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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue determinar la presencia y variacion espacio temporal de
helmintos, protozoarios y virus asi como los dafios histolégicos producidos por estos en los
camarones silvestres Penaeus duorarum (rosado), P. brasiliensis (rojo), P. aztecus (café), P.
setiferus (camardén blanco), Xiphopenaeus kroyeri (camardn siete barbas) y Sicyonia
brevirostris (camaron de roca). El estudio de los camarones silvestres abarco la zona costera
desde Veracruz hasta Quintana Roo y en alta mar (en la Sonda de Campeche) en el 2005. Los
camarones cultivados P. vannamei (camaron blanco del Pacifico) se colectaron en una granja
de Yucatan durante un ciclo anual (2001-2002). Y en 2013 en granjas de los estados de
Veracruz, Tabasco, Campeche y Yucatan, se registraron la prevalencia (P), intensidad
promedio (IP), abundancia estimada (AE) y grado de infestacion (Gl) de los helmintos y
protozoarios. Con respecto a los virus se determind la presencia de Penstyldensovirus
(PstDV1), WSSV, YHV y TSV. La composicion y variacion de la helmintofauna de los
camarones silvestres fue, el céstodo Prochristianella hispida (la especie mas frecuente y
abundante durante el afio), en los trematodos Opecoeloides fimbriatus y Helicometrina nimia
hubo un incremento en intensidad promedio en épocas de lluvias. Los ectocomensales
presentes fueron Zoothamnium penaei (el mas frecuente y abundante), Epistylis sp., Acineta
tuberosa y una gregarina no identificada (Gregarinidae gen. sp.). En general, la abundancia
estimada de los protozoarios se observéd incremento en la época de nortes. En cuanto al
estudio de los ectocomensales en camarones cultivados P. vannamei, se registraron tres
especies de protozoarios, Epistylis sp., Zoothamnium penaei y Acineta tuberosa. El
ectocomensal mas prevalente y persistente en el tiempo fue Epistylis sp., cuyos valores de
prevalencia fueron significativamente mayores de abril a junio. Hubo una correlacion
positiva significativa con la temperatura. Finalmente, todos los camarones examinados no
presentaron evidencia de infeccién por los virus WSSV, YHV y TSV. Sin embargo, se
detect el virus PstDV1 en los camarones P. aztecus y X. kroyeri en el puerto de Dos Bocas,
Paraiso, Tabasco. En P. aztecus y P. duorarum en el puerto de Barra de dos bocas y en Barra
Chiltepec, Paraiso, Tabasco, y en P. vannamei cultivados en dos granjas de Veracruz y cuatro
granjas en Tabasco. Con respecto al muestreo anual en una granja de Yucatan durante
diciembre 2001 a noviembre 2002 se detecté PstDV1 en siete de los 12 meses muestreados.

Con respecto a la secuenciacion del ADN obtenida de animales silvestres y de granja
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colectados en el Golfo de México fueron relacionados con el virus PstDV1, que se describe
en el Pacifico mexicano con una diferencia de 1 a 2 nucleétidos de la secuencia de ADN. Los
resultados del presente estudio evidencian y soportan a PstDV1 como enzootico en los

camarones silvestres de las aguas del Golfo de México.
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ABSTRACT

The objective of this thesis is the spatial-temporal presence and variation of helminthes,
protozoa and virus such as the histological damage produced by parasites in wild shrimps
Penaeus duorarum (pink shrimp), Penaeus brasiliensis (red shrimp), Penaeus brasiliensis,
P. duorarum, P. aztecus (brown shrimp), Penaeus setiferus (white shrimp), Xiphopenaeus
kroyeri (seabob shrimp), and Syciona brevirostris (rock shrimp). The study of wild shrimp
covers the coastal zone of the Gulf of Mexico (Veracruz to Quintana Roo) and from a deep-
sea campaign (in Campeche Sound) in 2005. Individuals of Penaeus vannamei were collected
from a shrimp farm in Yucatan during an annual cycle (2001-2002). Additionally in 2013, in
farms in Veracruz, Tabasco, Campeche and Yucatan, the prevalence (P), average intensity
(IP), estimated abundance (AE) and degree of infestation (GI) of helminths and protozoa
were recorded. Regarding viruses, the probability of the presence of Penstyldensovirus
(PstDV1), WSSV, YHV y TSV was determinded. The composition and variation of
helminthic fauna was studied in wild shrimps. These was composed of the cestode
Prochristianella hispida (the most frequent and abundant species throughout the year), in the
trematodes Opecoeloides fimbriatus and Helicometrina nimia. There was an increase in the
average intensity during the rainy season. Ectocomensals presents were Zoothamnium penaei
(most frequent and abundant), Epistylis sp., Acineta tuberosa and an unidentified gregarine
(Gregarinidae gen. sp.). During the “northern winds” season, an increase in the protozoa. As
to the ectocomensals, study in farmed shrimps (P. vannamei) three protozoan species were
recorded, Epistylis sp., Zoothamnium penaei and Acineta tuberosa. The most prevalent and
persistent ectocomensal over time was Epistylis sp., the prevalence values of which were
significantly higher from April to June. There was a significant positive correlation with
temperature. Finally, no presence of virus WSSV, YHV and TSV was recorded. However,
PstDV1 virus was detected in P. aztecus, and X. kroyeri shrimps coming from the port ‘Dos
Bocas’, Paraiso, Tabasco. In P. aztecus and P. duorarum coming from ‘Barra de Dos Bocas’
and ‘Barra Chiltepec’, Paraiso, Tabasco and in P. vannamei, in two farms from Veracruz and
four farms in Tabasco. Regarding the annual sampling on a Yucatan farm from December
2001 to November 2002 the PstDV1 was detected in 7 out of 12 months. The consensus DNA
sequence obtained from farmed and wild shrimps collected from the Gulf of Mexico were

closely related to PstDV1 virus isolates described in the Mexican Pacific Ocean with a slight
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difference in 1 to 2 nucleotides in the DNA sequence. The results from the present study
support evidence that PstDV1 has become enzootic in wild shrimps from the coastal waters
of the Gulf of Mexico.
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CAPITULO 1 Introduccién general y Antecedentes

1.1 Introduccion general

La produccion pesquera mundial del 2018 fue de 179 millones de toneladas de las cuales el
46% fue de origen acuicola con un valor comercial de 250.000 millones de dolares (FAO,
2020). En México, el recurso acuicola y pesquero mas importante es el camaron, debido a su
valor comercial, y el segundo en importancia en relacion a su produccion en toneladas que
alcanzé un total de 227,929 toneladas de las cuales el 65% es de origen acuicola (Anuario

Estadistico de Acuacultura y Pesca, 2017).

El desarrollo de la camaronicultura si bien ha sido continuo, ha presentado variaciones en las
tasas de produccion y es posible que estas sean debido a problemas de indole sanitario. De
acuerdo con Peeler (2012), el crecimiento de la camaronicultura ha disminuido debido a
emergencias causadas por numerosas enfermedades, las cuales se han diseminado
rapidamente a través del mundo. Flegel (2012) menciona que de acuerdo con la Alianza
Global de Acuacultura, (GOAL, por sus siglas en inglés) las pérdidas en el cultivo de
camarodn estan dadas por un 60% en enfermedades virales, 20% por bacterianas y el otro 20%
se le puede atribuir a una gran variedad de patégenos entre los que se encuentran helmintos
y hongos, u asociadas a efectos principalmente ambientales (toxicos o climaticos),
nutricionales o congénitos. Las enfermedades de origen infeccioso en los camarones pueden
originarse por bacterias, hongos, protozoarios, helmintos o virus y las enfermedades no
infecciosas son las de tipo genético, medioambiental nutricional o funcional (Jiménez-
Guzman, 2008). Estas modifican el funcionamiento normal del hospedero y pueden influir
directamente en la susceptibilidad en depredacion y reproduccion. Al igual que afectan la
supervivencia, provocan un bajo crecimiento e incluso un bajo factor de conversién

alimenticia, el cual influye en el aumento en los costos de produccién (Lafferty et al., 2015).

En el cultivo del camardén blanco Penaeus vannamei, se ha estimado que las pérdidas por
enfermedades asociadas a virus oscila del 50 al 100% (Flegel, 2012; Lightner et al., 2012).
No obstante, la produccion de camaron sigue aumentando a nivel mundial (FAO, 2020).



El cultivo de P. vannamei en el Golfo de México y mar Caribe, encierra un riesgo potencial.
Circunstancias fuera del control humano, como fenémenos meteoroldgicos asociados a la
ruptura de los bordes de un estanque, puede ocasionar que sea introducido a las lagunas
costeras o al mar abierto. Esto deja abierta la posibilidad de que las poblaciones locales de
camarones sufran alteraciones en sus relaciones de competencia, depredacion, parasitismo y
enfermedades principalmente virales. Este enfoque considera no solo los aspectos
ecoldgicos, sino también los sociales y econémicos de la sostenibilidad y el contexto de

gobernanza en el que funcionan los sectores de la pesca y acuacultura (FAO, 2020).

Considerando lo anterior, la estructura de esta tesis se compone de tres capitulos. En el
capitulo tres se desarroll6 la variacion espacio-temporal de los parasitos presentes en los
camarones silvestres primero saber cuales son los parasitos que infectan a los camarones
silvestres de la Peninsula de Yucatan y si estos se mantienen durante todo el afio y todas las
localidades o varian de acuerdo a las épocas. Esto para confirmar la presencia y abundancia
de los helmintos y protozoarios.

En el capitulo cuatro se trabajo con la variacion temporal de los protozoarios en los
camarones cultivados. Nos enfocamos a registrar cuales son los ectocomensales que infestan
a los camarones cultivados y si existe una asociacion de la abundancia estimada con los

factores fisicoquimicos.

Finalmente en el capitulo cinco se desarrollé un estudio para la deteccion de virus PstDV1,
WSSV, YHV y TSV en camarones silvestres y cultivados y si estos virus ocasionan dafios

histoldgicos a sus hospederos

1.2 Antecedentes

1.2.1 Sistema Inmunolodgico del camaron

En lo que se refiere a los mecanismos inmunoldgicos del camarén se puede abordar como
una red altamente regulada que consiste en una serie de procesos de defensa que implica
diversos tipos de células y factores, ademas de ser capaz de mantener un equilibrio en la

homeostasis bajo condiciones fisioldgicas normales. (Xu et al., 2014). La primera barrera



defensiva del sistema inmunologico es el exoesqueleto que protege al organismo de posibles
amenazas tanto de parésitos como de cambios fisico quimicos en su entorno (Holmbland y
Soderhdll, 1999). También poseen una membrana quitinosa en su tracto digestivo que junto
con la acidez y enzimas inactivan o que digieren agentes patdgenos (Jiravanichpaisal et al.,
2006). La segunda barrera es la defensa por parte de la hemolinfa, se divide en dos partes.
En primer lugar la parte humoral, esta surge cuando las células detectan un pat6geno
percibido por los receptores de la superficie celular, resaltando una activacion desencadenada
de enzimas tales como: coagulacién, una amplia gama de péptidos antimicrobianos y la
sintesis de melanina iniciada por el sistema pro-fenol oxidasa (proFO) (Flegel y
Sritunyalucksana, 2011; Tassanakajon et al., 2018) que activa reacciones enzimaticas tales
como inhibidor de proteasas, proteinas de reconocimiento de lipoproteinas, y B-glucanos y
a-2-macroglobulina (Hernandez-Lopez et al., 2003). La segunda parte corresponde a los
hemocitos que son los principales reservorios de las moléculas requeridas para la activacion
de ambas respuestas (Soderhall y Cerenius, 1992; S6derhall, 2016). Los hemocitos se dividen
en granulosos, su funcion principal es almacenar (Johanson et al., 2000), semi-granulosos
tienen baja actividad fagocitaria, pero cuenta con propiedades de citotoxicas y lisis celular.
Son las primeras células en reaccionar a cuerpos extrafios activando la des granulacion y
liberando el sistema proFO y los hialinos (sin granulos) implicados en fagocitosis y
coagulacion, son las células precursoras de los otros tipos de hemocitos (van de Braak et al.,

2002;) siendo la respuesta humoral y celular complementarias (Giulianini et al., 2007).

1.2.2. Virus IHHNV [syn= Penstyldensovirus (PstDV1)]
De acuerdo con Lightner (1996), PstDV1, llego a México por la introduccion de camarones

P. monodon infectados procedentes de Hawai en 1987. En el mismo afio en una granja de La
Paz Baja California, México se documento el primer brote del virus PstDV1 (Galaviz-Silva
y Molina-Garza, 2014). Lo que gener0 graves problemas epizo6ticos en las granjas

camaroneras de Sonora y Sinaloa.

El PstDV1 es un Virus de cadena sencilla del tipo ADN, su virién mide 22 nm didmetro y
tiene 3.9 Kb de largo, tiene una forma icosahédrica sin cubierta, pertenece a la subfamilia

Densovirinae y al género Penstyldensovirus (Venkatakrishnan et al., 2013; Cotmore et al.,
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2019). De éste se han identificado cuatro genotipos diferentes, el genotipo PstDV1-I
continente Americano y Filipinas, el PstDV1-11, del Sureste de Asia, el PstDV1-111 del este
de Africa, y el PstDV1-1V de la region occidental Indo Pacifico, incluyendo Madagascar y
Mauricio. Los dos primeros genotipos infectan a P. stylirostris y P. monodon (Tang y
Lightner, 2006) en los cuales generan procesos infecciosos letales. No obstante, en el
camaron blanco P. vannamei, no hay mortalidad, pero produce Sindrome de la Deformidad
y del enanismo (RDS) (Bell y Lightner, 1984; Cuéllar-Anjel, 2013).

Los camarones que sobreviven a la fase aguda, lo sufren de manera crénica con RDS y lo
trasmiten de manera vertical (padres a hijos) y horizontal (entre organismos). Cuando la
enfermedad surge, en los estanques de cria se puede observar como los signos mas visibles
la disminucion en la tasa de consumo de alimento, el canibalismo, cambios en la conducta,
nado erratico y en la superficie y de manera interna la musculatura se encuentra opaca (Arun
et al., 2001; Cuéllar-Anjel, 2013). Segun Lightner (2005) la estimacién de las pérdidas por
el virus PstDV1 en el continente americano en 1981 fue de 0.5 a 1 billon de dolares.

1.2.3. Virus de Sindrome de Taura (TSV)
Su nombre se debe al primer reporte de la enfermedad en los afios 1991-1992, que fue hecho

en las granjas cercanas al Rio Taura en Ecuador, lugar de donde se disemino rapidamente a
todo el continente Americano (Lightner, 1995). En 1995, se documenté en el primer brote en
México del Sindrome de Taura (TSV por sus siglas en ingles) en el estado de Sinaloa (Zarain-

Herzberg y Ascencio-Valle, 2001).

TSV es un ARN virus, su virion mide 32 nm de didmetro, con una longitud de
aproximadamente 9 kb, tiene forma de icosaedro sin envoltura, una sola cadena y la capside
estd compuesta de tres proteinas estructurales principales (49, 36.8 y 23 kDa) y dos
secundarias (51.5y 52.5 kDa). Se replica en el citoplasma de las células hospederas (Cuellar-
Anjel, 2013a). Pertenecen a la familia Dicistroviridae y al género Aparavirus (Chen et al.,
2012). La especie mas susceptible es el camardn blanco P. vannamei ocasionando hasta el
90% de mortalidad (Briggs et al., 2005).



La enfermedad se presenta en camarones de 1 a 15 g durante el proceso de muda. Se puede
presentar de forma aguda o cronica. Los sintomas de la fase aguda son: expansion de
cromatdforos rojos y necrosis epitelial en apéndices, urépodos rojos, cuticula suave, intestino
vacio. La fase cronica: pueden exhibir lesiones cuticulares y expansion de los cromatoforos
rojos. Los ejemplares que sobreviven son portadores de por vida y pueden transmitirla de

forma vertical y horizontal (Flegel, 2006).

Localmente la enfermedad se distribuyo rapidamente de granja en granja por vectores tales
como insectos acuaticos (Hasson et al., 1995; Lightner et al., 1997) o por el excremento de
aves marinas como gaviotas (Garza et al., 1997 y Galaviz-Silva y Molina-Garza, 2014). Para
el resto de América la principal forma de transmision fue por la exportacion de camarones
infectados (para cultivo o reproductores), congelados para maquila o consumo humano
(Overstreet et al., 1997; Zarain-Herzberg y Ascencio-Valle, 2001; Lightner y Chen, 2002 y
Zarain-Herzberg et al., 2003).

El TSV, es una de las enfermedades mas significativas para el cultivo del camardn en
América, ya que su afectacion al cultivo de P. vannamei se estimo6 en una pérdida entre 1.2
y 2 billones de ddlares (Lightner, 1996; Hasson, 1998). Se estima que el TSV caus6 una
mortalidades hasta del 80%, en las granjas de Nayarit y en Sonora (Galaviz, 1999).

1.2.4 Virus del Sindrome de Mancha Blanca WSSV
En 1993, en Taiwan se documentd por primera vez la enfermedad conocida con el nombre

del Sindrome de la Mancha Blanca (WSSV). La enfermedad producida por este virus afecto
el camardn tigre P. monodon, camardn japonés Marsupenaeus japonicus, chino blanco
Fenneropenaeus chinensis y al langostino banana F. merguiensis (Chu-Fang y Guang-
Hsiung, 1998). En 1995 se report6 por primera vez en el continente Americano en el estado
de Texas en Estados Unidos en noviembre de 1995 (Lightner, 1996).

Bray et al., (2004), mencionan que llegd WSSV en 1999 a Panama causé una mortalidad del
95% y mencionan que se introdujo a través de 18 contenedores con camarén congelado para

maquila. También en ese mismo afio se reportd su presencia en Estados Unidos, América
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Central y Sudamerica (Lightner y Chen, 2002). Lightner (1996), considera que la
diseminacion principal de la enfermedad se ocasiond con la introduccién de postlarvas para
cultivo, por lo que no es raro que como en México la mayor parte de la produccion acuicola
de camarones se concentra en el noreste, haya ingresado justo por ahi también en 1999,
ocasionando pérdidas de 80 al 100% a la industria camaronera (COSAES, 2012; 2014).

WSSV tiene mas de 100 hospederos paratécnicos o vectores. Este es un virus que afecta a
crustaceos que viven en aguas dulces, salobres y marinas y pueden infectarse también en
poliquetos, bivalvos, rotiferos, larvas de insectos y hasta microalgas que pueden llegar a

acumular elevadas cargas virales, actuando como vectores mecénicos (Liu et al., 2007).

EI WSSV es un virus de tipo ADN de doble cadena, de forma eliptica, virones de 100 a 300
nm, presenta un apéndice similar a un flagelo, de la familia Nimaviridae, al género
Whispovirus (Fauquet et al., 2005; Hang-Ching et al., 2019). Cuando la enfermedad se
desarrolla causa mortalidades rapidas, y se observa sintomas de anorexia, letargo, reduccion
en la tasa de alimentacion, decoloracién del hepatopancreas y manchas blancas de 0.5 a 2.00

mm de diametro en la superficie del cefalotérax (Bondad et al., 2001).

La mancha blanca es la enfermedad viral mas importante por las pérdidas que ha generado
en la camaronicultura, pues una vez que se manifiesta, puede causar mortalidades de hasta
100% entre tres a 10 dias (Arun et al., 2001).

En México durante los afios 1999, 2005, 2010 y 2012 de forma recurrente se presento la
enfermedad de la mancha blanca, no obstante que la superficie de espejo de agua aumento
en México, la produccion practicamente se estanco, debido a que la productividad decay6
Ilegando incluso en el 2002, a estar por debajo de las 0.6 ton/ha, hasta que en el 2005 se
rebaso las 0.8 ton/ha (L6pez et al., 2019). Segun Lightner (2005) la estimacion de las pérdidas

por el virus WSSV en el continente Americano en 1999 fue de 1 a 2 billones de délares.



1.2.5. Virus de la Cabeza amarilla YHV
Entre 1986 a 1987, en Tailandia se registré por primera vez el sindrome que afecto a la

industria del cultivo del camarén P. monodon por casi una década el YHV a la fecha se han
registrado brotes en P. vannamei, en el langostino japonés P. japonicus, langostino banana
P. merguiensis y camaron azul P. stylirostris. La presencia de este virus se ha detectado en
Indonesia, Malasia, China, India, Taiwan, Vietnam y Filipinas. Hasta el momento no se ha

reportado brotes en América (Cuellar-Anjel, 2013c).

