registrado fué de 3 a 8 ppm.
resulté ligeramente por encima de los rangos mencionados por Clifford (1997)
que recomienda de 3 a 6 ppm. y Chamberiain (1988) considera como criticos
entre 1.9 y 2.2 ppm. Clifford (1897) considera un rango muy amplio para la
salinidad de 14 a 45 ppm., en este cultivo el rango fué de 19 a 39 ppm., por lo
tanto se considera dentro de la normalidad. El pH también cayé dentro de los
rangos ideales, fué de 7.0 a 8.3. Clifford menciona 8.1 a 9 ppm. y Chamberiain
6 a 9 ppm. La amonia, nitritos y nitratos estuvieron en los promedios
mencionados por los mismos autores. La alcalinidad estuvo muy alta de 104 a
186. Lo cual no es considerado de importancia por los mencionados autores. En
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general estos parAmetros cayeron dentro de lo normal y no se considera a Ia
calidad de agua como el verdadero problema.

En lo que se refiere a parametros fisicoquimicos contra enfermedades no se
compard con otros trabajos debido-a que no se encontrd bibliografia.
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Xl.- RECOMENDACIONES
Algunas de las recomendaciones generales para contrarestar las enfermedades
dentro de las granjas de cultivo de camarén y que en teoria se han estado

manejando pueden ser las siguientes:

1.- Preparaci6n de estanques después de cada cosecha con rastreo y
encalado. Desinfectar el material de trabajo con cloro.

2.- Colocar mallas adecuadas en la entrada de agua a los estanques para evitar
la entrada de otros organismos portadores del virus.

3.- Evitar fauna nosiva (perros y aves) y desinfectar reservorio y canal de
llamada.

4.- Introducir semilla de laboratorio debidamente certificada.

5.- Monitoreos sanitarios permanentes en estanques y zonas aledafias.

6.- Evitar cambios bruscos de pH, salinidad, temperatura, oxigeno, asi como las
altas concentraciones de amonio, nitritos, etc. ya que estos factores provocan el

estrés en los camarones.

7.- Utilizar charolas para alimentar y alimento de buena calidad enriquecido con
vitamina C.

8.- Utilizar inmunoestimulantes.

9.- Utilizar fertilizantes inorganicos para favorecer el pastoreo.

10.- Conservar la basura en lugares aislados (quemar).
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