El YHV es un virus de tipo ARN de una cadena, so baciliformes y tiene envoltura 40 -60 nm,
las envolturas estan repletas de espiculas prominentes que sobresalen 11nm de la superficie,
de la familia Roniviridae, del género Okavirus (Cowley et al., 2012). De éste se han
identificado seis genotipos diferentes, el genotipo 1es el Unico capaz de causar la YHD. El
genotipo 2 que esta asociado a las branquias (GAV) tanto el genotipo 2 como los genotipos
del 3 al 6 se ha registrado desde el este de Africa, Asia y Australia (Walker et al., 2001)).

Este virus afecta principalmente a juveniles y subadultos de 5 a 15 g de peso. Este virus puede
estar presente en poblaciones de manera latente y asintomatica. Sin embargo, cuando la
enfermedad se desarrolla se observan altas tasas de consumo de alimento, seguida por
anorexia y finalmente muerte por inanicion de hasta el 100% de la poblacion. A simple vista
los animales enfermos presentan una coloracion amarillenta en el cefalotérax y apariencia
palida (Lightner, 1996; Cuellar-Anjel, 2013c)

1.2.6 Protozoarios
Las gregarinas son parasitos ampliamente distribuidos que generan infecciones internas. Las

gregarinas son altamente patogénicas en el hospedero, y se encuentran principalmente en el
intestino. Todos los camarones peneidos son hospederos potenciales de las gregarinas debido
a sus habitos alimenticios detritivoros. Estos parasitos reducen el crecimiento y elevan el
factor de conversion alimenticia en camarones cultivados. Actualmente se conocen dos
géneros de gregarinas en el camardn, Nematopsis y Cephalolobus. (Lightner, 1996; Morales
y Cuéllar-Anjel, 2014).



Otro grupo son los protozoarios ciliados como Apostoma y los ectocomensales la mayoria
de éstos, viven en estado libre en el agua y no son patdgenos verdaderos que generalmente
se encuentran en la superficie de los camarones, en los apéndices locomotores, branquias o
exoesqueleto. Se pueden presentar tanto en colonias como individuales. Los géneros mas
comunes son: Zoothamnium, Epistylis y Lagenophrys. Estos reducen el crecimiento, el
consumo de alimento y la tolerancia a las concentraciones bajas de oxigeno. Sin embargo, se
les considera graves en la fase larval ya que ocasionan altas mortalidades. Las lamelas de las
branquias son mas susceptibles para la colonizacion de los epicomensales y pueden cambiar
la coloracion de estas tornandose amarilla, café o negra (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).
Estos se pueden controlar aumentando la frecuencia de recambio de agua, colocando paletas
en los estanques, disminuyendo la densidad de siembra y no sobrealimentando.

1.2.7 Helmintos
En el caso de los helmintos (trematodos y céstodos), dentro del ciclo de vida del camaron

estos actlan como hospederos intermediarios. La especie mas comun de trematodos es
Opecoloides fimbriatus, aunque se han encontrado trematodos de las familias Microphallidae
y Echinostomatidae (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014). Los trematodos se encuentran en
formas larvaria (metacercarias) en los camarones generalmente enquistadas en varias partes

del cuerpo o bajo el exoesqueleto (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).

Los céstodos se alojan en la glandula digestiva (hepatopancreas) y se encuentran presentes
en el camardn en su forma larvaria ya que la forma adulta se encuentra en rayas. Las especies
del género Prochristianella es la mas comun en los camarones silvestres (Morales y Cuéllar-
Anjel, 2014).

En el cefalotorax e intestino de los camarones generalmente se encuentran nematodos en
estadio juvenil; las especies comunes don Spirocamallanus pereirai, Ascaropsis sp. e

Hysterthylacium sp. (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).

En el presente trabajo se caracteriza los macro y micro parasitos incluyendo virus, asociados

a las poblaciones silvestres y cultivadas de camarones peneidos en una region del Golfo de
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México. Consiste en un analisis espaciotemporal, de la variacion de la riqueza de las especies

y virus que parasitan a las poblaciones de camarones referidas.

En este sentido surgen distintas preguntas, una de ellas es:
¢Cual es la variacion espacial y temporal en la presencia de macro y micro paracitos
incluyendo virus, asociados a las poblaciones silvestres y cultivadas de camarones peneidos,

y que lesiones o dafios generan en sus hospederos?



CAPITULO 2 Materiales y métodos generales

2.1 Introduccién

En este capitulo se presentan los métodos de recoleccion de organismos usados como
muestra, asi como la ubicacion fisica de su captura. En él se describe los materiales y métodos
para la identificacion taxonomica, célculo de tamafio de muestra, examen parasitoldgico e

histologico, utilizados.

2.2 Area de estudio

Se muestrearon tres zonas: costera, altamar y granjas camaroneras. Se capturaron
especimenes silvestres de camardn café (Penaeus aztecus), rojo (P. brasiliensis), rosado (P.
duorarum), blanco (P. setiferus), siete barbas (Xiphopenaeus kroyeri) y roca (Sicyonia
brevirostris), desde Alvarado, Ver. hasta Yalahau, Quintana Roo. Se tomaron muestras de
camarén blanco del Pacifico (P. vannamei) producido en tres granjas del estado de Veracruz,
25 del estado de Tabasco, una del estado de Campeche y dos granjas del estado de Yucatan.
Las caracteristicas morfoldgicas que se consideraron para su identificacion fueron las claves
de Pérez-Farfante (1971); (Fig. 1).

2.3 Periodos de muestreo

En los camarones de Celestln, Ria Lagartos y Yalahau se tomo6 una muestra en cada época
de afio (lluvias, secas y nortes) mientras que los camarones capturados en Sisal y Chabihau
se colectaron s6lo en época de nortes, debido a que el humedal presenta dos fases: la seca 'y
la himeda, y solo es posible obtener camarones en esta Gltima. EI camarén blanco P.
vannamei se colecto mensualmente de la granja en un muestreo anual y en las granjas de los

estados de Veracruz, Tabasco, Campeche y Yucatan fue en épocas de produccion (Tabla 1).
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Tabla 1. Especies de camarones que se colectaron de acuerdo a la localidad y época de afio.

EPOCA Yucatan Q. Roo
CELESTUN SISAL CHABIHAU RIA LAGARTOS YALAHAU

SECAS P. duorarum P. vannamei P. brasiliensis P. brasiliensis

Mar-may P. brasiliensis

2002

LLUVIAS P. duorarum P. vannamei P. brasiliensis P. brasiliensis

jun-oct P. brasiliensis

2002

NORTES P. duorarum P. duorarum P. duorarum P. brasiliensis P. brasiliensis

nov-feb P. brasiliensis P. vannamei

2001 y 2002

2.3.1 Camardn de zona costera: Los camarones silvestres se capturaron desde Alvarado,
Veracruz hasta Yalahau, Quintana Roo en el mes de Mayo de 2015, en un muestreo puntual
(Tabla 14 pag. 70). Para los camarones capturados en 2001-2002 de Celestun, Ria Lagartos
y Yalahau se tom6 una muestra en cada época del afio (lluvias, secas y nortes). Los camarones
capturados en Sisal y Chabihau se colectaron solo en época de nortes, debido a que el
humedal presenta dos fases: la seca y la himeda, y solo es posible obtener camarones en esta
ultima (Tabla 1).

2.3.2 Camaron de alta mar: Los camarones silvestres fueron capturados en 25 estaciones
de la Sonda de Campeche durante el mes de mayo 2015 en un muestreo puntual (Tabla 15
pag. 72).

2.3.3 Camaron de granja: EI camar6on blanco P. vannamei se captur6 mensualmente en la
granja de Yucatan durante un ciclo anual de diciembre 2001 a noviembre del 2002 (Tabla 1).
Respecto a las tres granjas de Veracruz, 25 de Tabasco una de Campeche y una de Yucatan,

se realiz6 un muestreo puntual durante 2013 (Tabla 16 pag. 73).
Se registraron en cada muestreo los siguientes parametros fisicoquimicos: temperatura (°C),

salinidad (%o) y oxigeno (mg/l), mediante una sonda multiparamétrica oximetro marca Y SI

55.
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2.4 Arte de pesca

Los organismos silvestres de la zona costera se capturaron utilizando el “tridangulo
camaronero” (Fig. 2a), el cual consta de una red cénica de hilo alquitranado con 0.5 pulgadas
de luz de malla, unida a tres maderos en forma de tridngulo que a su vez forma la boca del
arte. Cada vértice del tridngulo lleva una cuerda, los cuales se unen a una distancia de 3 a 4
m. El triangulo se arrastrd en tiempos no mayores de 15 minutos para las zonas de Celestun,
Sisal y Chabihau. En la zona de Ria Lagartos y Yalahau el arte de pesca se conoce como
“cuadro” (Fig. 2b). Este mide dos metros cuadrados, la red tiene un copo de 1.80 m, la luz de
malla es de 0.5 pulgadas. Solo con este arte el arrastre se llevd a cabo en embarcaciones con
motores fuera de borda. Este se arrastro durante 15 minutos maximo. Para los camarones de
alta mar se utilizé el bugue oceanografico Justo Sierra (Fig. 2c), durante la campafa
oceanografica XCAMBO |1 que tuvo una duracion de 30 dias (8 de agosto al 6 de septiembre
de 2005), con una red de camaronera “chango” de 5 m de largo por 5 m de ancho y 2.5 m de
abertura de trabajo, con puertas de 0.5 x 0.4 m. La duracién de cada lance fue de 10 min. Se
realizaron de dos a tres lances por estacion (Fig. 1). Los camarones de granja fueron

capturados con atarraya de 2 m de diametro y una luz de malla de 1 pulgada (Fig. 2d).

<&
2 Uil i

Figura 2. Artes de pesca utilizados en el muestreo; a) tridngulo camaronero, b) cuadro camaronero,
c) buque oceanografico y d) atarraya
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2.5 Factores morfométricos e identificacion taxondmica del camardn

Los camarones se examinaron externamente bajo microscopio estereoscépico. Se obtuvo, la
longitud total (LT), longitud cefalotéraxica (LC) y longitud rostral (LR) en centimetros, peso
(9) y sexo. Para la identificacion taxondmica de los camarones se tomaron como base las
claves de Pérez-Farfante (1969, 1970, 1971 y 1978), corroborado con los registros de

WORMS (2019). Las mediciones se tomaron con un vernier.

Las caracteristicas morfoldgicas y biométricas que se consideraron para la identificacion se
describen a continuacion (Fig. 3): Los camarones rojos P. brasiliensis son organismos
acanalados, con formula rostral (LR/LC = 77.5 %), y con forma del rostro recta. La posicién
del rostro con respecto al flagelo antenular fue larga, y la relacion quilla/surco estrecha; la
conformacién del télico presentd placas laterales convergentes o con esa tendencia. El
petasma carecio de espinas distomarginales. EI camardn rosado P. duorarum es acanalado y
su formula rostral se considera como LR/LC = 68.7%. La forma del rostro es recta, y la
posicion del rostro con respecto al flagelo antenular corta. La relacion quilla/surco fue
estrecha. Respecto a la conformacion del télico, las placas laterales fueron divergentes o con
esa tendencia y el petasma presentd espinas distomarginales, EI camardn café P. aztecus es
una especie acanalada la relacion quilla/surco es estrecha. El petasma esta en posicion distal
con dientes pequefios y el télico sus placas anterior y posterior son estrechos. EI camarén P.
setiferus es no acanalado, con télico abierto, costillas anterolaterales dobladas y petasma con
posicién distal del l16bulo atravesada por la costilla diagonal (Pérez-Farfante 1969, 1970,
1971, 1978). El camardn siete barbas X. kroyeri es una especie con rostro largo y muy
enlongado, presenta cinco dientes dorsales, sus dos pares de pereidpodos son largos, el
petasma tienen un par distolateral y el télico es una placa ancha, corta y delgada en horizontal.
Y por ultimo S. brevirostris tienen tres dientes pos rostrales al nivel de la espina hepatica, el
petasma con proyeccién distal y sus I6bulos son cortos, y el télico con placas delgadas (Pérez-
Farfante, 1988)
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Como se menciond anteriormente, el camardn blanco P. vannamei es una especie introducida
para cultivo. Es un organismo no acanalado que tiene uno o dos dientes ventrales, un diente

epigastrico, télico abierto y el petasma con un par distal libre (Pérez-Farfante, 1988).

Longitud totel

Rostra Corto Rastro Largo

LB et
""1;'?“ Flagelo meda
T
Flagelo lxteral

Tercer sagrmanrio
antenular

Figura 3. Caracteristicas morfométricas del camardn, indicando las estructuras taxonémicas utilizadas:
a) camaron, b y c) cefalotérax no acanalados y acanalado, d) petasma, €) télico cerrado, f) télico abierto,
g) rostro y antena antenular (tomado de Pérez-Farfante, 1988). Corroborado con los registros de

WORMS (2019)

15



2.6 Distribucion de la muestras

Para la escritura de los capitulos 3 y 4 se obtuvo un total de 90 camarones de cada especie
por localidad y época (Tabla 1), los cuales se dividieron en tres grupos de 30 camarones cada
uno. EI primer grupo se utilizd para el analisis parasitologico en fresco, en busca de
protozoarios parasitos, simbiontes y helmintos. En el segundo grupo, a cada cefalotdrax
(branquias, corazon y hepatopancreas) se le practico un corte sagital; la mitad se fijo en
alcohol 96° para analisis de ADN y la otra en solucion ARN amigable (Tomado de Lightner,
1996). EI altimo grupo se fijo en solucion Davidson (Tomado de Drury y Walligton, 1980)
durante 48h para posteriormente transferirlos en alcohol 70% para su procesamiento
histologico (Lightner, 1996). Para el capitulo 5 los camarones silvestres de la zona costera y
alta mar se fijaron individualmente por especie y por localidad (Tabla 14 y 15 P4g. 70 y 72
respectivamente). En el caso de los camarones de granja se tomaron muestras de hemolinfa

de 30 organismos por lote introducido, y fueron fijados individualmente en alcohol 96°.

2.7 Examen parasitologico

A los camarones disectados, se les extrajeron los pledpodos, pereidpodos, exoesqueleto,
hepatopancreas, branquias, intestino y masculo. Todos estos drganos se colocaron en placas
de vidrio (12 x 10 x 0.3 cm) marcados con cuadriculas de 1 x 1 cm, se les afiadié solucién

salina al 0.70% (Tomado de Luna, 1965) y se observaron en microscopio estereoscopico.

La identificacion de los parésitos se realiz6 por medio de preparaciones en fresco y
permanentes. Los helmintos y protozoarios encontrados se fijaron en formalina al 4 %,
posteriormente se tifieron. Para los helmintos se utilizé la técnica de carmin (Tomado de
Moravec, 1992) y en el caso de los protozoarios se utilizo la técnica de protargol (Tomado
de Foissner, 1991), para resaltar las estructuras internas (Stephen y Nelsen, 1977;
Aufderheide, 1982). Para microscopia electronica de Barrido (MEB) se fijaron pequefios
trozos de pledpodos con protozoarios en glutaraldehido al 2% en tampon Fosfato a pH 7.2
(Tomado de www.sigmaaldrich.com, 2002) (Foissner, 1991; Lightner, 1996).

16


http://www.sigmaaldrich.com/

2.8 Tamafo de muestra

Al finalizar el analisis en fresco del primer muestreo de cada localidad se utilizo la formula

de tamafio de muestra de Des Clers (1994).

Donde:
n = tamafio de muestra
-log (0.05) = 3,

prev = prevalencia de la muestra

sens = sensibilidad del método

~ —log(a)
- prev.sens

2.9 Estudio histologico

Para el procesamiento histologico fueron necesarios cinco pasos: 1) Fijacion, 2)
Deshidratacion y embebido, 3) Cortes, 4) Tincion e 5) Interpretacion de las placas (Drury y
Wallington, 1980). Las tinciones de Hematoxilina y Eosina, la reaccion de Feulgen ADN y

Eosin y Floxine fueron tomados de Luna, 1965.

2.10 Parametros de infeccién

Los parametros para describir los niveles de infeccidn de protozoarios y helmintos fueron:

2.10.1 Prevalencia (P):

P=—x100

Do6nde:

P = Prevalencia

C = Numero de hospederos de una misma especie infectados por una especie particular de
parasito o protozoario

N= Numero de hospederos examinados (Bush et al., 1997).
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2.10.2 Intensidad promedio (IP):

IP =

=l o

Donde:

IP = Intensidad Promedio

C = Numero total de individuos de una especie particular de parasito

N = numero de hospederos de una especie infectados con tal especie de parésito (Bush et al.,
1997).

2.10.3 Abundancia estimada (AE):

AE = Numero de protozoarios de una especie registrados en un campo (10x).

2.10.4 Grado de infestacion (Gl):

Se determind para protozoarios (parasitos y ectocomensales) de acuerdo al esquema
propuesto por Lightner (1996) (Tabla 2).

Para determinar posibles diferencias significativas en las prevalencias mensuales y por

especie de camaron, se emple6 un andlisis de frecuencia aplicando la prueba de G
heterogénea (Sokal y Rohlf, 1995).

18



Tabla 2. Esquema donde se asignan valores numéricos cualitativos segin el grado de infestacion por
protozoarios ectocomensales (tomado de Lightner, 1996).

Valor numérico

Grado de infestacion

0

>
>

vV VY

YV V V VYV V

No hay presencia de parasitos o ectocomensales

No hay lesiones

Patdgeno, Parésito o ectocomensales presentes pero en nimero
insignificante

Lesiones presentes pero enfermedad no significativa

NUumero bajo o moderado de patdgenos, parasitos o
ectocomensales

Lesiones altas

Moderado nimero de patdgenos, parasitos o ectocomensales
Lesiones moderadas

Alto nimero de patdgenos, parasitos o0 ectocomensales

Lesiones severas
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CAPITULO 3 Helmintos paréasitos y protozoarios ectocomensales de los camarones

silvestres de la costa de Yucatan y Quintana Roo

3.1 Introduccién

En México, el estudio de los helmintos y protozoarios se han enfocado principalmente a peces
dulceacuicolas seguidos de peces marinos y comparativamente muy pocos a otros grupos de
organismos tales como decapodos o moluscos (Moravec, 1992; Scholz et al., 1996). Estos
estudios principalmente se han desarrollado desde un punto de vista taxonémico y pocas son
las investigaciones que se han realizado para conocer la composicion y estructura temporal
0 espacial de las comunidades de parésitos (Argaez-Garcia, 2003; Jiménez-Garcia, 2003;
Vidal-Martinez y Poulin, 2003). Los estudios mas recientes acerca de parasitos y hospedero
resaltan la importancia de los nematodos como indicadores de la biologia de los hospederos
y su relacion con el estrés de los ecosistemas incluso asociados al cambio climatico en la
Tierra (Vidal-Martinez et al. 2010; Gonzalez-Zuarth et al. 2014).

Los registros de protozoarios y helmintos encontrados en camarones, ya sean cultivados o
silvestres, no siempre se relacionan con la mala calidad del agua sino con exposicion a aguas
con estados infectivos, variaciones ambientales o estrés por densidad, entre otras causas. Sin
embargo, cuando cambian las condiciones en las que se encuentra el hospedero, sean
ambientales, nutricionales o reproductivas, se pueden presentar cambios cuantitativos en el
numero de individuos o en la riqueza de especies de los parasitos o ectocomensales de
determinado hospedero con efectos potencialmente patogénicos (Jiménez-Garcia, 2003;
Olivas-Valdez et al., 2010).

Los protozoarios registrados en el camaron se pueden agrupar en gregarinas que afectan al
organismo internamente y los ectocomensales que se encuentran en la superficie del cuerpo
y que no son consideradas dafiinos a bajos niveles de infeccion (Lightner, 1996; Morales y
Cuéllar-Anjel, 2014). Los protozoarios son organismos unicelulares; los epicomensales
viven en estado libre y no son patdgenos verdaderos. Los ectocomensales, utilizan al camarén
como un substrato, se adhieren en las branquias o en la superficie de los camarones, puede

ocasionar problemas compitiendo por el oxigeno disuelto (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).
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En el caso de los helmintos (trematodos, céstodos y neméatodos), los camarones peneidos de
las costas de Florida, han sido estudiados desde los afios 50°s, (Woodburn et al., 1957; Hutton
et al., 1959; Kruse, 1959). Estos autores reportan nematodos y trematodos utilizando a los
camarones como hospederos intermediarios. La especie mas frecuente es el trematodo
Opecoeloides fimbriatus, aunque se han encontrado también trematodos de las familias
Microphallidae y Echinostomatidae (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014). Los trematodos son
organismos pluricelulares pertenecientes al grupo de gusanos planos del phylum
Platyhelminthes y se dividen en dos subclases Digenea y Aspidogastrea. Todos los
trematodos son parasitos, algunos se encuentran a nivel intestinal, lo que les ha permitido
explorar una amplia gama de hospederos acudticos y terrestres. Se encuentran en los
camarones en formas inmaduras llamadas metacercarias (Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).
Estos paréasitos pueden encontrarse en diversos 6rganos del camardn o bajo el exoesqueleto
(Brock y Kevan, 1994; Vidal-Martinez et al., 2002; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).

Los céstodos del camaron, se alojan en la glandula digestiva (hepatopancreas). Los géneros
Prochristianella y Renibulbus son los mas comunes en camarones silvestres (Brock y Kevan,
1994; Del Rio et al., 2010; Valdés-Murillo, 2010; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014). Los
céstodos son organismos pluricelulares pertenecientes al grupo de gusanos planos del phylum
Platyhelminthes (Uribarren-Berrueta, 2016); todos estos son parasitos y en su estado adulto
viven en el intestino de vertebrados, estos se encuentran en su fase larval en el hepatopancreas
del camar6n usandolo como uno de los diferentes hospedero intermediarios (Uribarren-
Berrueta, 2016). Mediante exdmenes histolégicos a camarones, se observo que P. hispida
ocasiona crecimiento de tejido conectivo alrededor del cestodo (Vidal-Martinez et al., 2002).
Chavez-Sanchez et al. (2002) mencionan que encontrar mas de 15 cestodos por campo (40X)

con lesiones o destruccion severa.
En lo referente a las especies de nematodos, a la fecha se han registrado Spirocamallanus

pereirai, Ascaropsis sp. e Hysterothylacium sp., siendo la mas comin esta Gltima. Sus

habitats en el camardn son el cefalotérax e intestino. En el caso de Hysterothylacium sp un
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pez tipo “pejesapo’ ingiere al camaron y el nematodo se desarrolla hasta hacerse adulto en

el intestino del pez (Brock y Kevan, 1994; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014).

En el estado de Yucatan solo se ha realizado un estudio donde mencionan la prevalencia de
parasitos y simbiontes de tres especies de camaron silvestre (P. aztecus, P. duorarum y P.
brasiliensis) y un especie de camaron cultivado (P. vannamei). Vidal-Martinez et al., (2002)
encontraron los protozoarios epibiontes Apiosoma sp., Epistylis sp., Zoothamnium penaei, y
el microsporidio Agmasoma penaei, en los camarones cultivados en Sisal. En los camarones
silvestres se encontraron larvas de céstodos Prochristianella hispida, los trematodos
Gymnophallidae gen. sp. y Opecoeloides fimbriatus asi como al nematodo Hysterothylacium
sp. El artropodo Probopyrus pandalicola se registr6 en los camarones palemonidos
Palaemonetes pugio. Valdés-Murillo (2010), encontr6 en camaron café P. aztecus
muestreado en la Laguna de la Mata, Ver., el céstodo P. hispida como Unico parasito teniendo

mayor prevalencia en las épocas de secas y nortes.

Claramente existe poca informacién sobre la variacion temporal de los parametros de
infeccion de helmintos y protozoarios en invertebrados, y en especial en camarones silvestres

en Yucatan.

3.2 Hipotesis

La presencia de ectocomensales en camarones silvestres, es igual durante las diferentes

épocas del afio a lo largo de la costa de Yucatan.

3.3 Objetivos

a) Conocer que especies de ectocomensal infestan a los camarones silvestres P.

brasiliensis y P. duorarum en la Peninsula de Yucatan.

b) Determinar si existe variacion espacial y temporal de los parasitos con respecto a los
parametros epidemioldgicos (prevalencia, abundancia estimada y grado de

infestacion) en los camarones P. brasiliensis y P. duorarum.
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c) ldentificar los dafios histologicos causados por estas parasitosis.

3.4 Material y Métodos

En los camarones de Celestln, Ria Lagartos y Yalahau se obtuvo una muestra en cada época
del afio (lluvias, secas y nortes) mientras que los camarones capturados en Sisal y Chabihau
fueron muestreados solo en época de nortes. Se utilizaron 60 camarones de cada especie por
muestreo de los 90 especimenes detallados en el capitulo anterior. Estos camarones se
distribuyeron de la siguiente manera: 1) 30 camarones para el andlisis parasitologico en
fresco en busca de protozoarios y helmintos. 2) 30 organismos fijados en solucion Davidson
en un lapso de 48h. Posteriormente se pasaron a alcohol 70%, y de estos se obtuvieron los
cortes histoldgicos (Lightner, 1996). Los procesos de revision, fijacion y tincion se
explicaron en el capitulo 2.

Se utilizo la férmula de Des Clers (1994) para determinar si el tamafio de muestra fue el
adecuado para presentar las poblaciones de cada especie de parasito o protozoario. Todas las
medidas morfo métricas de los helmintos se expresaron en pm, a menos que se sefiale

especificamente otra unidad.

3.4.1 Andlisis estadistico

La prevalencia, intensidad promedio y abundancia estimada para cada especie de parasito y
protozoarios se obtuvieron de acuerdo con lo detallado en el capitulo 2. Para determinar
posibles diferencias significativas en las prevalencias mensuales y por especie se empled la
prueba de heterogeneidad de G con una P <0.05 (Sokal y Rohlf, 1995).

Una vez obtenida la intensidad promedio y abundancia estimada, fue necesario hacer una
conversion de logaritmo base 10 del nimero de parasitos mas 2, para cumplir los supuestos
de normalidad. En el caso de céstodos en P. hispida se cumplieron los supuestos de

homogeneidad y normalidad y por tanto fue posible aplicar ANOVA paramétrico de una via.
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En el resto de los casos no se cumplieron estos supuestos, por lo que se aplicd un analisis de
varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis) por especie de parasito y hospedero. Lo anterior
se llevd a cabo para determinar posibles diferencias significativas entre las distintas
localidades muestreadas y durante las tres épocas del afio. Para todos los analisis estadisticos

se utilizo el programa STATISTICA version 9.

3.5 Resultados
3.5.1 Tamarfo de la muestra

Se utilizo6 la férmula de Des Clers, (1994), como se describe en el capitulo 2 y el tamafio de

muestra fue el adecuado.

3.5.2 Registro de las especies de helmintos y protozoarios.

El registro taxondmico de parésitos de los camarones silvestres en las zonas de Celestln,
Sisal, Chabihau, Ria Lagartos Yucatan y Yalahau en Quintana Roo comprendié ocho taxas.
Cuatro taxa en P. duorarum y ocho taxas en P. brasiliensis (Tabla 3). De éstas, tres especies
corresponden a helmintos que utilizan al camar6n como hospedero intermediario: dos son
digéneos de la familia Opecoelidae y un céstodo de la familia Eutetrarchynhidae. Con
respecto a los protozoarios se registraron cinco especies, dos de la Subclase Peritricha, un
Suctoria, una Gregarinidae gen. sp. y un quiste (foronte) de ciliado apostomatido imposible
de identificar (Tabla 3). Todas las especies en la tabla 3, ya han sido registradas tanto en la
parte norte del Golfo de México (Overstreet, 1973) y en la costa de Yucatan (Vidal-Martinez
et al., 2002). En la tabla 3 se detallan el habitat tanto de helmintos como de protozoarios en
las dos especies de camarones estudiadas, asi como su presencia entre épocas del afio y las

localidades en que se registraron.
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Tabla 3. Registro de las especies de helmintos y protozoarios en camarones Penaeus duorarum y Penaeus brasiliensis por épocas del afio. Celesttn (Ce),
Sisal (S), Chabihau (Ch), Ria Lagartos (RI) y Yalahau (Ya). Pp = pledpodos, PI = pereidpodos, Exos = Sobre el Exoesqueleto, Co = corazon, Bra =
Branquias, Cf = Cefalotérax, M = Musculo, Int = Intestino y H = hepatopancreas

Especie Habitat Hospedero Epoca
Nortes Secas Lluvias
Cestoda
Prochristianella hispida H P. duorarumy P. brasiliensis  Ce, Ch, Rly Ya Ce,RlyYa Ce,RlyYa
(Linton, 1890)
Digenea
Opecoeloides fimbriatus  Exob, Bra, Co y Cf P. brasiliensis Ya YayRI YayRI
(Linton, 1934)
Helicometrina nimia Cf P. brasiliensis YayRI
(Linton 1910)
Peritricha
Epistylis sp. (Kent, Pp, Pl, Exos, Bra P. brasiliensis y P. duorarum Ce,Rly Ya CeyYa CeyRI
1981).
Zoothamnium penaei Pp, Pl, Exos, Bra P. brasiliensis y P. duorarum  Ce, Ch, Rl y Ya CeyYa CeyRI
(Villela et al., 1970)
Suctoria
Acineta tuberosa Pp, Pl y Exos P. brasiliensis RI Ce Ce
(Kormos, 1957)
Gregarina
Gregarinidae gen. sp. Int P. brasiliensis Rly Ya Ya RlyYa
Apostoma (Chaton y Bra P. brasiliensis y P. duorarum Ce,RlyYa Ce, Ya Ce, RI
Lwoff, 1935)
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3.5.3 Descripcion de las infecciones de cada especie de parasitos y variacion espacio-
temporal

a) Penaeus brasiliensis

En la tabla 4 se muestran la prevalencia e intensidad promedio de los helmintos. Los valores
de prevalencia del céstodo P. hispida en la mayoria de las localidades y épocas oscilaron
entre 90 a 100 %, excepto para Chabihau en donde se registré solo un 16%. La unica localidad
en la que hubo diferencias significativas en la prevalencia de P. hispida entre épocas fue Ria
Lagartos (G-test; X?%0.005 2=58.98; P<0.05). Con respecto a la intensidad promedio de todas
las localidades, no hubo diferencias significativas entre lluvias y nortes, pero si entre estas
dos épocas y secas (KW, H=11.95, df=2, P<0.05). Adicionalmente, hubo diferencias
significativas en las intensidades promedios de P. hispida entre las cuatro localidades (KW,
H=72.60, df=2, P<0.05) (Fig. 4).

El treméatodo O. fimbriatus solo se registrd en el camar6n rojo P. brasiliensis en Ria Lagartos
y Yalahau, siendo en Yalahau donde se registraron las prevalencias més altas en las tres
épocas muestreadas, las cuales oscilaron entre 63 a 86 %. No hubo diferencias significativas
en las prevalencias en ambas localidades entre las tres épocas muestreadas (G-test; X%0.095
2=2.8; P<0.05). Sin embargo, si hubo diferencias significativas en intensidad promedio entre
las dos localidades (KW, H=66.49, df=2, P<0.05), (Fig. 4). Al igual, hubo diferencias

significativas entre las tres épocas (lluvias, nortes y secas), (KW, H=10.62, df=2, P<0.05).

El trematodo H. Nimia se registré en las localidades de Ria Lagartos y Yalahau pero con

valores muy bajos de infeccion, lo cual impide la comparacion entre épocas y localidades
(Fig. 4).
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Tabla 4. Prevalencias (%0), e Intensidad promedio (IP) de los helmintos en los camarones rosado Penaeus duorarum y rojo Penaeus brasiliensis en
Celestln, Sisal, Chabihau, Ria Lagartos, Yucatan y Yalahau (Quintana Roo) en tres épocas del afio (N = nortes, S = secas y LL = lluvias), DS =
desviacion estandar, n = tamafio de la muestra, P. hispida= Prochristianella hispida, O. fimbriatus = Opecoeloides fimbriatus, H. nimia = Helicometrina
nimia.

LOCALIDAD n EPOCA P. hispida O. fimbriatus H. nimia
% IP£DS % IP£DS % IP£DS

Penaeus brasiliensis

30 N 100  13.1+0.15
Celestin 30 s 96  11.8+0.22
30 LL 100  17.5+0.25
Chabihau 18 N 16 3.30+0.00
30 N 23 510+034
Ria Lagartos 30 s 100  9.90+0.23 26 1.25 +0.09
30 LL 90  9.90+0.18 26 3.25+0.20 3 1+0.00
30 N 100  38.2+034 86 8.40 + 0.37
Yalahau 30 s 100 1834021 63 8.00 + 0.33
30 LL 100 144 +045 80 14.7 +0.46 3 1+0.00

Penaeus duorarum

30 N 96 6.34 £0.19
Célestun 30 S 93 11.7+£0.29
30 LL 100 149+0.17

Sisal 30 N - -
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Figura 4. Prevalencia (%) e intensidad promedio (IP) de las especies de helmintos de Penaeus

brasiliensis. En Celest(in, Chabihau, Ria Lagartos, Yucatan y Yalahau, Quintana Roo. Colores
diferentes indican diferencia significativa en cuanto a época del afio. Letras diferentes indican
diferencias significativas en cuanto a localidad.
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En la Tabla 5 se muestran la prevalencia y abundancia estimada de protozoarios encontrados
en ambas especies de camaron. Los valores de prevalencia de Z. penaei entre localidades
oscilaron entre 10 a 66 %, siendo Chabihau la localidad con el valor méas bajo en nortes y
Celestun la de prevalencias mas altas en secas y lluvias. Hubo diferencias significativas en
las prevalencias de las tres épocas muestreadas en las diferentes localidades Celestun (G-test;
X20.095 (2=8.52; P<0.05), Ria Lagartos (G-test; X%.005 (1)=16.28; P<0.05) y Yalahau (G-test;
X2%0.005 (1)=7.78; P<0.05). En cuanto a la abundancia estimada, hubo diferencias significativas
en Z. penaei, entre nortes con respecto a secas y lluvias (KW=15.04, df=2, P<0.05). Hubo al
igual diferencias en las abundancias estimadas de Z. penaei entre Ria Lagartos con respecto
a Celestun y Yalahau (KW=17.32, df=3, P<0.05) (Fig. 5).

En Epistylis sp. las prevalencias oscilaron entre 6 y 53 %. EIl valor mas alto registrado en
nortes fue en Yalahau mientras que en secas y lluvias fue en Celestin. Solo Yalahau tuvo
diferencias significativas en prevalencia entre épocas de muestreo (G-test; X095 1)=17.16;
P<0.05). La abundancia estimada oscil6 entre 0.20 + 0.38 a 38.3 + 0.64, con los valores
significativamente mas altos para todas las localidades en nortes respecto a secas y lluvias
(KW, H=18.92, df=2, P<0.05), (Fig. 5). Adicionalmente se observaron diferencias
significativas en la abundancia estimada de Epistylis sp. entre Ria Lagartos y Yalahau (KW,
H=10.47, df =2, P<0.05), (Fig. 5).

Acineta tuberosa, solo se observo en Celestun, Chabihau y Ria Lagartos. Su prevalencia

oscil6 entre 6 a 43%, y su abundancia estimada entre 0.13 + 0.0 y 0.86 + 0.0 (Fig. 5).

Las gregarinas (Gregarinidae gen. sp.) solo se registraron en Ria Lagartos y Yalahau, y sus
prevalencias se mantuvieron en 3 % excepto para lluvias en Ria Lagartos en donde
alcanzaron el 10 %, y por tal razén hubo diferencias significativas entre épocas (G-test;
X%005 (1)=2.12; P<0.05). Con respecto a la abundancia estimada hubo diferencias

significativas entre épocas, con los mayores valores en lluvias (KW, H=10.47, df=2, P<0.05)
(Fig. 5).
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Finalmente, Apostoma sp. se registrd en Celestun, Ria Lagartos y Yalahau, y su prevalencia
oscilo entre 13 a 43 %, siendo en Ria Lagartos en época de lluvias donde se registraron
valores significativamente mas altos (G-test; X20.095 2=6.1; P<0.05). La abundancia estimada
oscil6 entre 0.10 + 0.0 a 5.50 + 0.0 siendo en lluvias y nortes significativamente méas altos
que en secas (KW=21.80, df=2, P<0.05). Adicionalmente, no hubo diferencias significativas

en la abundancia estimada de Apostoma sp. entre localidades (KW, H=2.22, df=2, P<0.05),
(Fig. 5).

30



Tabla 5. Prevalencias (%) y Abundancia estimada * Desviacién estandar (AE + DS) de protozoarios encontrados en los camarones rosado Penaeus
duorarum y rojo Penaeus. brasiliensis en Celestin, Sisal, Chabihau, Ria Lagartos (Yucatan) y Yalahau (Quintana Roo) en tres épocas del afio (N =
nortes, S = secas y LL = lluvias), DS = desviacion estdndar, n = tamafio de la muestra, Z. Penaei = Zoothamnium penaei, A tuberosa = Acineta tuberosa.

LOCALIDAD n EPOCA Z. penaei Epistylis sp A. tuberosa Gregarinidae gen.  Apostoma sp.
sp.
% AE+DS % AE+DS % AE+DS % AE+DS % AE+DS
Penaeus brasiliensis
30 36 10.0+056 50 5.33+0.42
Celestin 30 S 56 253+0.34 30 190x0.27 26 3.83+
30 LL 23 346+0.00 40 336+033 6 0.13+£0.00 26 0.10+
Chabihau 18 N 10 181+0.84 43 086+000 3 0.13+0.00 36 0.83+
30 N 66 74.0+0.03 26 38.3+0.64
Ria Lagartos 30 S 13 0.56+0.53 10 0.33+0.00 26 2.40 £
30 LL 16 166+036 36 3.80+0.68 10 0.50+0.00
30 53 4.80+0.15 53 5.40x0.27 3 033+0.00 43 550+
Yalahau 30 S 16 0.73+0.27 6 0.20%0.38 3 0.33+0.00 40 340+
30 LL 3 010+0.00 13 033+
Penaeus duorarum
30 40 850+052 46 6.40+0.36
Celestin 30 S 20 344+0.09 10 1.08%+0.15
30 LL
Sisal 30 N 10 0.26 £0.00
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Figura 5. Prevalencia (%), Intensidad promedio (IP) y Abundancias estimada (AE) de las especies de
protozoarios de Penaeus brasiliensis. Celestun, Chabihau, Ria Lagartos, Yucatan y Yalahau, Quintana
Roo. Colores diferentes indican diferencia significativa en cuanto a época del afio. Letras diferentes
indican diferencia significativa en cuanto a localidad.
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a) Penaeus duorarum

La prevalencia de P. hispida en P. duorarum oscil6 entre 93 a 100% en Celestin, y no hubo
diferencias significativas entre épocas (G-test; X095 1)=11.74; P<0.05). En Sisal no se
registro el céstodo. Los valores de intensidad promedio oscilaron entre 6.34 + 0.1 a 14.0 +
0.1, y hubo diferencias significativas en lluvias respecto a secas y nortes ANOVA de unavia,
F1, 2=15.22, P<0.05 (Fig. 6).

Como se encontraron diferencias significativas entre épocas se aplicé la prueba de rangos
multiples de LSD. En la comparacion de las intensidades promedio de los céstodo con
respecto a las tres épocas, resultd que nortes difiere de secas que a su vez son diferentes

significativamente de lluvias (Fig. 6).

En cuanto a ectocomensales, los valores de prevalencia de Z. penaei oscilaron entre 10 y 46%
en Celestln y Sisal (Tabla 6). Hubo diferencias significativas en prevalencias entre épocas
en ambas localidades (G-test; X%.09s (1y=0.4; P<0.05) (Tabla 6). Al igual hubo diferencias
significativas en las abundancias estimadas de Z. penaei entre lluvias y secas (KW, H=17.25,
df=2, P<0.05). Adicionalmente, hubo diferencias significativas en la abundancia estimada de
Z. penaei entre Celestun y Sisal (KW, H=5.36, df=1, P<0.05), (Fig. 6).

Epistylis sp. solo se registrd en Celestn en nortes y secas, con valores de prevalencia de 10
a 46% respectivamente. Hubo diferencias significativas en la prevalencia entre ambas épocas
(G-test; XZ0.005 1)=31.02; P<0.05), al igual que en la abundancia estimadas (KW, H=15.05,
df=2, P<0.05), (Fig. 6).
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Tabla 6. Porcentaje de infeccién (%) de helmintos y protozoarios en cortes histologicos en érganos y estructuras de los camarones rosado Penaeus

duorarum y rojo Penaeus brasiliensis. Los datos corresponden a cuatro localidades en Yucatan y una en Quintana Roo y a tres diferentes épocas (N =

nortes, S = secas y LI = lluvias). n = nimero de camarones examinados por época. Ch = Chabihau.

Organo

Celestln
S

LL

Sisal
N

Ch
N

Ria Lagartos

S

LL

Yalahau
S

LL

Penaeus brasiliensis
Hepatopancreas (P. hispida)
Nodulos (bacterias)

Infiltracion (incre. de hemocitos)
Corazon (O. fimbriatus)
Branquias (Z. penaei y

Epistylis sp.)

Intestino (Gregarinidae. gen. sp.)
Microsporidios

Penaeus duorarum
Hepatopancreas (P. hispida)
No6dulos (bacterias)

Infiltracion (Inc. de hemocitos)
Branquias (Z. penaei y

Epistylis sp.)

Intestino (Gregarinidae gen. sp.)

282

13
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Figura 6. Prevalencia (%), intensidad promedio (IP) y abundancia estimada (AE) de las especies de

helmintos y protozoarios de Penaeus duorarum. Celesttn y Sisal, Yucatan. Colores diferentes indican
diferencias significativas en cuanto a épocas
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3.5.4 Histologia

De un total de 402 camarones fijados para histologia de ambas especies (282 P. brasiliensis
y 120 P. duorarum), se obtuvieron 1,206 casetes para estudio. En la Tabla 6 se muestran los

porcentajes obtenidos en las observaciones realizadas a los diferentes érganos y estructuras.

La tasa de infeccion de P. hispida oscilo entre 6 a 90 % para el camaron rojo y entre 3 a 90%
para el camaron rosado. En algunos casos se formé una capa de fibroplastos (capa protectora
0 capsula) alrededor del parésito ocasionando una ligera infiltracion de hemocitos

(inflamacion) (Fig. 7). También se observaron nédulos ocasionados por bacterias.

Figura 7. Prochristianella hispida (Ph) en hepatopancreas del camaron rojo Penaeus brasiliensis

Con respecto a los trematodos Opecoeloides fimbriatus, la tasa de infeccion se registré entre
6 a 20 %; estas metacercarias, se alojaron en el corazon, observandose una ligera infiltracion

de hemocitos.
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Los ectocomensales se localizaron en las branquias y no ocasionaron reaccion alguna. La

tasa de infeccion estuvo entre, 3 a 93 % (Fig. 8).

Figura 8. Zoothamnium penaei (sefialado con flecha) en las branquias del camardn rosado Penaeus duorarum
40x

Las gregarinas estuvieron presentes entre un 3 a 6 % y se alojaron en el intestino. Tampoco
hubo dafios aparente (Fig. 9). Por ultimo se observé un camaron rojo P. brasiliensis con

microsporidios (3%), pero sin una patologia aparente asociada (Fig. 10).
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Figura 9. Gregarinidae gen. sp. (Sefialado con flecha) en el intestino del camarén rojo Penaeus brasiliensis
25x

Figura 10. Microsporidio en el muasculo del camarén rojo Penaeus brasiliensis 40x
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3.6 Discusioén

Los resultados descritos en este capitulo demuestran que existe variacion espacial y temporal
de los helmintos y protozoarios presentes en los camarones rosado P. duorarum vy rojo P.

brasiliensis.

Las poblaciones silvestres de estos camarones estuvieron parasitadas por tres especies de
helmintos y cinco especies de protozoarios (cuatro ectocomensales y un paréasito). Esto
coincide con lo reportado por Vidal-Martinez et al. (2002) quienes registraron siete especies
(dos helmintos y cinco protozoarios) que parasitan al camar6n rosado y ocho especies (tres
helmintos y cinco protozoarios) que parasitan al camardn rojo. En este trabajo se encontraron
tres especies registradas previamente en la Peninsula de Yucatan para P. duorarum y cinco

especies reportadas para P. brasiliensis.

Durante el estudio fue notoria la persistencia temporal y espacial de los céstodos para ambas
especies de camarones, ya que fue el grupo con mayores niveles de infeccion (prevalencia e

intensidad promedio).

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este capitulo coincidieron con los de Vidal-Martinez
et al. (2002), Chavez-Sanchez e Higuera-Ciapara (2003). Del Rio et al., 2010 y Valdés-
Murillo, 2010, en que los céstodos P. hispida son los parasitos mas prevalentes y mas
ampliamente distribuidos en camarones de la regién. Estos parasitos claramente estan
asociados a la presencia de elasmobranquios del grupo de las rayas tanto en la zona costera
como en la zona marina somera a lo largo de la costa de Yucatan. Esta es una situacion que
seguramente se repite a lo largo de toda la costa de del Golfo de México, dado los registros
de Overstreet (1973) en Mississippi (EU). A pesar de que no existe un trabajo previo de
variacion temporal para comparar los datos obtenidos en este trabajo, fue evidente que P.
hispida fue la especie mas prevalente en camaron rojo en la época de secas. Este resultado
coincide con lo registrado por Chavez-Sanchez et al. (2002), que obtuvo las prevalencias mas
elevadas para esta especie en el mes de mayo (época de secas). A pesar de que las
prevalencias de esta especie fueron homogéneamente elevadas a lo largo de la costa de

Yucatan en el camardn rojo, las intensidades promedios de Yalahau fueron excepcionalmente
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elevadas en nortes, lo cual coincide con el trabajo realizado por Marmolejo-Guzman (2018),
quien trabajo con los parésitos del Pulpo Octopus maya y reporta al céstodo P. hispida como
el parésito més prevalente y abundante en la zona del Ria Lagartos, coincidiendo con la época

de nortes.

El segundo grupo de helmintos en importancia fue el de los trematodos, representados en
este caso por O. fimbriatus, el cual se encontraba en fase larval (metacercaria). Este fue un
parasito comdn en P. brasiliensis, mas frecuente en las épocas de secas y lluvias con
prevalencias de 26 a 80 % en Ria Lagartos y Yalahau. Es claro que estos helmintos son
parésitos de peces marinos cuando adultos y que utilizan al camar6n como hospedero
intermediado. Es necesario realizar estudios referentes a diferentes rangos fisicoquimicos y
relacionarlos con la abundancia del trematodo. Vidal-Martinez et al., 2002, reportaron esta
especie en Chuburna en el camardn café P. aztecus con una prevalencia de 5 %. Couch (1978)
en la parte norte del Golfo de México, reportd prevalencias de 90 % en camarones rosados.
Couch (1978) mencionan que en Mississippi y Bahia Apalachee O. fimbriatus es comun en
los camarones peneidos durante el verano (época de lluvias). Kruse (1959) menciona que los
camarones son infectados en las bahias y que incrementa el nimero de metacercarias de O.

fimbriatus cuando termina la primavera.

En cuanto al trematodo H. nimia fue una especie accidental ya que solo se encontraron dos
ejemplares. Yamaguti (1971) menciona que H. nimia es comun en peces marinos. En la
Peninsula de Yucatan esta especie de parasito ha sido registrada por Pérez-Ponce de Leodn
(1992), quien la encontrd en Bothus lunatus en Puerto Morelos, Quintana Roo. Por otro lado,
Moravec et al. (1997) la registraron en Epinephelus morio en Campeche y Argaez-Garcia
(2003) la encontr6 en Lutjanus griseus en Progreso, Yucatan. Claramente es una especie
ampliamente distribuida en la costa de la Peninsula de Yucatén. Los hébitos alimenticios de
estos peces son carnivoros y organismos como los camarones constituyen parte de sus dietas.
En esta circunstancia, los camarones actian como hospederos intermediarios (Morales y
Cuéllar-Anjel, 2014).
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Zoothamnium penaei y Epistylis sp. fueron los ectocomensales mas prevalentes y abundantes
en ambas especies de camardn. Ademas, sus abundancias estimadas en nortes fueron
significativamente mayores. Es comun ver a los ectocomensales en ambientes dulceacuicolas
y en organismos cultivados en época de nortes, debido a que se encuentra mayor nimero de
postlarvas que en las lagunas y a mayor densidad de organismos por m? los ectocomensales

son mas abundantes (Edgerton et al. 2002).

Pérez-Castafieda (2000, 2001), trabajé con la estructura espacio temporal de los camarones
peneidos en Celestin y menciona que existe un patron bimodal en la abundancia de reclutas,
donde el primer reclutamiento fue entre enero y febrero. Esto claramente aumenta la densidad
de organismos por metro cuadrado en las lagunas y por tal razén incrementa a su vez la
probabilidad de transmisién de los ectocomensales. May-Ku (1999) reportd para Ria
Lagartos que en los meses de noviembre a diciembre se registraron las densidades méaximas
reclutas. Ambos trabajos concuerdan con Overstreet (1973), quien observé que al
incrementar la densidad de siembra del camardn, paralelamente incrementa la densidad de
estos comensales. Finalmente, los resultados coinciden con los de Overstreet (1973) y Vidal-
Martinez et al. (2002) que registraron a Zoothamnium sp. como el ectocomensal mas comun
entre los camarones revisados en Louisiana y Texas mientras que el ectocomensal mas

frecuente en la costa de Yucatan es Epistylis sp.

En este trabajo se registro al ciliado Apostoma sp. en el camardn rojo P. brasiliensis con una
mayor abundancia en nortes. En contraste, Couch (1974) menciona que las mayores
infestaciones en el camaron rosado ocurren en la época de mayor temperatura. Claramente,
el hecho de que los resultados de este autor provengan de una latitud mayor, implica
necesariamente una diferencia en temperaturas bastante importante. Por tanto, es muy
probable que esta especie tenga una dinamica distinta entre Yucatan y Florida.
Definitivamente es necesaria mas investigacion sobre este parasito para lograr una
identificacion a nivel de especie. En este sentido Couch (1976) y Lightner (1996) reportaron
un apostomatido ciliado en branquias de P. duorarum en el noroeste de Florida y en P.
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vannamei respectivamente. En ambos casos, tampoco fue posible lograr la identificacion

especifica.

En cuanto a Acineta tuberosa, solo se registro en siete camarones de Celestin en época de
lluvias y en tres organismos de Ria Lagartos en nortes. Dado esto, no fue posible realizar un
analisis estadistico. Con respecto a los registros de A. tuberosa en México, Lépez-Ochoterena
(1963) la encontro adherida al pedinculo de Systylis hoffi. Martinez-Murillo y Aladro-Lubel
(1994) la registraron en camarones que se encontraban en pasto marino Halodule beaudettei
en la laguna de Tamiahua, Veracruz. Finalmente, Vidal-Martinez et al. (2002) la registraron
en el camardn café y rosado en Chuburnd, Yucatan. Claramente, esta es una especie

oportunista que bien se puede encontrar en diferentes sustratos y entre ellos los camarones.

Durante la revision en fresco se detectaron gregarinas (Gregarinidae gen. sp.) en el intestino
de los camarones rojos P. brasiliensis, en Ria Lagartos y Yalahau (en cinco y cuatro
organismos respectivamente). Histologicamente no se observaron dafios asociados a las
presencias de estas gregarinas. Sin embargo, es bien sabido que son capaces de producir
serios problemas de mortalidad en camarones cultivados (Lightner, 1996). De hecho, dado
su complejo ciclo de vida y capacidad de dispersion a través de esporas, no seria dificil
encontrarlas en camarones cultivados en las costas de la Peninsula de Yucatan. Claramente,
estas gregarinas merecen posterior investigacion en cuanto a su ciclo de vida por su potencial
patogenicidad hacia camarones cultivados a lo largo de la zona costera del Golfo de México.
La identificacion de las gregarinas fue imposible dado su escaso nimero. Sin embargo, es
probable que pertenezcan al género Nematopsis, muy comuin en ostiones Crassostea
virginica en la zona costera del Gofo de México (Aguirre-Macedo y Kennedy, 1999). Por
otro lado, Overstreet (1973) en Estados Unidos reporto a las gregarinas Nematopsis
brasiliensis y Nematopsis penaeus como parasitos del camarén rojo. Finalmente, Chavez-
Sanchez et al. (2002), observaron histolégicamente a los géneros de las gregarinas
Nematopsis spp. y Cephalolobus spp. en los camarones silvestres de las especies P. setiferus,
P. duorarum y P.aztecus del Golfo de México de Tamaulipas y Veracruz con prevalencias
de 3 a 53%.
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En ningdn caso se registraron dafos histoldgicos de consideracion, lo cual concuerda por lo
reportado con Del Rio et al. (2010) y Valdés-Murillo (2010), quienes reportan que
histolégicamente no se encontraron dafios importantes por la presencia del cestodo. Sin
embargo, es necesario mencionar que dadas las densidades de camarones en poblaciones
naturales es muy probable que no se haya sido capaz de detectar organismos altamente

infectados.
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CAPITULO 4 Variacion Temporal de los protozoarios ectocomensales presentes en el
camaron blanco Penaeus vannamei en cautiverio

4.1 Introduccidén

Los protozoos ectocomensales y ciliados son de forma ovoide o de campana invertida. Los
organismos del género Zoothamnium sp. se distinguen de otros géneros por presentar un
pedunculo contractil con mioma continuo donde las ramificaciones y el individuo se contraen
al mismo tiempo. Pueden presentarse en colonias o individualmente. (Kudo, 1982).
Generalmente se localizan en los apéndices locomotores, branquias y exoesqueleto del
camaron. Los altos niveles de infestaciones afectan el equilibrio entre los diferentes
componentes del ecosistema formando condiciones inestables que afectan la respiracion de
los hospederos, provocando poca tolerancia a las bajas concentraciones de oxigeno disuelto
y reduccion en el consumo de alimento, afectando el crecimiento del camaron (Gutiérrez-
Salazar, 2011; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014). Adicionalmente, se les considera
verdaderamente graves en la fase larval del camaron ya que pueden alterar la locomocion
provocando un nado anormal y en la transportacion llegando a causar altas mortalidades
(Kautsky et al., 2000; Morales y Cuéllar-Anjel, 2014). Estudios mas recientes mencionan
que el grado de severidad esta relacionado con el incremento de la biomasa, aumento de la
racion alimenticia y por consecuencia mayor cantidad de heces, provocando incremento en
la materia organica en el estanque, si se registra bajas de oxigeno todo este conjunto provoca
un ambiente favorable al epibiontes (Olivas-Valdez et al., 2010). Segun Overstreet (1973),
las infestaciones por ciliados en las branquias no afectan aparentemente el crecimiento del

camaron.

La mayoria de los estudios sobre protozoarios ectocomensales del camarén, se refieren
principalmente a la descripcion de las caracteristicas morfoldgicas o a la presencia de éstos.
Pocos inciden, sin embargo en aspectos ecoldgicos esenciales que puedan afectar el cultivo
del camardn, como es el caso de la variacion estacional de sus frecuencias y abundancias
estimadas lo largo de un ciclo anual (Fernandez-Leborans et al., 1997; Gutiérrez-Salazar,
2011).
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Fitzgerarld et al. (1982) encontraron que en los estanques de cultivo mas eutrofizados y con
deplorable calidad del agua, las concentraciones de bacterias aumentan y por lo tanto existen
niveles altos de infestacion de los ciliados peritricos tales como Epistylis sp. y Zoothamnium
sp. que se alimentan a su vez de estas bacterias. Las infestaciones de Epistylis sp. aumentan
conforme se incrementa la turbidez, no sucediendo lo mismo con Acineta sp. (Scott y Thune,

1986; Jayakumar y Ramasamy, 1999).

En el sureste mexicano existen muy pocos estudios acerca de los parasitos y las enfermedades
que afectan a los camarones nativos e introducidos (P. vannamei) en el Golfo de México.
Hasta el momento, los estudios realizados en Yucatadn se han enfocado a la deteccion e
identificacion de los parésitos y metazoarios. Vidal-Martinez et al. (2002), describieron la
prevalencia de parasitos y simbiontes en tres especies de camarén silvestre (P. aztecus, P.
duorarumy P. brasiliensis) y de camaron cultivado (P. vannamei). Estos autores registraron
los protozoarios epibiontes Apiosoma sp. (Prevalencia 6-57%), Epistylis sp. (2-29%),
Zoothamnium penaei (2-65%) y al microsporidio Agmasoma penaei (2%) en camarones

cultivados en Sisal.

Por otro lado, Chavez-Sanchez et al. (2002), realizaron un estudio en camarones del Golfo
de México tanto silvestres como introducidos para cultivo, en sus observaciones histoldgicas,
los camarones P. vannamei cultivados en Tamaulipas y el resto de los camarones silvestres
del Golfo resultaron negativos con respecto a ectocomensales. Sin embargo, Jiménez-Cueto
(1999) registro protozoarios en placas histoldgicas en camarones silvestres P. duorarum, P.
brasiliensis y cultivados en P. vannamei en Sisal, Yucatan. Lo anterior, sugiere un probable
comportamiento espacio temporal en la presencia de estos organismos. Sin embargo, a la
fecha tal informacion no existe en organismos silvestres ni en camarones cultivados en
México. Gutiérrez-Salazar (2011) trabajo en determinar y detectar algunos patdégenos
relacionados con los factores fisicoquimicos en el cultivo del camarédn blanco P. vannamei
cultivado en Tamaulipas y encontré que para Epistylis sp. existe mayor relacién con la
concentracion de oxigeno disuelto, seguido de temperatura, pH y por ultimo turbidez.

Mientras que para Zoothamnium sp. fue el pH.
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Claramente, es de esperar que conforme se incrementara la temperatura y la densidad de
siembra en camarones cultivados, aumentara también el nimero de ectocomensales y esto a
su vez aumentara el riesgo de la mortalidad debido a la competencia por el oxigeno
(Overstreet, 1979).

En este capitulo se abordd la variacion temporal de los ectocomensales presentes en los
camarones cultivados de P. vannamei y se determind si existe 0 no asociacion entre factores
tales como temperatura, salinidad, concentracion de oxigeno disuelto, transparencia,
densidad de siembra, supervivencia y la abundancia estimada de los ectocomensales
presentes en los camarones. Las hipotesis de trabajo sugieren que existe variacion mensual
en la prevalencia, intensidad promedio y grado de infestacion de ectocomensales presentes
en el camarén blanco P. vannamei, y que esta variacion estd asociada a los factores

fisicoquimicos.

4.2 Hipotesis

La presencia de ectocomensales en camarones cultivados, es igual durante las diferentes

épocas del afio a lo largo de la costa de Yucatan.

4.3 Objetivos

a) Conocer que especies de ectocomensales se asocian a los camarones cultivados P
vannamei, en la Peninsula de Yucatan

b) Cuantificar la variacién temporal de los ectocomensales presentes en los camarones
P. vannamei cultivados

c) Determinar si existe correlacion entre la abundancia estimada de los ectocomensales
y los factores ambientales temperatura, salinidad, oxigeno disuelto, transparencia y

supervivencia y densidad de siembra.
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4.4 Material y Método

Se efectu6 un muestreo mensual en una granja de produccion de camarén en la localidad de
Sisal, Yucatan durante un ciclo anual (diciembre 2001 a noviembre 2002). Cada mes se
selecciond, al azar un lote de la produccién de pre engorda, y se realizaron extracciones del
estanque sin reemplazo. Se tomaron pardmetros biométricos, longitud cefalotoraxica (LC) y
peso (g), asi como el sexo, de acuerdo con Pérez-Farfante (1988). Las mediciones se tomaron
con un vernier. Se registraron los factores fisicoquimicos tres veces al dia (alba, medio dia 'y
cenit), la salinidad (%o) se midi6 con un refractometro digital, la concentracion de oxigeno
disuelto (mg/l) y la temperatura (°C) con una sonda multiparamétrica YSI modelo 50, y la
transparencia con disco de Secchi (cm). Se obtuvieron los datos de supervivencia (%) en la
cosecha del estanque y densidad de siembra (nimero de org/m?), los cuales fueron otorgados

por el personal de la granja.

El tamafio de muestra a utilizar para este estudio, se basé en el recomendado por Lightner
(1996), asumiendo un 10% de prevalencia (30 camarones). Para determinar posibles
diferencias significativas en las prevalencias mensuales, se emple6 un analisis de frecuencias
aplicando la prueba de heterogeneidad de G a una P <0.05 (Sokal y Rohlf, 1995). Se compar6
la longitud cefalotéraxica mensual mediante una prueba de Kruskall Wallis para determinar
si existian diferencias significativas, y para detectar cuales meses eran los diferentes se hizo
una prueba de rangos multiples de Duncan. Para detectar si hubo diferencias significativas
en la proporcion de sexos se utilizé una prueba Chi cuadrada, utilizando la correccion de
Yates a una P < 0.05. Se graficaron los valores mensuales de abundancia estimada de Z.

penaei y Epistylis sp. para observar su comportamiento temporal.

Los valores de abundancia estimada de cada especie de ectocomensal se agruparon por
meses, en tres épocas reconocidas quedando de noviembre a febrero “nortes”, marzo a junio
“secas” y julio a octubre “lluvias”. Los datos de abundancia estimada fueron transformados
a escala logaritmica base 10 (log +1) con el objeto de normalizar su distribucion y
homogeneizar su varianza. Se aplico un ANOVA de dos vias por medio del programa
estadistico STATISTICA version 9 a una P < 0.05, para determinar posibles diferencias

significativas en el nimero de ectocomensales entre especies y épocas del afio. Se realiz6 una
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prueba de rangos mdltiples de LSD para identificar las diferencias en los valores de

abundancia estimada de cada especie entre las diferentes épocas y especies.

Para determinar la posible asociacion entre los factores fisicoquimicos (temperatura,
salinidad, oxigeno disuelto, transparencia, supervivencia y densidad de siembra) con la
abundancia estimada de ectocomensales, se utiliz un analisis de regresion lineal maltiple
por medio de la técnica de seleccidn de pasos hacia adelante (Sokal y Rohlf, 1995). Se utilizé
el valor del coeficiente de determinacion de R2, para evaluar la eficiencia de la ecuacion de
regresion lineal multiple. Todos los datos se procesaron mediante el programa estadistico
STATISTICA version 9 a una P < 0.05.

4.5 Resultados

Se examinaron un total de 360 camarones, de los cuales su longitud cefalotéraxica (LC) varid
de 1.47 £0.04 cmen julio a 2.21 + 0.30 cm en febrero. La prueba de Kruskall y Wallis arrojo
diferencias significativas entre los doce meses muestreados. Los pesos variaron de 1.80 +
0.57g en junio a 8.50 + 0.29 g en abril. En ningin mes se encontraron diferencias
significativas en cuanto a la proporcion de sexos machos: hembra las cuales se registraron de
0.53:1.47 en julio y de 1.2: 0.8 en diciembre y marzo, (Tabla 7).

Se registraron tres especies de protozoarios ectocomensales Epistylis sp., Zoothamnium
penaei y Acineta tuberosa en los camarones cultivados durante los meses de diciembre de
2001 a noviembre de 2002. En la Tabla 8 se muestra la prevalencia y grado de infestacién en

cada estructura de los camarones infestados a lo largo del afio.
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Tabla 7. Tallas de longitud cefalotoraxica (LC), peso (g) y sexo de los camarones blancos cultivados Penaeus vannamei. Valores superiores + Error
Estandar. LC = longitud cefalotéraxica.

N Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov

LC 1.67 196 2.21 1.86 2.14 1.61 2.04 1.47 1.77 1.65 1.67 2.11
(cm) 30 0.078 £0.049 +0.030 +0.050 +0.026 +0.052 £0.025 +0.038 +0.065 +0.031 +0.026 +0.048
Peso 496 6.96 6.9 5.53 8.50 1.80 4.51 3.44 4.40 7.96
(9) 30 042 042 +0.33 +0.38 £0.29 +0.57 +0.16 +0.20 +0.29 +0.25
Sexo(1:1) 30 1.2:0.8 0.6:1.4 0.86:1.24 1.2:0.8 0.73:1.37 0.86:1.24 0.6:1.4 0.53:1.47 1.06:0.94 0.86:1.24 0.93:1.07 1.2:0.8
P= 0.33 0.20 0.70 0.33 0.33 0.70 0.20 0.06 0.94 0.70 0.94 0.50
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Tabla 8. Prevalencias (P, %) y grado de infestacidn (GI) de ectocomensales registrados en diferentes drganos en el camarén blanco Penaeus vannamei

entre diciembre de 2001 y noviembre de 2002. Pp= Pledpodos, Pe = Pereiépodos, Exo = Exoesqueleto y Bra = Branquias.

Mes n

Epistylis sp.

Zoothamnium hispida

Acineta tuberosa

Pp GI Pe Gl

Exo Gl

Bra GI

Pp

Gl Pe GI Exo Gl Bra GI

Pp

Gl

Pe

Gl Exo Gl

Dic 30
Ene 30
Feb 30
Mar 30
Abr 30
May 30
Jun 30
Jul 30
Ago 30
Sep 30
Oct 30
Nov 30

23°
23°
432
26°
90?
10?
50?
732
56°
302
532
83?

Gl
Gl
G1
Gl
G2
Gl
G1
G2
G2
G2
G2
Gl

432
26°
532
23°
96°
93?
1002
73
66°
20°
532
33°

Gl
Gl
Gl
Gl
G2
Gl
Gl
G2
G2
G2
G2
Gl

30°
132
132
132
60?
36.

66°
532
33

16°
332
73

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

102
32

42

3b?
232
60?
102
162
66?
32

232
307

Gl
Gl
G1
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
G1
Gl
Gl
Gl

36.
33

10?
66.

66°
46°
60?
18?
60?
432

Gl 62 G1

Gl 33 G1 73" G1
66 G2 23" G1

G2 30° G2

G2 3 G2

Gl 16* G1 13° G1

G2 40 G2 26° G1

G2 43* G2 10° G1

G2 62 G2 50° G1

Gl 53 Gl 26° G1

Gl 30 Gl 26° G1

36.
63
302
20°
36%

132
30°
56%
33

26°

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

Gl

Gl

Gl
Gl
Gl
Gl
G1
Gl

10°
3b
63°
10°
3b
3b

20°
10°
33°
36°

Gl
Gl
Gl
Gl
Gl
Gl

Gl
Gl

Gl 7° G1
Gl 5° G1

a = si hay diferencias significativas entre meses; b = no hay diferencias significativas
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Epistylis sp. (Fig. 11) se registré a lo largo de todo el afo, la prevalencia mas alta con 100%
en junio y la mas baja en marzo con 33%, siendo los pledpodos la estructura més infestada.
Hubo diferencias significativas en las prevalencias entre los 12 meses muestreados, siendo

de abril a junio los de mayor prevalencia (G-test; X?0.095 (11)=97.18; P<0.05).

Figura 11. Microscopia electronica de barrido de Epistylis sp. presente en pereiépodos de camardén
blanco Penaeus vannamei

En el caso de Zoothamnium penaei (Fig. 12) el Unico mes en el que no se registro fue
diciembre y su habitat preferencial fueron los pledpodos. Su prevalencia estuvo entre 10 a 86
% correspondientes a enero y septiembre respectivamente. Al igual, hubo diferencias

significativas en la prevalencia entre meses (G-test; X20.095 10)=60.8; P<0.05).

Figura 12. Microscopia electronica de barrido de Zoothamnium penaei presente en los pleépodos del
camaron blanco Penaeus vannamei
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Finalmente, Acineta tuberosa se registrd en 10 de los 12 meses muestreados. Su prevalencia
mas alta corresponde a octubre (46%) y la mas baja a mayo (20%). En los meses de diciembre
y marzo no se presentd. Los pledpodos fueron su habitat preferencial. Al igual que en los
casos anteriores, hubo diferencias significativas en la prevalencia entre meses (G-test; X%o.095
©=52.4; P<0.05).

Al graficar los promedios mensuales de las abundancias estimadas de las especies de
protozoarios mas prevalentes tales como Z. penaei y Epistylis sp. a lo largo del afio se observa
alternancia. Cuando los valores de la abundancia estimada de Epistylis sp. aumentaron,

bajaron los valores de Z. penaei y viceversa (Tabla 9; Fig. 13).

Tabla 9. Abundancias Estimadas (AE) + Error Estandar (ES) de ectocomensales encontrados en el
camaron blanco Penaeus vannamei durante diciembre de 2001 y noviembre de 2002. Z.
penaei=Zoothamnium penaei, A. tuberosa = Acineta tuberosa

Epistylis sp.
Mes N Z. penaei A. tuberosa
AE + ES AE £ ES AE + ES
Nortes 120 37.01+16.94 0.89+0.32 0.49 £ 0.90
Secas 120 59.57 + 19.96 0.96 +0.23 0.23+£0.20
lluvias 120 91.20 £ 18.75 1.68 £ 0.16 2.02+£0.90
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Abundancias estimadas mensuales de ectocomensales presentesen
camron Penaeusvannamei

p w
in w i e

Promedio de abundanciasestimadas
e
in ra

dic eneg feb mar abr may jun jul 3E0 sep oct nowv

tiempo en meses

B2 penaei B Epistylis sp.

Figura 13. Abundancia estimada mensual de Zoothamnium penaei y Epistylis sp. en el camarén blanco
Penaeus vannamei cultivado en granja

Las abundancias promedio se distribuyeron normalmente y no hubo diferencias significativas
en las varianzas (test de Cochran, Hartley, Bartlett P=0.0840). El resultado del Andlisis de
varianza de dos vias mostré que la abundancia estimada de los ectocomensales varia
significativamente entre épocas y por especie, sin embargo no hubo interaccion entre épocas

y especies (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados del ANOVA de dos vias entre épocas (nortes, secas, y lluvias) y por especies
(Zoothamnium penaei, Epistylis sp. y A. tuberosa).

Df MS Df MS F P-level
Efecto Efecto Error Error
Epoca 2 0.914 27.00 0.133 6.898 0.004
Especie 2 6.598 27.00 0.133 49.791  0.000
Epoca, Especie 4 0.096 27.00 0.133 0.724 0.584

Como se encontraron diferencias significativas entre épocas y especies se aplico la prueba de
rangos multiples de LSD. Se observé que la abundancia estimada de las tres especies en las

épocas de nortes y secas son diferentes entre si (P<0.05). Sin embargo en lluvias no hubo
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diferencias significativas entre Epistylis sp. y Z. penaei, pero ambas son diferentes respecto

a los valores de abundancia estimada de A. tuberosa (Fig. 14).

Ep:}csi-
26
22
1.8
4 ]
]
- OB
= 02 == e
0.2
-_E Z penasei Acineta fuberosa Z penaei Acinefa fuberosa
w Episiylis sp. Episiyiis sp.
'E Norte Secss
=
2 28
c 1z
3 1k = =
T 14
S
0.2 ==
0.2 +Std. Dev.
Z penaei Acineta fuberosa L =
Epistyfis =p. [ +5td. Em.
Liuvias O Mean
Especies

Figura 14. Abundancia estimada de las tres especies de ectocomensales en cuanto a época del afio presente en
el camardn blanco Penaeus vannamei.

Con respecto al andlisis de cada especie entre épocas, no hubo diferencias significativas para
Z. penaei en nortes y secas. Sin embargo, la abundancia estimada de Z. penaei en lluvias si
fue significativamente mayor respecto a las dos épocas antes mencionadas. Para Epistylis sp.
no hubo diferencias significativas en las tres épocas del afio y A. tuberosa no presentd
diferencias en las épocas de nortes y secas, siendo ambas diferentes a la época de lluvias en

donde hubo valores significativamente mas altos (P < 0.05) (Fig. 15).
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Figura 15. Abundancia estimada de ectocomensales en cuanto a especies presentes en el camarén blanco
Penaeus vannamei.

En la tabla 11 se muestra los resultados del método de regresion por pasos entre el logaritmo
base 10 (log +1.5) de la abundancia estimada de Epistylis sp. y los factores fisicoquimicos.
Las variables aceptadas por el modelo fueron temperatura, concentracion de oxigeno disuelto
y la densidad de siembra. La varianza explicada en el modelo considerando las cuatro

variables fue de 14% con una significancia global de F (4,35=15.28.

Tabla 11. Regresién por pasos hacia adelante entre log base 10 (log + 1) de la abundancia estimada de
Epistylis sp. y Tem = temperatura, Den = densidad de siembra y Oxi = concentracion de oxigeno disuelto

Paso N Variable B R? ES F df P

1 360 Tem -0.43 0.09 0.1161 38.51 1,35 <0.001
2 360 Den -0.20 0.13 0.1292 2685 2,35 <0.001
3 360 Oxi -0.13 0.13 0.1351 19.06 3,35 <0.001
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En la tabla 12 se muestran los resultados de la regresion por pasos entre el logaritmo base 10
(log +1.5) de la abundancia estimada de Z. penaei, y los factores ambientales antes
mencionados. La primera variable aceptada por el modelo fue la temperatura; la varianza
explicada fue de 2 %; la concentracion de oxigeno disuelto es la segunda variable
considerada, en este paso la varianza explicada se incrementd a 4 %. Finalmente la tercera
variable es la salinidad donde se obtuvo una varianza explicada del 82 %. La varianza
explicada por el modelo considerando las tres variables fue de 9 %, con un valor de F
4,35)=9.24.

Tabla 12. Regresién por pasos hacia adelante entre log base 10 (log +1) de la abundancia estimada de

Zoothamnium penae y Tem = temeeratura y Oxi = concentracion de oxigeno disuelto.

Paso N Variable B R2 ES F df P
1 360 Tem -0.13 0.02 0.1022 8.73 1,35 < 0.001
2 360 Oxi -0.18 0.04 0.1022 9.09 2,35 <0.001

En la tabla 13 se muestra los resultados del método de regresion por pasos entre el logaritmo
base 10 (log +1) de la abundancia estimada de A. tuberosa y los factores ambientales antes
mencionados. Se observa que la primera variable aceptada al por el modelo al igual que las
anteriores, corresponde a la temperatura; la varianza explicada fue de 2 %; la concentracion
de oxigeno disuelto es la segunda variable considerada, en este segundo paso el porcentaje
la varianza explicada de 2 %. Finalmente, la tercera variable es la salinidad, con una varianza
explicada del 4 %. La varianza explicada por el modelo considerando las tres variables fue
del 4 % con una F (335=3.45.

Tabla 13. Regresién por pasos hacia delante entre log base 10 (log + 1) de la abundancia estimada de
Acineta tuberosa y factores fisicoquimicos. Tem = temperatura, Oxi = concentracidn de oxigeno disuelto

zSaI = salinidad.

Paso N Variable B R2 ES F df P
1 360 Tem 0.02 0.01 0.0098 3.97 1,35 <0.04
2 360 Oxi 0.02 0.02 0.0099 3.71 2,35 <0.02
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4.6 Discusion

El camardn blanco P. vannamei fue colonizado a lo largo del afio por tres especies de
protozoarios ectocomensales, dos de la subclase Peritricha (Epistilys sp. y Zoothamnium
penaei) y una de la clase Suctoria (Acineta tuberosa). Se confirm6 que existe una relacion
significativa en la variacion temporal de las prevalencias y abundancias estimadas de
protozoarios ectocomensales. Las variables ambientales, temperatura y densidad de siembra

fueron los factores que més influyeron en la presencia de los ectocomensales.

Epistylis sp. fue el ectocomensal mas prevalente y abundante, seguido de Z. penaei presentes
en los camarones cultivados P. vannamei en Sisal, Yucatan. En este trabajo el registro de
especies fue similar a lo reportado por Vidal-Martinez et al. (2002), se encontraron dos
especies de ectocomensales registradas para P. vannamei, ademas de A. tuberosa. En este
sentido, se confirman los registros y se agrega una especie mas: A. tuberosa para P.
vannamei. Sin embargo, los resultados contrastan con los de otros autores que sugieren que
Zoothamnium es la especie mas frecuente y abundante en los camarones en Florida,
Louisiana y Texas. Al respecto, Villela et al. (1970) encontraron que el 87.5% de P.
duorarum cultivados en Florida, estaban infectados con Zoothamnium sp. Overstreet (1973)
observo al igual que Zoothamnium sp. fue el ectocomensal mas comun entre los camarones
blancos, café y rosado cultivados en Louisiana y Texas. Fontaine (1985) a su vez observé a
Lagenophrys sp., Epistylis sp. y Zoothamnium sp. adheridos a las branquias de P. setiferus y
P. aztecus recolectados en Texas. Olivas-Valdez et al. (2010) reportan la presencia de
Zoothamnium sp., Epistylis sp y Lagenophrys sp. en las branquias de camarén cultivado en
ambientes costeros y dulceacuicolas y que conjunto a enfermedades virales y un manejo

deficientes en los estanques causan bajas en la produccién de las granjas.

Se observo una alternancia en la presencia de los ectocomensales, cuando las abundancias de
Epistylis sp. bajaron las de Z. penaei aumentaron. Del mismo modo cuando aumentan las
abundancias de Epistylis sp. bajan las de Z. penaei. Esto sucede debido al cambio la
temperatura, es decir, al iniciar (octubre) y finalizar (febrero) el invierno. Cuando los
protozoarios coinciden en el nicho ecolégico, la competencia es mas por el sustrato que por

la fuente de alimento. Esto, lleva a una posible interaccién interespecifica. Herbert (1987)
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menciond que una infestacion mezclada por Epistylis sp. y Zoothamnium sp. no ha sido
observada en Cherax quadricarinatus y C. tenuimanus. Mientras que Venkatesan et al.,
(1981) reportan a estos dos ectocomensales presentes en branquias y apéndices de P.
monodon en cultivo. Sera necesario determinar experimentalmente si existe competencia en
estos organismos tomando datos especificamente con este propdsito. Los protozoarios
también se relacionan con la edad o ciclo de vida de sus hospederos, particularmente en la
fase de muda. Existe una sincronizacion entre muda y ciclo de vida de los protozoarios, ya
que antes de que los crustdceos muden, se llevan a cabo los procesos de reproduccion que
producen las fases de los ectocomensales que se implantaran en un nuevo hospedero. En este
trabajo se registraron tres estructuras y un oOrgano utilizado por ectocomensales para
adherirse. Se puede considerar como inespecificos, respecto a su microhabitat, a Epistylis sp.
y Z. penaei, que se observaron en el mayor numero de las estructuras (exoesqueleto,
pledpodos y pereidpodos) y érganos (branquias). Esto lleva a considerar que las interacciones
interespecificas son posibles. Es comun que los protozoarios ectocomensales,
particularmente peritricos y suctorias, utilicen la superficie del exoesqueleto, branquias o
apéndices, como sustrato (Scott-Thune, 1986; Barrera, 2006; Schuwerack et al. 2001).
Mayen y Estrada (1997) mencionan que la distribucion de los ciliados en sus hospederos se
relaciona con la forma y funcién de los apéndices en los cuales se implantaron. Esta es una
posible explicacién a la preferencia de microhabitat por parte de los peritricos, ya que los
pledpodos, pereiépodos y urépodos, por sus movimientos continuos, producen corrientes en
el medio acuatico y favoreciendo el aporte ininterrumpido de bacterias y algas que utilizan
para alimentarse. Aladro-Lubel et al. (1994) mencionan que la amplia distribucion de los
ciliados en muchos habitats es debido a su tolerancia o adaptabilidad a amplios rangos de las
condiciones fisicoquimicas del ambiente. Schuwerack et al. (2001), demostraron que
Zoothamnium sp y Epistylis sp, causan dafio por la adhesion de sus pedunculos al tejido
branquial del cangrejo de agua dulce Potamonautes warreni, provocando cambios
estructurales en las branquias ademas de causar tasas de crecimiento reducido e incremento

en el consumo especifico de oxigeno.

Con respecto a la variacion estacional, se determind que la abundancia estimada de Z. penaei

y A. tuberosa fueron significativamente mayores en la época de lluvias. En cuanto a Epistylis
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sp. no se encontrd diferencia significativa en la abundancia estimada entre épocas. Sin
embargo, se observo que en nortes y secas las abundancias estimadas de las tres especies de
ectocomensales son diferentes entre si, no ocurriendo lo mismo en la época de lluvias donde
se observo que Z. penaei y Epistylis sp. son diferentes significativamente entre si. Un punto
muy importante, independientemente de las diferencias entre épocas, es la existencia de una
relacion jerarquica constante. La especie mas dominante numéricamente es Epistylis sp.,
seguido de Z. penaei y finalmente A. tuberosa. La temperatura parece ser el factor mas
importante asociado; el grado de infestacion de Ascophrys rodor en Palaemon serratus es
mas rapido a 20°C que a temperatura ambiente (Deroux et al., 1976). Al igual, Couch (1983)
evaluo la prevalencia e infestacién de Lagenophrys callinectes y encontr6 que el ciliado fue
menos frecuente en invierno (diciembre a abril), en el periodo de hibernacion de la jaiba y
mas prevalente en verano coincidiendo con el aumento en la temperatura. Brown et al. (1993)
encontraron que los cangrejos Orconectes rusticus cultivados son mas faciles de infectarse
con Epistylis sp. en verano, aunque este ectocomensal persiste en invierno. Los resultados
soportan lo mencionado anteriormente, en el sentido de que la temperatura y la densidad de
siembra son las principales variables que influyen en las dindmicas poblacionales de estos
simbiontes. Los resultados obtenidos en este estudio, coinciden con los de Bayot et al.,
(2002), quienes observaron que en época de lluvias (verano) los camarones son mas
facilmente infectados, aunque la infeccion persiste todo el afio. Claramente, consistente con

la reproduccidn de los simbiontes.

Para Epistylis sp., la primera variable aceptada por el ANOVA fue la temperatura, seguida
de la densidad de siembra. En Z. penaei la primera variable aceptada fue nuevamente la
temperatura, la concentracion de oxigeno disuelto fue la segunda variable considerada,
seguida de la salinidad. Finalmente para A. tuberosa la primera variable aceptada al igual que
las anteriores fue la temperatura, la concentracion de oxigeno disuelto fue la segunda variable

considerada y finalmente la tercera variable fue la salinidad.

Por lo anterior, se puede afirmar que la temperatura es el principal factor de asociacion con
respecto a la abundancia de los protozoarios, sin dejar de tomar en cuenta los demas factores

fisicoquimicos, ya que muy probablemente al no registrar los rangos optimos se puede afectar
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al cultivo. Los trabajos de Sleigh y Lynn (1985) mencionan que los factores de mayor
relevancia para los protozoarios son temperatura, oxigeno disuelto, luz, pH y salinidad. Al
igual, Hudson y Lester (1992) encontraron en camarones Penaeus japonicus cultivados que
existe una correlacion positiva entre la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), la turbidez
y Zoothamnium sp., sefialando que cuando la calidad del agua decrecié aumentd la
abundancia de Zoothamnium sp. y una correlacion negativa entre la temperatura y demanda
quimica de oxigeno (DQO) seguramente por la baja actividad microbiana y aumento en la
descomposicion de la materia organica aunado a la baja temperatura. Estos autores
mencionan la densidad de siembra como un factor que puede incrementar el nimero de los
peritricos, ya que en los estanques que muestrearon, uno de ellos poseia 30% mas de
organismos /m2y en este Gltimo se observé mayor infestacion de peritricos. Gutiérrez-Salazar
(2011) ha trabajado con la presencia de parasitos en camarones cultivados y relacionarlos
con los factores fisicoquimicos, siendo que para Epistylis sp. la relacion mas cercana fue con

la concentracion de oxigeno disuelto y para Zoothamnium sp. fue el pH.

De acuerdo con lo anterior, para reducir las infestaciones por ectocomensales, Kautsky et al.
(2000), proponen dos diferentes estrategias en el manejo de granjas de camardn. La primera
es disminuir la densidad de siembra y la segunda a través de un tratamiento de recirculacién
del agua, y esterilizacion de los estanques, para reducir las infestaciones por estos organismos
en especial en las épocas de secas y lluvias. Particularmente, se coincide con lo propuesto
por Herbert (1987), quien estudio enfermedades y epibiontes de Cherax quadricarinatus en
Australia, opina que es necesario realizar estudios de los periodos de incubacién, modos de
transmision y medidas efectivas de cuarentenas para evitar mortalidad por estos organismos

en altas concentraciones.

Desde los afios 60°s existen estudios que reportan muerte de camarones, cangrejos o jaibas
por altas infestaciones de Zoothamnium en branquias, en conjunto con bajas concentraciones
de oxigeno, altas temperaturas, infecciones por endoparasitos, hacinamiento y dafio
mecanico. Estos factores claramente pueden contribuir a una anoxia (Couch, 1966, Johnson,
1972; Lightner y Fontaine, 1975; Fisher, 1977).
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Por lo tanto, la relacion entre el estrés del camardn y los ectocomensales es mas compleja de
lo que muchos suponen, ya que no solo se debe tener en cuenta el grado de infestacion sino
también factores como densidad de siembra, temperatura, oxigeno disuelto, salinidad,
turbidez, materia organica, actividad microbiana, pH, amonio, para conocer las posible
influencia sobre abundancia estimada y grado de infestacion de los peritricos y si estos
afectan la supervivencia del hospedero, sin dejar a un lado las buenas précticas de manejo
del estanque y de la granja, porque solos o en conjunto pueden causar bajas en la produccion.
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CAPITULO 5: Estudio de la posible presencia de virus en camarones silvestres y
cultivados en el sur del Golfo de Meéxico

5.1 Introduccién

En las Gltimas tres décadas las enfermedades causadas por virus han puesto en alerta a los
productores de camarédn de todo el mundo ya que las pérdidas ascienden en algunos casos
hasta el 100% de su produccion. Por ejemplo, en los afios 80°s en el Pacifico mexicano se
cultivaba el camardn azul Penaeus stylirostris. Sin embargo, la introduccion de organismos
traidos de Hawai en 1987 infectados con el virus Penstyldensovirus (PstDV1), ocasiond
serios problemas epizooGticos a las granjas camaroneras de los estados de Sonora y Sinaloa
(Lightner, 1996a; Galaviz-Silva y Molina-Garza, 2014). Pantoja y Lightner (1993) trabajaron
con poblaciones silvestres de camarones y encontraron 50% de prevalencia de PstDV1 en el
norte del Golfo de California. Lightner et al. (1994), mencionan que el PstDV1 se encuentra
ampliamente distribuido en diferentes localidades de la costa oeste del continente americano
en las poblaciones silvestres. Al observar que en el camarén blanco P. vannamei no
ocasionaba la muerte, fue considerado resistente a PstDV1. Sin embargo, este virus le
ocasiona el sindrome de la deformidad (Runt Deformity Sindrome por sus siglas en inglés,
RDS) reduciendo su intervalo de crecimiento y deformando el rostro, antenas, torax y
abdomen, ocasionando en promedio un 30% de perdidas (Lightner, 1996a; Cuellar-Anjel,
2013).

A mediados de 1992, en Ecuador fue descubierto el Sindrome de Taura (Taura Sindrome
Virus, por sus siglas en inglés, TSV) (Lightner, 1995). Esta es una de las enfermedades
econdmicamente mas significativas que han afectado al camarén blanco cultivado P.
vannamei en América. De 1992 a 1996 en América se estimé una pérdida entre 1.2 y 2
billones de dolares por afio por causa de este virus (Lightner, 1996; Hasson, 1998). La
enfermedad se distribuyd rapidamente de granja en granja por vectores tales como insectos
acuaticos (Hasson et al., 1995; Lightner et al., 1997) o por el excremento de aves marinas
(Garzaetal., 1997; Galaviz-Silvay Molina-Garza, 2014). En el resto de América la principal
forma de transmisién fue por la exportacion de camarones infectados (para cultivo o
reproductores), congelados para maquila o consumo humano (Overstreet et al., 1997; Zarain-
Herzberg y Ascencio-Valle, 2001; Lightner y Chen, 2002; Zarain-Herzberg et al., 2003).
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En México TSV se ha detectado desde Chiapas hasta Sonora en el Pacifico mexicano
(Wigglesworth, 1994; Lightner, 1996; Hasson et al., 1999; Zarain-Herzberg et al., 2003), y
se ha reportado en el estado de Yucatan en el Golfo de México (Erickson et al., 2002; De la
Rosa-Vélez y Bonami, 2002).

En 1993, en Taiwén se documentd por primera vez el Sindrome de la Mancha Blanca
(WSSV). Este virus afectd el camaron tigre P. monodon, camaron japonés Marsupenaeus
japonicus, chino blanco Fenneropenaeus chinensis y al langostino banana F. merguiensis
(Chu-Fang, 1998). En 1995 se reportd por primera vez en el continente americano en el
estado de Texas en noviembre de 1995 (Lightner, 1996).

Se reportd en 1999 la presencia WSSV en Estados Unidos, América Central y Sudamérica
(Lightner y Chen, 2002). Lightner (1996), considera que la diseminacion principal de la
enfermedad se ocasiond con la introduccién de postlarvas para cultivo. En México la mayor
parte de la produccion acuicola de camaron se concentra en el noreste, por 1o que no es de
extrafiar que el virus haya ingresado por esa via en 1999, existen reportes de que algunos
productores perdieron del 80 al 100% (COSAES, 2012; 2014).

Mancha blanca tiene méas de 100 hospederos para técnicos o vectores. Este es un virus que
afecta a crustaceos que viven en aguas dulces, salobres y marinas y pueden infectar también
a poliquetos, bivalvos, rotiferos, larvas de insectos y hasta microalgas, que pueden llegar a

acumular elevadas cargas virales, actuando como vectores mecénicos (Liu et al., 2007).

En Meéxico, para reducir los riesgos sanitarios relacionados con la introduccion de
enfermedades en organismos acuaticos, se puso en operacion desde 1992, el Programa de
Sanidad Acuicola, que tiene como actividad fundamental regular y controlar importaciones,
exportaciones y la movilizacion de organismos acuéticos vivos para evitar la transfaunacién
y propagacion de agentes patdégenos. Adicionalmente, se persigue prevenir, identificar y
controlar las enfermedades que afecten a las poblaciones cultivadas y naturales (Dir. Gral. de

Acuacultura, 1997). Se han generado ordenamientos técnicos y juridicos a través de sus
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Normas Oficiales Mexicanas NOM-011-PESC-1993, NOM-020-PESC-1993, NOM-022-
PESC-1994 y NOM-EM-001-PESC-1999. Esta ultima establece los requisitos y medidas
para prevenir y controlar la introduccion y dispersion de las enfermedades virales
denominadas mancha blanca y cabeza amarilla. NOM-030-PESC-2000 que establece los
requisitos para determinar la presencia de enfermedades virales de crustaceos acuaticos
vivos, muertos, sus productos o subproductos en cualquier presentacion y Artemia (Artemia

spp.), para su introduccion al territorio nacional y movilizacion en el mismo.

El sureste de México y todo el Golfo de Meéxico, es necesario contar con estudios de
monitoreo para poder conocer el estado sanitario tanto de organismos cultivados como
silvestres. Esto es especialmente importante porque el camarén P. vannamei a cultivar, son
transportados de zonas reconocidas como endémicas para enfermedades tales como la
mancha blanca y el sindrome de Taura. Tal es el caso de los camarones gue actualmente se
cultivan en los estados que colindan con el Golfo de México. En vista del riesgo de
introduccién de enfermedades exoticas que pudieran afectar a camarones nativos, es
necesario llevar a cabo estudios que nos permitan conocer el estatus sanitario de los
camarones nativos y cultivados en la region. En este sentido, Jiménez-Cueto (1999) estudio
algunas localidades del estado de Yucatén, utilizando la técnica de Hibridacion in situ para
la deteccion de PstDV1 y Taura. Sus datos mostraron que los camarones silvestres P.

duorarum, P. brasiliensis, P. aztecus y cultivados P. vannamei no tenian virus.

En otro estudio en el Golfo de México, por Chavez-Sanchez et al. (2002), tampoco se
detectaron virus en los camarones silvestres P. setiferus, P. duorarum y P. aztecus. Estos
organismos fueron capturados en los estados de Tamaulipas, Veracruz y Campeche. Del
mismo modo, tampoco se detectaron virus en camarones P. vannamei cultivados en

Tamaulipas.

Esto lo corroboré Del Rio et al. (2013) en camarones silvestres P. setiferus capturados en la

Laguna de Términos, Campeche, al no detectar virus.
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Un estudio realizado en el 2008 a las granjas de camaron en cinco estados que colindan con
el Golfo de México, se detecté PstDV1 en los estados de Tamaulipas y Tabasco (Lépez-
Téllez et al. 2015).

Hernandez-Pérez et al. (2017) mencionan la presencia de PstDV1 en la Peninsula de Yucatan
en camardn P. notialis y P. brasiliensis con prevalencias de 18.18% en 2016 a 8.57 % en
2017.

Las principales limitantes de los anteriores estudios fueron los tamafios de muestra. Por tal
razon, en este capitulo se presentan los resultados de un estudio de monitoreo de cuatro virus
en camaron cultivado P. vannamei y silvestres P. duorarum, P. brasiliensis, P. aztecus, X.

kroyeri, S. brevirostris y P. setiferus, en la costa sur del Golfo de México.

5.2 Hipotesis

Los virus PstDV1, WSSV, TSV e YHV se encuentran presentes en camarones
silvestres y cultivados en los estados de Veracruz, Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana
Roo.

5.3 Objetivos

a) Detectar si hay presencia de los virus PstDV1, YHV, WSSV y TVS en los
camarones silvestres de P. brasiliensis, P. duorarum P. aztecus, P. setiferus, X. kroyeri y S.
brevirostris y cultivado P. vannamei.

b) Identificar los dafios histologicos causados por la presencia de estos virus en

los camarones analizados.

5.4 Material y Método

En el 2005, se recolectaron las muestras de camarones silvestre de las especies P. brasiliensis,
P. duorarum, P. aztecus, P. setiferus X. kroyeri y S. brevirostris, en la costa desde Alvarado,
Veracruz hasta Yalahau Quintana Roo y en la Sonda de Campeche. EI camaron P. vannamei

cultivado en granjas durante 2013 de los estados de Veracruz (3), Tabasco (25), Campeche
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(1) y Yucatan (2). Adicionalmente, se tomaron durante un ciclo anual de diciembre 2001 a
noviembre 2002 muestras mensuales de P. vannamei (360 camarones), de una granja de

camaron en Sisal, Yuc.

a) Los camarones silvestres de zona costera. Se colectaron en 2005 30
organismos por especie de 22 localidades que van desde Alvarado, Veracruz hasta Yalahau,

Quintana Roo. Dando un total de 1,380 camarones.

b) Los camarones silvestres de alta mar se colectaron durante un crucero
efectuado en 2005, en la Sonda de Campeche con 25 estaciones de muestreo las cuales se
muestran en la Tabla 15. Se capturaron aleatoriamente un total de 30 camarones de cada
especie capturada, fijando 900 organismos de las 25 estaciones, las profundidades oscilaron
de3.1a84.1m.

c) Los camarones cultivados se colectaron en el afio 2013, a razon de 30
camarones P. vannamei por lote introducido por granja activa, tres granjas de Veracruz, 25
granjas de Tabasco, una de Campeche y una de Yucatan para un total de 900 camarones. De
diciembre del 2001 a noviembre del 2002 se realiz6 un muestreo mensual en otra granja de

Yucatén, en la cual se capturaron un total de 360 camarones (Tabla 16),

El tejido seleccionado (cefalotorax en silvestres y hemolinfa en cultivados) fue fijado y
preservado en etanol al 96% (Lightner, 1996). Los 30 camarones fijados se agruparon en seis
pools (cada pool contiene cinco camarones por localidad y por especie). Para la extraccion
de ADN se tomaron 25 mg de cefalotérax o hemolinfa segln el caso utilizando el Kit
comercial High Pure, Roche Promega ®. Para la extraccion de ARN, se utilizo el kit de
extraccion comercial High Pure Roche PROMEGA ®. Como parte del protocolo se
establecio que las muestras que resultaran positivas a virus se les realizo el analisis individual

de ADN para obtener la prevalencia mensual.

La prueba de PCR se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres etapas: 1)

desnaturalizacion 2) hibridacion y 3) extension (Fig. 16). A cada una de las corridas en

66



PCR se agrego un control negativo, un control positivo y en el caso de ADN virus un control
interno. Para amplificar fragmentos de ARN se utilizaron técnicas de retro transcripcion
inversa (Turner et al. 1998; Mas et al. 2001; Gibello et al. 2001). Para las pruebas de PCR
se utilizé de manera indistinta el kit comercial Diagxotics®, que codifica a 347 pares de bases
(pb), y/o el kit comercial IQ2000™ que codifica a 640 pb y 438 pb. Cada kit tiene un
programa establecido de temperaturas, ciclos y tiempos de reaccion (Tomado de protocoles
del kit comercial PstDV1, WSSV, YHV y TSV).
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¢) TAQ - Polimerasa ¢) TAQ - Polimerasa c) TAQ - Polimerada

Figura 16. Amplificacion exponencial a partir de un fragmento de &cido desoxirribonucleico, molde tras una
serie de ciclos de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Modificado por Mas et al. 2001
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Posteriormente, la deteccion del producto de PCR se obtuvo mediante la visualizacion de
las bandas de ADN o ARN en geles de agarosa al 2% pre tefiido con Bromuro de Etidio al
0.01% (Tomado de protocoles del kit comercial PstDV1, WSSV, YHV y TSV). A través de
un aparato de electroforesis horizontal (Bio-Rad) a 80V/100 min aproximadamente, las
bandas se compararon con un marcador de peso molecular de 50 pares de bases (pb) que

corre paralelamente a las muestras. Esto se llevo a cabo con ayuda de un transluminador.

Para la deteccion de ARN virus se utilizé un kit simple (Diagxotics®), que codifica a las 230
pb para TSV y a las 270 pb para YHV. Para los ADN virus se utilizd un kit doble
(Diagxotics®) que codifica a los 603 pb y con control interno del ADN, 401 pb para WSSV
y 347 pb para PstDV1. Se tomd como criterio positivo la apariciéon de bandas en la region

especifica para cada virus.

Secuenciacion y analisis filogenético: Los productos de PCR fueron secuenciados en ambas
direcciones de la secuencia del ADN, los cuales se alinearon usando ClustalX (2.0.12)
(Thompson et al. 1997). BLAST las investigaciones fueron realizadas para identificar los
homologos de las secuencias de ADN en el Banco Genomico (GenBank™ sequence datasets)
(NCBI, 2018).

Arbol filogenético: La homologia de la secuenciacion fue usada para construir el arbol
filogenético. Este fue hecho usando la probabilidad méxima del método basado en el modelo
del tiempo General Reversible (Nei y Kumar, 2000). El arbol tiene altas probabilidades
logaritmicas (-1015.76). El é&rbol inicial por la busqueda heuristica se obtuvo
automaticamente por aplicacion de algoritmo de unién de vecinos y BioNJ con la estimacion
de la matriz de pares a distancia usando los Maximos componentes probables (MCL), y por
la seleccion topoldgica con la probabilidad mas alta del valor de logaritmos. El analisis
incluyo nueve nucleotidos secuenciales, 1st+2nd+3rd+ posiciones del coddn no codificantes

fueron incluidos. El analisis realizados fue con MEGA7 (Kumar et al. 2016).
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El procedimiento histoldgico consistio en cinco pasos: 1) fijacion, 2) deshidratacion, 3)
cortes, 4) tincion e 5) interpretacion. Fue necesario hacer tinciones especiales como

Hematoxilina-Feulgen, lo cual se explica ampliamente en el capitulo 2.

5.5 Resultados

5.5.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa

No se detectd ninguno de los tres virus (TSV, YHV y WSSV) en las muestras procesadas
con base en la no amplificacion de los productos esperados y visualizados en los geles de
agarosa al 2%, para los camarones silvestres P. brasiliensis, P. duorarum, P. aztecus X.

kroyeri, y S. brevirostris, asi como para el camaréon blanco P. vannamei cultivado.

a) Camarones silvestres de la zona costera: se detectdé PstDV1 en tres puntos
de muestreo: En Dos Bocas se hallé en el camardn café (P. aztecus) con una prevalencia de
67% Yy en el siete barbas (X. Kroyeri) con prevalencia de 60%. En Barra de dos Bocas y Barra
Chiltepec se encontro en el camardn café (P. aztecus) con 83% y 67% de prevalencia
respectivamente y en el camardn rosado (P. duorarum) con 53% y 60% de prevalencia

respectivamente (Tabla 14).

b) Camarones silvestres de alta mar: todos los organismos colectados en la
Sonda de Campeche resultaron negativos a los virus PstDV1, WSSN, YHV y TSV (Tabla
15).

C) Camarones de granja: en el muestreo del 2013, se detect6 el virus PstDV1
en dos granjas del estado de Veracruz (una en Boca del Rio y otra en Alvarado), con
prevalencias del 33% cada una. En cuatro granjas en el Municipio de Cardenas, Tabasco, se
detecto el virus en dos granjas. La prevalencia fue de 33%, en una fue de 66% y en la cuarta
granja del 100% (Tabla 16).
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Tabla 14. Camarones silvestres capturados en la zona costera, en 22 localidades desde Alvarado, Veracruz hasta Yalahau, Quintana Roo. Localizacién
Geografica. Nimero de organismos fijados por especies

No. Localidad Latitud Longitud No.  Especie

Campeche

1 Nuevo Campechito, Camp. 18°39°03” 92028708 15 P. aztecus y P. setiferus

2 Punta Zacatal; Camp. 18°45°00" 92°00700”" 15 P. aztecus y P. setiferus

3 Punta Zacatal, Camp. 18040717 91°53°36"" 26 P. aztecus y P. setiferus

4 Isla Aguada, Camp. 18°47°03” 91°30°56™ 20 P. aztecus y P. setiferus

5 Champotén, Camp. 19021730 90043724 22 P. aztecus, X. kroyeri y P. setiferus
6 Lerma, Camp. 1904855 90°36°00"" 30 P. aztecus, P. duorarum y P. setiferus
Quintana Roo

7 Yalahau, Q. Roo 21°36 88°09 30 P. brasiliensis

Tabasco

8 Isla Chayote-lag. Carmen Sanchez Magallanes, Tab. 18°18°09” 93°50"53" 62 P. atecus y P. setiferus

9 Barra de Tupilco, Tab. 18°25°00" 93029713 39 P. aztecus y P. duorarum
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Continuacion de la tabla 14:

10 Dos Bocas, Tab.

11 Barra de dos Bocas, Tab.
12 Barra Chiltepec, Tab.

13 Punta Buey Frontera, Tab.
Veracruz

14 Alvarado, Ver.

15 Las Barrillas, Ver

16 Malecén Coatzacoalcos, Ver.
17 Tonala, Agua dulce, Ver.
Yucatén

18 Celestun, Yuc.

19 Celestan, Yuc.

20 Sisal, Yuc.

21 Chabihau, Yuc.

22 Ria Lagartos, Yuc.

18026°57"

1802630

18026°28"

18°36° 39”

18°47°31"

18°11°42”

18°09"30”

18°12°43”

21°00°00”

20044753

21°10°

2121

21°26°

93012°26™

93°08°41”

93005727

92041°46”

95°44’53”

94°35°48”

94°24°42”"

94°07°50”

90°30°00”"
90°26°16™
90002
89°06"

88°13
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. aztecus y X. Kroyeri

. aztecus y P. duorarum

. aztecus y P. duorarum

. aztecus y X. Kroyeri

. aztecus y P. duorarum
. aztecus y P. duorarum
. aztecus y P. duorarum

. aztecus y P. duorarum

. aztecus, P. duorarum y P. setiferus
. aztecus, P. duorarum, P. brasiliensis y P. setiferus
. duorarum y P. brasiliensis
. brasiliensis

. brasiliensis




Tabla 15. Camarones silvestres capturados en la zona marina, en 22 localidades desde Alvarado,
Veracruz hasta Yalahau, Quintana Roo. Localizacién Geografica. NUmero de organismos fijados por

especies.
No. Estacion Latitud Longitud No. Especie
1 A 18°43719” 93°02°30” 30 P. aztecus
2 B 18°30799” 92°58724” 30 P. aztecus
3 C 18°45°73" 93°28°88"" 30 P. aztecus
4 D 18°14°73” 94°15°05” 30 P. aztecus
5 E 18°18°35” 93°58°99”" 30 P. aztecus
6 F 18°14°90” 94°26°07” 30 P. aztecus
7 G 18°45°47 92°28°42” 30 P. setiferus
8 H 18°46°29” 92°15°47” 30 (30) (30) P. setiferus, P. aztecus y X. kroyeri
9 I 18°48°59” 92°04°36” 30 P. setiferus
10 J 18°56°42"" 91°59°58"" 30 (30) P. setiferus y P. aztecus
11 K 18°52°04” 92°24°49” 30 (30) P. setiferus y P. duorarum
12 L 18°56°00"" 92°12°18” 30 P. setiferus
13 M 18°59°82” 91°59°48” 30 (30) P. setiferus y P. duorarum
14 N 19°03°37” 91°52°95”" 30 P. duorarum
15 O 19°03° 77" 92°08°14” 30 P. duorarum
16 P 19°00°62” 92°21°88” 30 P. aztecus
17 Q 19°10°62"° 92°37°26” 30 P. aztecus
18 R 19°09°11” 92°32°68” 30 P. aztecus
19 S 19°14°23” 92°31°09” 30 P. aztecus
20 T 19°14°96" 91°50"11” 30 P. duorarum
21 U 19°23733” 91°40°27” 30 P. aztecus
22 \V 19°22°07"” 91°54°99” 30 P. duorarum
23 W 19°42°87 91°30"13” 30 P. duorarum
24 X 19°28718” 91°30°77” 30 P. duorarum
25 Y 22°28°64" 87°30°63" 30 S. brevirostris
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Tabla 16. Localizacion geogréfica de las granjas de camarén muestreados en los estados de Campeche,

Tabasco, Veracruz y Yucatan.

No. Localidad Latitud Longitud Prevalencia
Campeche

1 Champotén 19°17'771" 90°45'943"
Tabasco

2 Cérdenas 18,13,5.052 -93,47,25.116  (33%)

3 Cardenas 18,18,19.656 -93,42,14.940

4 Cérdenas 18,18,14.508 -93,42, 7.164

5 Cardenas 18,18,0.648 -93,42,15.336

6 Cérdenas 18,17,52.584 -93,41,31.128

7 Cardenas 18,17,3.588  -93,41,22.200

8 Cérdenas 18,17,3.588  -93,41,22.200

9 Cardenas 18,16,25.536  -93,36,53.892

10 Céardenas 18,16,18.084 -93,37, 6.204 (33%)

11 Cardenas 18,17,25.836 -93,42,39.600

12 Cérdenas 18,17,19.140 -93,39,53.820

13 Cardenas 18,17,23.604 -93,42,24.876

14 Cérdenas 18,16,53.832 -93,39,44.424

15 Cardenas 18,18,17.640 -93,40,16.068  (66%)

16 Cérdenas 18,21,1.368  -93,32,39.912

17 Cardenas 18,17,21.876 -93,44,44.844  (100%)

18 Cérdenas 18,17,17.988 -93,39,33.264

19 Cardenas 18,18,44.712 -93,45, 4.680

20 Cardenas 18,19,29.100 -93,43,51.780

21 Cardenas 18,24,58.680 -93,21,43.560

22 Cardenas 18,18,45.252 -93,43,28.344

23 Cardenas 18,18,32.004 -93,43,22.692

24 Cardenas 18,13,13.764 -93,47, 8.736

25 Cardenas 18,18, 0.000 -93,42,54.576

26 Cardenas 18,18,24.120, -93,42,21.456
Veracruz

27 Boca de Rio 19°05'653" 96°08'301" (33%)

28 Alvarado 18°49'839" 95°52'484" (33%)
Alvarado 18°54'187" 95°56'285"
Yucatan

29 Sisal 21°36°,32" 87°32' (66%)

30 Sisal 21°36°,32"" 87°32' (100%)
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Durante el muestreo del ciclo anual (dic 2001 a nov 2002) en la granja de Yucatan,
se detectaron camarones blancos del Pacifico como positivos en los meses de marzo, abril,

junio, julio, agosto, septiembre y octubre (Fig. 17).

111213 141516 PM C+C-CI 17 1819 110 111

603 pb —
401 pb
347 pb =

Figura 17. Resultados de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, punto final) para la presencia
de Penstyldensovirus (PstDV1, 401 pb), mancha blanca (WSSV, 347 pb) y Control Interno (Cl, 603 pb)
de las muestras de los camaroén blanco Penaeus vannamei cultivados. PM=peso molecular, C+=control
positivo, C-=control negativo y Ci=control interno, L1=diciembre 2001, L2=enero 2002, L3=marzo
2002, L4=abril 2002, L5=mayo 2002, L6=junio 2002, L7=julio 2002, L8=agosto 2002, L9=septiembre
2002, L10=octubre 2002, L11=noviembre 2002

Para verificar que las muestras positivas corresponden a PstDV1 se procedié a realizar otro
gel con muestras positivas de este virus y compararlas con WSSV (Fig. 18) en las lineas 1 y
2 se muestran los camarones positivos de PstDV1 que se obtuvieron del mes de junio y en la

linea 3 la muestra de un camaron positivo de WSSV obtenido de una granja de Sinaloa.
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Figura 18. Resultados de la Reaccion en Cadena de | Polimerasa (PCR, punto final) para la presencia
de los virus Penstyldensovirus (PstDV1, 401pb), mancha blanca (WSSV, 347pb) y Control interno (Cl,
603 pb) de las muestras individuales de los camaroén blanco Penaeus vannamei. PM=peso molecular,
C+=control positivo, C-=control negativo y Cl=control interno. L1 a L14 son los camarones
individuales

5.5.2 Secuenciacion del ADN-PstDV1

La secuenciacion del ADN a 320 bp fue amplificada de cada organismo positivo por
PCR (Fig. 19). La prueba de PCR utilizada fue de NeHInF F y R primers que muestran el
100% de sensibilidad y especificidad (P<0.05). La secuencia del ADN fue homologado (94
al 99%) con 103 secuenciaciones de ADN reportados en el banco gendmico (GenBank™)
con coberturas que van de 78 al 82%. La alta homologia fue observada para PstDV1 tanto en
las muestras de camarones silvestres como cultivados tomadas del Océano Pacifico
Mexicano, Filipinas, China, Estados Unidos de América, Taiwan, Hawai, Ecuador,

Tailandia, Corea, Corea del Sur, Vietnam, Brasil y Venezuela.
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Figura 19. Resultados de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, punto final) para la presencia
de los virus Penstyldensovirus (PstDV1, 401pb) y mancha blanca (WSSV, 347 pb) de las muestras de
camaradn blanco cultivado Penaeus vannamei. PM=peso molecular, C+=control positivo, C-=control
negativo Cl=Control interno. L1y L2 Positivos PstDV1y L3 positivos WSSV

La evaluacion de la relacién genética de las secuencias de los ADN mexicanos
reportados en el Golfo de California, ayudaron para construir el arbol filogenético con la
secuenciacion de los cinco ADN, mostrando la distancia mas cercana (98-99%) (1-2
variacion de nucle6tidos). En este caso, 98-99% fueron similares a PstDV1. Se aisl6 el gen
de la proteina del capside del virus que describe al del Pacifico mexicano CU21, CU23,
CU25, CU31y CU37 (Tabla 17).
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Tabla 17. Cobertura y porcentaje de similitud de las secuencias de los estudios con los que se tiene
homologia en el banco genémico (GenBank™)

DESCRIPCION

COBERTURA

SIMILITUD

REFERENCIA

GU906959.1

GU906956.1

GU906952.1

GU906953.1

GU906951.1

Penstyldensovirus
(PstDV1) aislar
CU37 gen de la
proteina del
capside, parcial cds
Penstyldensovirus
(PstDV1) aislar
CU31 gende la
proteina del
capside, parcial cds
Penstyldensovirus
(PstDV1) aislar
CU23 gende la
proteina del
capside, parcial cds
Penstyldensovirus
(PstDV1) aislar
CU25 gen de la
proteina del
capside, parcial cds
Penstyldensovirus
(PstDV1) aislar
CU21 gende la
proteina del
capside, parcial cds

82%

82%

82%

82%

82%

77

99%

99%

99%

99%

98%

Robles-Sikisaka et al.
(2010)

Robles-Sikisaka et al.
(2010)

Robles-Sikisaka et al.
(2010)

Robles-Sikisaka et al.
(2010)

Robles-Sikisaka et al.
(2010)



5.5.3 Histologia
Para los analisis histoldgicos se fijaron 780 camarones (360 P. vannamei, 300 P. brasiliensis

y 120 P. duorarum), haciendo un total de 2,340 casetes (3 casetes por camarén) y analizando
branquias, hepatopancreas, intestino y musculo. No se observaron inclusiones virales en la

epidermis (Fig. 20) y el corddn nervioso (Fig. 21).

-
Figura 20. Corte histologico del exoesqueleto sano del camardn blanco Penaeus vannamei (H y E, 25x).
Endo=endocuticula, Epic=epicuticula, Epid epidermis, Eo=exoesquleto y M=musculo
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Figura 21. Corte histoldgico
cultivado (H y E, 40x)

5.6 Discusion

Los resultados del presente capitulo demuestran que los camarones de las especies P.
duorarum, P. brasiliensis, P. aztecus, P. setiferus, X. kroyeri y S. brevirostris y P. vannamei
no estuvieron infectados por el WSSV, YHV y TSV. En cambio, se detectd la presencia de
PstDV1 en el camardn blanco P. vannamei cultivado en el mes de diciembre de 2001, y los
meses de marzo, abril, junio, julio, agosto, septiembre y octubre de 2002. En el muestreo
realizado en 2013 se detectdé PstDV1 en dos granjas del estado de Veracruz y cuatro del
estado de Tabasco. Con respecto a los camarones silvestres, se detectd PstDV1 en P. aztecus
y X. kroyeri en el puerto de Dos Bocas, Paraiso, Tabasco, y en P. aztecus y P. duorarum en

el puerto de Barra de Dos Bocas y en Barra Chiltepec, Paraiso, Tabasco.

Claramente, los tamafios de muestra del presente trabajo son superiores tanto para
organismos silvestres como cultivados, respecto de cualquier otro estudio previo llevado a
cabo en la costa sur del Golfo de México. Aunque se hicieron pools de cinco organismos esto
no influyé en la deteccion de los virus en cuestién, dada la alta sensibilidad de la prueba de
PCR (que detecta a partir de 40 ng). De conformidad con los resultados obtenidos, las
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poblaciones silvestres de camaron rosado, rojo, café, blanco, de roca y siete barbas; asi como
los camarones blancos del pacifico cultivados, no se detectaron la presencia de TSV, YHV y
WSSV. Sin embargo, existen resultados publicados por Guzman-Séenz et al. (2009), que
identificaron la presencia de TSV en camarones silvestres P. aztecus (4/59) y P. setiferus

(4/121) en la Laguna Madre, Tamaulipas. Estado no contemplado en esta tesis.

El presente trabajo se enfoco en el sur del Golfo de México desde Boca del Rio, Veracruz
hasta Yalahau, Quintana Roo, con las especies de P. duorarum, P. brasiliensis, P. aztecus,
P. setiferus, X. kroyeri y S. brevirostris y el cultivado P. vannamei en Veracruz, Tabasco,
Campeche y Yucatan. En ningun caso se observaron cuerpos de inclusion mediante histologia
y la prueba de PCR result6 negativa en los camarones silvestres y los virus WSSV, TSV y
YHYV en los camarones cultivados. Esto concuerda con los resultados de Chavez-Sanchez et
al. (2002), quienes realizaron un estudio en el Golfo de México desde Tamaulipas hasta
Campeche con camarones silvestres de las especies P. aztecus, P. duorarum, P. setiferus y
el camardn blanco P. vannamei cultivado en Tamaulipas. Histologicamente estos autores no
observaron inclusiones virales en 688 organismos. Sin embargo, en dos camarones, ambos
del estado de Campeche (uno de Isla Arena y otro en Champotdn respectivamente),
observaron la posible presencia de cuerpos de inclusion de WSSV. No obstante las pruebas
de hibridizacion in situ y PCR fueron negativas. Con estos resultados se puede afirmar que
hasta el momento no se detecta la presencia de los virus TSV, WSSV y YHV en los estados

de Yucatan y en la Laguna de Yalahau, Quintana Roo.

En los pocos estudios que se han realizado en el Golfo de México incluyendo los de esta
tesis, los virus Asiaticos YHV y WSSV no han sido detectados. Con respecto al virus de la
Cabeza Amarilla (YHV) es considerado muy virulento por las altas mortalidades que ha
ocasionado. Nunan et al. (1998), mencionan que en 1995 los Estados Unidos import6
118,888 toneladas de camardn congelado de seis paises asiaticos, en los cuales estan

presentes los virus YHV y WSSV siendo este el mecanismo de introduccion de estos virus.

En este trabajo se descarta la posibilidad de la existencia del virus TSV en los tiempos de

muestreo. Aunque no se detectd y los tamafios de muestras fueron representativos existen
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autores que confirman TSV en el Golfo de México. Guzméan-Saenz et al. (2009) reportan la
presencia de TSV en camarones silvestres P. aztecus (4/59) y P. setiferus (4/121) en la
Laguna Madre, Tamaulipas, mientras que Erickson et al. (2002), mencionan que hubo TSV
en Yucatan. Sin embargo, en ningin momento se aclara en el texto si el virus fue detectado
en poblaciones silvestres o cultivadas o cual fue el tamafio de la muestra. Una posible causa
para la no deteccion puede ser que los lotes introducidos a las granjas muestreadas estuviesen
libres de TSV. Estos hechos y los resultados negativos obtenidos en el presente estudio.

Es probable que existan diferentes cepas de TSV ya que por ser ARN virus son mas
inestables. Esto a su vez, puede afectar la virulencia de la enfermedad. Al respecto, Overstreet
et al. (1997) reportaron que los camarones cultivados son mas susceptibles a factores
ambientales tales como temperatura y salinidad dando lugar a posibles variedades de TSV.
Erickson et al. (2002), encontraron que el virus de TSV puede tener cambios (un 98%
homologo) en la estructura proteinica entre los virus detectados en camarones de Hawai y en
México (Sonora y Sinaloa). Zarain-Herzberg et al. (2003) al igual menciona que existe una
alta probabilidad en la mutacion de este virus. Aparentemente su estructura difiere de acuerdo
a las condiciones ambientales ocasionando una variedad de manifestaciones clinicas. Sin
embargo, es necesario realizar mas estudios sobre su caracterizacién molecular a fin de ser

conclusivos acerca de la presencia 0 ausencia de este virus en el sur del Golfo de México.

En este capitulo se detectd el virus PstDV1 en camarones silvestres P. duorarum, P. aztecus
y X. kroyeri y cultivados P. vannamei. Por la baja virulencia comparado con YHV, WSSV y
TSV, el virus PstDV1 es poco estudiado y préacticamente aceptado entre los acuacultores. Sin
embargo, Lightner et al. (1983) mencionan que las pérdidas causadas por este virus son de
aproximadamente del 50%. Aunque no ocasiona la muerte a los camarones P. vannamei pero
si el sindrome de la deformidad, esto provoca pérdidas econdmicas a los acuicultores.
Ademas, es necesario tener una vigilancia permanente para evitar la dispersion de este virus
a través de la venta de larvas o postlarvas. Desafortunadamente, como mencionan Sanchez-
Paz et al. (2010), no se le da importancia a la presencia de PstDV 1 por las nulas mortalidades

en el camarén blanco.
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En este trabajo en el muestreo anual de la granja de Yucatan durante diciembre de 2001 a
noviembre de 2002 se detectd PstDV1 en los meses de marzo, abril, junio, julio, agosto,
septiembre y octubre. Posiblemente en el resto de los meses no salieron positivos debido a
que como se hicieron pools de los cinco camarones se haya tomado partes no infectadas.
Claramente, como la prevalencia depende del nivel de deteccidn de la prueba (sensibilidad
del diagnostico), entre mas camarones se incluyan en los pools, mayor probabilidad habré de
diluir el virus y menor posibilidad de detectarlo. Al respecto, Motte et al., (2003), realizaron
un estudio para conocer la prevalencia de PstDV1 en Ecuador y Panama siendo esta de 47 y
63 % respectivamente. Mencionan que en la provincia de Manabi en Puerto Cayo la
prevalencia fue del 20%, y lo atribuyen a la carencia de granjas en esta area. De acuerdo con
Macias-Rodriguez et al. (2014) mencionan que puede mantenerse los virus PstDV1 y WSSV
viables en vertebrados e invertebrados que se encuentran en los alrededores de las granjas
donde se cultiva camarones a lo largo de la costa del pacifico de México y que existe

evidencia que puede estar presente en jaibas azules, camarédn blanco y café.

En este trabajo no se observaron inclusiones virales en los camarones estudiados. Una posible
explicacion a este hecho radica en los bajos niveles de infeccion de este virus en los
camarones, lo que puede hacer no detectable por la técnica presuntiva. Bell y Lightner (1984),
realizaron infecciones experimentales con virus de PstDV1 a diferentes tallas de camarones
para evaluar la expresion de la enfermedad y encontrar cuerpos de inclusion por métodos
histoldgicos. Estos autores encontraron tres fases de respuesta del virus. La primera que se
requiere de un periodo de incubacion en el cual son niveles extremadamente bajos o latentes
que no producen signos clinicos (aproximadamente 40 mg de peso). La segunda fase se
presenta con un crecimiento exponencial (entre los 60 y 120 mg de peso). En la tercera fase
donde se pueden observan inclusiones virales, es cuando se asintotiza el crecimiento viral y
en promedio ocurre a los camarones de 20 g. Los camarones que sufrieron dafio severo fueron

aquellos de 0.1 a 3.7 g a partir de la segunda semana de haber sido infectados.

Esto coincide con lo sugerido por Lotz (1997), quien menciond que la dispersion del virus
esta influida directamente por las rutas de transmision o practicas de cultivo. La transmision,

puede ser horizontal (ingestion de organismos infectados) o vertical (huevos). Motte et al.
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(2003) mencionan que la transmision vertical es un factor crucial en el incremento de las
prevalencias de PstDV1 en camarones cultivados, ya que una hembra infectada contiene entre
2.5 a 25 millones de moléculas ADN virus/ml de hemolinfa. Al desovar se estima que en
nauplio Il contiene entre 100 y 10,000 moléculas del virus, incrementandose 100 veces mas
en nauplio V. Ademas, esta hembra infectada no solo produce nauplios de mala calidad si no

que cuantitativamente produce 25% menos.

Lightner (1996), realizo infecciones experimentales con el virus de PstDV1, a especies P.
aztecus, P. duorarum y P. setiferus, y encontrd que este virus no provoca efectos nocivos a
estas especies. Aungue no existen trabajos sobre infecciones experimentales de este virus en
el camardn rojo P. brasiliensis y dadas sus semejanzas ecoldgicas y fisiologicas con los

camarones café y rosado, se esperaria el mismo resultado.

Lo méas importante es determinar la distribucion de la infeccion en la granja, y para ello una
alternativa para abatir costos seria el desarrollar tecnologia local con igual sensibilidad y
especificidad que los Kits de diagndstico comerciales, y poner especial énfasis en el
diagnostico de hembras maduras para disminuir la transmision a las crias. Diferentes autores
han hecho propuestas para la prevencién y monitoreo de este virus como Carr et al. (1996).
Este autor ha propuesto desarrollar un programa con camarones libres de infeccién (SPF) en
el que se requieren monitoreos rutinarios y muestreos periédicos. Sin embargo, esto implica
un elevado costo de mantenimiento debido al uso de diagnosticos seroldgicos o técnicas de
biologia molecular como la PCR. Sin embargo, a pesar de ser esta prueba rapida y de relativo
facil proceso, el problema es su costo. Poulos et al. (1994) ha propuesto la estandarizacion
de los métodos de ELISA e Inmunoblot. Sin embargo, estos s6lo son capaces de detectar el

virus en muestras frescas y no en congeladas.

Una alternativa mas es investigar infecciones conjuntas. Al respecto, Tang et al. (2003),
encontraron que los camarones azules P. stylirostris infectados previamente con PstDV1,
desarrolla una resistencia a WSSV, ocasionando una supervivencia de 28 a 90%. Esta
variacion puede estar relacionada con los diferentes niveles de infeccion de PstDV1 y las

variaciones en los factores fisicoquimicos.
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Aunque hasta el momento no existe la evidencia de la presencia de TSV, YHV y WSSV en
la region, existe el riesgo potencial de que estas enfermedades puedan aparecer en esta zona
del Golfo de México, por el numero de lotes de postlarvas para engorda que se introducen

afio con afio a las granjas que se encuentran en los cinco estados involucrados.

Por lo antes expuesto en el Sur del Golfo de México se sugiere realizar un estudio de analisis
de riesgo. Este proceso consta de cuatro etapas: a) identificacion del peligro, el cual consta
de la elaboracién de un listado de los agentes (virus en este caso), que estan asociados al
organismo en cuestion y determinar si el agente existe 0 no en el pais o zona de origen b)
evaluacion del riesgo, es decir cual es la probabilidad de ingreso del agente, la exposicion
del patégeno en el lugar de destino, las consecuencias que ocasionaria el patdgeno y
finalmente la estimacion del riesgo; ¢) manejo del riesgo, el cual consiste en comparar el
resultado obtenido en el analisis de riesgo con el nivel adecuado de proteccidn establecido
en el pais mediante los acuerdos tomados en la Organizacion Internacional de Epizootias, y
finalmente d) la comunicacion del riesgo, la cual debe ser multidireccional hacia todos los
sectores involucrados (OIE, 2013; 2018).
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CAPITULO 6 Discusion General

El objetivo principal de esta tesis fue determinar la dindmica espacio-temporal de los
parasitos de los camarones silvestres y cultivados, asi como los dafios histoldgicos

producidos por estos a sus hospederos.

Los resultados de este trabajo demostraron que la intensidad promedio de los helmintos y la
abundancia estimada de los protozoarios en los camarones cultivados y silvestres, presentan
diferencias entre épocas del afio y localidades. Asimismo, se demostré que la temperatura
produjo diferencias significativas en la Abundancia estimada de los protozoarios

ectocomensales presentes en los camarones cultivados.

De igual manera se detectd en camarones cultivados en Veracruz, Tabasco y Yucatan, la
presencia del virus PstDV1. En muestras obtenidas en una granja de Yucatan, este virus, se
identifico en siete de los 12 meses muestreados. Asimismo a los camarones silvestres P.
aztecus y X. kroyeri, resultaron positivos a este virus en el puerto de Dos Bocas y Paraiso en
la costa de Tabasco. Otras especies en las que se detecto el virus en cuestion fueron P. aztecus
y P. duorarum en el puerto de Barra de dos bocas y en Barra Chiltepec, Paraiso, Tabasco.
Cabe aclarar que durante el analisis de las muestras, no se detectaron dafios histologicos

aparentes.

En lo que se refiere a los helmintos podemos afirmar que los cestodos son el principal grupo
que parasitan el hepatopancreas a los camarones silvestres. De acuerdo con Hochberg (1990)
los cestodos de esta familia se encuentran en etapas larvales en el hepatopancreas y actlan

como hospederos intermediarios.

Cuando se encuentran muchos cestodos en un solo camaroén, tal vez podrian llegar a afectar
la tasa de supervivencia o crecimiento de las poblaciones silvestres infestadas ya que se
encuentran en la glandula digestiva y no permita una asimilacién correcta de los nutrientes.
(Morales y Cuellar-Anjel 2014).
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Otro grupo de hospederos intermediarios de los camarones detectado fueron los trematodos
de los géneros Opecoeloides y Helicometrina, los cuales se encuentran en forma de
metarcercarias enquistados principalmente bajo el exoesqueleto, sin presentar signos clinicos
(Morales y Cuellar-Anjel 2014).

Los ectocomensales utilizan a los camarones como sustrato para adherirse, Lightner, (1996),
pero si la colonizacion es excesiva cuando se adhieren a las branquias o en los apéndices
locomotoras principalmente en fase larvaria pueden competir por el oxigeno disuelto y
pueden ocasionar una alta mortalidad (Morales y Cuellar-Anjel, 2014). Esta hip6tesis no se
ha comprobado y se requeriria desarrollar los protocolos para comprobarlas y determinar si
la abundancia de estos organismos afecta el crecimiento, asimilacion de nutrientes o la
supervivencia de los camarones, hasta el momento, la presencia de estos organismos en los

camarones silvestres, no revel6 dafio histoldgico aparente.

En lo que respecta al capitulo 4, se determiné que P. vannamei fue colonizado por tres
especies de protozoarios ectocomensales, dos de la subclase Peritricha (Epistylis sp. y
Zoothamnium penaei) y una de la clase suctoria (Acineta tuberosa). Durante la época de
lluvias Z. penaei fue significativamente diferente, present6 una mayor prevalencia y
abundancia estimada en épocas de lluvias, sin embargo en las épocas de nortes y secas, no
hubo diferencias significativas. Asimismo se determind una correlacion positiva con la

variable temperatura.

En todos los cultivos y sistemas de produccion son determinantes las buenas practicas. La
baja calidad del agua y las altas densidades de siembra en los estanques favorecen mayores
infestaciones de ectocomensales, los sistemas de cultivo donde se colectaron las muestras
algunas no presentaban buenas practicas, lo que de acuerdo con Morales y Cuellar-Anjel,
(2014), pueden ocasionar la mortalidad después de una manipulacion (muestreo o

transferencia).
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Los virus son los agentes infecciosos mas importantes a escala mundial, debido a los dafios
sistémicos en los organismos infectados y econdmicos en las unidades de produccion. Es por
eso que resultados més relevantes de esta tesis estan el capitulo 5, ya que se la presencia de
PstDV1 en el camaron blanco P. vannamei cultivado en los meses abril, mayo, junio, julio,
agosto, septiembre y octubre de 2002. Y en granjas de los estados de Veracruz, Tabasco y
Yucatan en un muestreo durante 2013. Estos resultados se obtuvieron con un tamafio de
muestra con 95% de confiabilidad. Con respecto a los camarones silvestres se registrd
PstDV1 en P. aztecus y X. kroyeri en el puerto de Dos Bocas, Paraiso, Tabasco, en P. aztecus

y P. duorarum en el puerto de Barra de dos bocas y en Barra Chiltepec, Paraiso, Tabasco.

En los organismos de las especies P. brasiliensis, P. duorarum y P. vannamei, que fueron

recolectados como muestra no se identificd ninguno de los viruis analizados.

De acuerdo con Peeler (2012), el crecimiento de la camaronicultura ha disminuido debido a
emergencias causadas por numerosas enfermedades graves, las cuales se han diseminado
rapidamente a través del mundo. Flegel (2012), menciona que aproximadamente el 60% de
las enfermedades de los camarones son de origen viral, para P. vannamei. Por otro lado las
unidades de produccidon acuicola mantienen un intercambio permanente con el medio para
mantener la calidad del agua, Buchman (2011) menciona que los organismos gque escapan
pueden ser un reservorio de enfermedades que afectan a las poblaciones silvestres. Un
ejemplo de esto es el virus de la mancha blanca (WSSV) se ha demostrado que permanece
viable en organismos silvestres que se encuentran en los ambientes contiguos a las granjas
donde se cultiva camarones a lo largo de la costa del Pacifico mexicano, en jaibas azules y
camarén blanco se encontrd con una prevalencia de 3.6% (Macias-Rodriguez et al., 2014).
Wakida-Kusunoki et al. (2011) mencionan que en la Laguna Carmen, Pajonal y Machona en
el estado de Tabasco entre las especies exoticas encontradas reportan al camarén blanco del

Pacifico Penaeus vannamei, especie introducida a las granjas de camaron para su cultivo.

Se sabe que la introduccion de organismos vivos no certificadas genera un alto riesgo para la
diseminacion de las enfermedades, Motte et al. (2003) mencionan que la transmisién vertical

es un factor crucial en el incremento de las prevalencias de PstDV1 en camarones cultivados,
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ya que una hembra infectada contiene entre 2.5 a 25 millones de moléculas ADN virus/ml de
hemolinfa. Al desovar esta se estima que en nauplio Il contiene entre 100 y 10,000 moléculas
del virus incrementandose 100 veces méas en nauplio V. Ademas, esta hembra infectada no
solo produce nauplios de mala calidad si no que cuantitativamente produce 25% menos

nauplios.

Los principales vectores para la diseminacion de los patdgenos referidos, en el medio natural,
son los hospederos introducidos al medio natural durante el proceso de recambio de agua en
los estanques de cultivo, asi como las especies susceptibles los patdgenos que se encuentran
en las inmediaciones de las unidades acuicolas donde se producen las descargas de los
efluentes. Morales-Covarrubias et al. (1999); reportaron la presencia de PstDV1, en
camarones adultos silvestres del P. vannamei y P. stylirostris en el norte del Golfo de

California frente al estado de Sonora, México con una prevalencias entre el 56 y 86%.

El estudio de las enfermedades en los organismos silvestres ayudaria a comprender con
mayor facilidad la presencia de los patdgenos en los organismos cultivados, ya que se ha
documentado que las poblaciones silvestres pueden tolerar prevalencias mas altas segun
Messick (1994) menciona que prevalencias del 100% en los cangrejos azules no causan
declive en la poblacion silvestre. Pero si el equilibrio del entorno ecol6gico, ambiental se
rompe alteran potencialmente la prevalencia e infeccion de patdgenos en los crustaceos
silvestres (Stentiford et al. 2012).

Stentiford et al. (2001), afirmaron que la presion pesquera altera la estructura de los stocks
los cuales ya han llegado a su captura méxima sostenible y no hay forma o cabida para
aumentar las pérdidas por enfermedades, pero se desconoce el verdadero impacto de estas,
debido a esto se requiere de una colaboracién mas estrecha entre los biélogos pesqueros y
epidemiologos para realizar programas de muestreo, para tener una mejor comprension del
papel de la actividad pesquera sobre la estructura de las poblaciones y la influencia de las
enfermedades y si estas han aumentado la mortalidad natural y esta generara una caida mayor

de pesca.
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Es por eso que es importante seguir monitoreando las poblaciones silvestres del Golfo de
Meéxico, para poder llegar a establecer una relacion entre el status sanitario de las poblaciones
silvestres de camarén y su baja produccién pesquera de altura. Que no obstante las
temporadas de veda implementadas mantiene la misma tendencia a mantenerse baja. Es
importante enfocar trabajos para definir si las enfermedades virales que han dafiado la
produccion acuicola y que se encuentran presentes en las poblaciones silvestres son un factor
que pudiera ser determinante en la falta de recuperacion de los niveles de produccion

pesquera.

89



CAPITULO 7 Conclusiones
Basados en las evidencias obtenidas hacemos las siguientes conclusiones con

respecto a P brasiliensis:

e Los helmintos que parasitan a P. brasiliensis fueron: el céstodo Prochristianella

hispida y los trematodos Opecoeloides fimbriatus y Helicometrina nimia

e Se demostrd que existen variaciones espaciotemporales con respecto a los parametros
epidemioldgicos prevalencia, y grado de infestacion de cestodos y trematodos en los

camarones P. brasiliensis.

e La prevalencia de cestodo Prochristianella hispida en Chabihau fue

significativamente diferente, con respecto a las otras tres localidades estudiadas.

e Elgrado de infestacion de P hispida, en las localidades estudiadas fue igual en lluvias
y nortes, pero fue significativamente diferente en época de secas. Y fue

significativamente diferente entre las cuatro localidades estudiadas

e EI trematodo Opecoeloides fimbriatus. solamente se encontré en los camarones
colectados en Ria lagartos y Yalahau y su prevalencia fue igual en ambas localidades,

en las tres épocas del afio referidas en este estudio.

e Los protozoarios ectocomensales encontrados en P. brasiliensis fueron:
Zoothamnium penaei, Epistylis sp., Acineta tuberosa y una gregarina no identificada

(Gregarinidae gen. sp.).

e Existe variacidn espaciotemporal de los parametros epidemioldgicos (prevalencia, y

abundancia relativa) con respecto a los epicomensales encontrados en P. brasiliensis.

e Existen diferencias significativas en abundancia relativa de Z. penaei y Epistylis sp,

entre los camarones P. brasiliensis, capturados en Ria Lagartos y Yalahau.
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La prevalencia de Z penaei, fue significativamente diferente en las tres localidades

en las tres épocas del afio consideradas.

La mayor prevalencia de Epistylis sp. presentd en época de nortes en las tres

localidades que considerd este estudio.

Acineta tuberosa, se registrd en las tres épocas del afio en las tres localidades sin

presentar diferencias espaciotemporales en cuanto a su prevalencia.

Se identifico la presencia de una gregarina (Gregarinidae, Gen sp.), en Ria lagartos
y Yalahau, asimismo su abundancia relativa fue significativamente mayor en época

de lHuvias.

La prevalencia de Apostoma sp, fue significativamente mayor en Ria lagartos en

época de lluvias en Ria lagartos.

La abundancia relativa de Apostoma sp, no presentd diferencias significativas

espaciotemporales.

De conformidad con los resultados obtenidos hacemos las siguientes conclusiones con

respecto a Penaeus duorarum:

La prevalencia de P hispida no presento diferencias significativas espaciotemporales.

En la localidad de Sisal la prevalencia de P hispida fue cero.

La infestacion promedio de P hispida fue significativamente diferente entre las tres
épocas.

Los ectocomensales encontrados en P duorarum fueron: Z penaei y Epistylis sp.

La prevalencia de Z penaei fue significativamente diferente en Celestln Sisal en las

tres épocas consideradas en este estudio.
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La abundancia relativa de Z penaei fue significativamente diferente entre Celestin y

Sisal.

o Epistylis sp, solo se identificd su presencia en época de nortes y secas en
Celestin. Presento diferencias significativas espaciotemporales en cuanto a las

variables epidemioldgicas de abundancia relativa y prevalencia en P duorarum.

De conformidad con los resultados obtenidos hacemos las siguientes conclusiones con

respecto a Penaeus vannamei

En los camarones P. vannamei cultivados, se encontré durante un ciclo anual de
cultivo tres especies de protozoarios, Epistylis sp., Zoothamnium penaei y Acineta
tuberosa.

existe una correlacion entre la abundancia estimada de los ectocomensales y la

temperatura del agua

En los camarones cultivados en algunas granjas de Veracruz, Tabasco y Yucatan se

detecto la presencia del virus PstDV1. Tienes que identificar las granjas
Se identifico la presencia del virus PstDV1 en los camarones silvestres P. aztecus y
X. kroyeri en el puerto de Dos Bocas, Paraiso Tabasco, en P. aztecus y P. duorarum

en el puerto de Barra de dos bocas asi como en Barra Chiltepec y Paraiso Tabasco.

En ninguna de las muestras analizadas se observaron dafios histologicos causados las

parasitosis analizadas en los camarones motivo de este estudio. .
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CAPITULO 8 Perspectivas

La especie de camaron, més cultivada a escala global es el camarén blanco del Pacifico P.
vannamei (Lightner et al., 2012), y durante el proceso de desarrollo y crecimiento de su
cultivo en los afos 80tas y 90tas, fueron movilizados practicamente de manera irrestricta, lo
que contribuyo a la difusion de agentes patdgenos altamente virulentos como fue el caso de
mancha blanca y cabeza amarilla en Asia y PstDV1 y Taura en América (Lightner, 1996).

No obstante que ya existen regulaciones internacionales y nacionales para la movilizacion de
organismos, persisten los riesgos en la introduccion de organismos exoticos. En los estados
que colindan con el Golfo de México se ha promovido el cultivo del camardén blanco del
Pacifico P. vannamei, aumentando el nimero de granjas y por ende el nimero de hectareas
a cultivadas. Pero se desconoce si esto ha generado un impacto sanitario en las poblaciones
de crustéceos silvestres que habitan cerca de las desembocaduras de las granjas y tampoco

se conoce a los patdgenos que infectan a los camarones en la region.

Es conveniente mencionar que el INAPESCA comenz6 la compilacion de informacién del
estado sanitario de estas poblaciones silvestres y cultivadas para aportar datos concretos que
coadyuven en la toma de decisiones en materia de bioseguridad acuicola. Sin embargo, ain
no se han desarrollo protocolos que permitan evaluar la susceptibilidad de los organismos
silvestres a los virus PstDV1, WSSV, TSV, YHV e IMNV, que se han presentado en

camarones cultivados a nivel mundial.

Es conveniente presentar a los tomadores de decisiones de manera clara las aportaciones
cientificas que permitan generar, revisar y actualizar la normatividad local en materia de
bioseguridad, asi como evaluar los resultados de la implementacion del plan estratégico
2016-2020 de la OIE, en lo referente a movilizacion de organismos

Un campo en el ambito cientifico que se tiende a desarrollar a escala global son los sistemas

multitroficos integrados, ya que son amables con el ambiente y bioseguros.
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