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INTRODUCCION 2

La camaronicultura es una industria de importancia mundial, en la actualidad su
produccion en el mundo es superior a las 700,000 toneladas de camaron (Unzueta,
2000). En América Latina, esta actividad ha crecido principalmente en las dos ultimas
décadas (Lightner, 1992). En México, la camaronicultura ha sido favorecida por la
diversidad de condiciones geograficas y climaticas predominantes en el pais, donde ei
estado de Sinaloa destaca como mayor productor en el cultivo de camarén; este estado
cuenta con 163 granjas (75% del total nacional) que producen 11,000 toneladas

meétricas anuales (65% del total nacional) (Rosenberry, 1997).

Sinaloa por su gran extensién territorial de aproximadamente 58,092 km. (Olea,
1975), dedicado en parte a la camaronicultura es un estado principalmente agricola con
una gran exportacion de productos agricolas a nivel nacional y tiene el primer lugar en
produccion de tomate, soya, arroz, chile, cartamo y otros productos agricolas. Esta
importancia a nivel nacional se ha logrado en base a una agricultura tecnificada con un
intensivo uso de plaguicidas y otros agroquimicos cuyos residuos son arrastrados por
escurrimientos continentales y drenes agricolas hasta los esteros, lagunas costeras y
bahias donde crece y se captura el camardn (Galindo, 1992; Rosales et al., 1985). En la
camaronicultura es indeseable un ambiente contaminado ya que este puede reducir los
niveles de produccion (Couch, 1978). El efecto de contaminantes sobre los camarones
de cultivo puede ocasionar alteraciones nocivas tales como reduccion en la tasa de
crecimiento, supresion del sistema inmune y aumento en la susceptibiidad a
infecciones bacterianas y virales (Ratcliffe, 1985; Malins y Ostrander, 1991). La
contaminacion es posiblemente uno de los agentes de mayor impacto sobre el cultivo

del camar6n (Paez et al., 1998).

Los camarones peneidos son mas sensibles a los efectos toxicos de los
plaguicidas, comparados con los peces y los moluscos (Couch, 1985; Juarez y
Sanchez, 1989). Esto es debido a su relacion filogenética con los insectos. En particutar
los compuestos organofosforados han demostrado ser mas toxicos para los camarones
que otros plaguicidas (Buther, 1996), incluso los estadios larvales de los crustaceos,

pueden ser aun mas sensibles a los insecticidas que los organismos adultos (Juarez y

Desarrollo de un bafio infeccioso de Vibrio parahemoliticus en Juveniles de
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INTRODUCCION 3

Sanchez 1989). El principal efecto de los plaguicidas organofosforados, es la
neurotoxicidad y en casos extremos la mortalidad directa. EI mecanismo de accion de
estos insecticidas es la inhibicion de la actividad acetilcolinesterasa (AChe), la cual
altera la funcidn nerviosa, por la acumulacidbn de acetilcoiina de la membrana

postsinaptica (Lundebye et al., 1997; Tusaro4 et al., 1999).

Los organismos patogenos, y la presencia de factores estresantes pueden
desencadenar el desarrollo de infecciones en los organismos acuéticos (Pillay, 1992;
Overstreet et al., 1997). La principal causa de pérdidas econdmicas en la acuicultura
son las enfermedades, y las de origen bacteriano son fas mas significativas. La vibriosis
es una de las enfermedades mdas comunes en crustaceos (Park et al. 1991). Las
bacterias del género Vibrio forman parte de la microflora normal de los camarones
peneidos silvestres y de cultivo siendo encontradas en et tracto digestivo; branquias y
cuticula (Lighner, 1993) y ocasionaimente en hemotinfa (Gémez Gil et al., 1998).
Debido a que son parte de la microflora de camarones sanos y también son
responsables de brotes de enfermedad, los vibrios se consideran patégenos
oportunistas. La vibriosis puede afectar todos los estadios larvales, juvenil y adulto de
los camarones. Las infecciones algunas veces se pueden originar a través de heridas,
debido a la muda del organismo o por medio de la ingestion de bacterias presentes en
el detritus, por camarones enfermos o por particulas en el alimento. Ef manejo y un
buen control del cuitivo del camarén son de vital importancia para reducir el probable

desarrollo de vibriosis o de otras enfermedades de tipo bacteriano (Brock y Main, 1993).

En el presente trabajo se planteé evaluar el efecto de un bafio de Vibrio
parahaemolyticus como un agente infeccioso y la interaccion con un agente no
infeccioso, causante de estrés, un plaguicida organofosforado, metilparation. En este
sentido se pretende evaluar la mortalidad o efecto de estos dos agentes, causantes de
estrés e infeccioso a través de un bafio para el camardn blanco Litopanaeus vannamei,

y asi proponer nuevas técnicas de infeccién de estos crustaceos a nivel laboratorio.

Desarrolio de un bafto infeccioso de Vibrio parahemoliticus en Juveniles de
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ANTECEDENTES 5

El cultivo de camaron se ha desarrollado en los Gltimos afios como una industria
masiva, principalmente en los paises que bordean los Océanos Pacifico e Indico. Esta
industria se ha encontrado con diversos problemas, siendo el mayor de ellos, las

enfermedades (Alderman y Hastings 1998).

La camaronicuitura cada vez contribuye mas a la actividad acuicola en el mundo.
En 1991, et 28% de la cosecha mundial de camarén, fue generado por ia acuicultura
(Weidner y Rosenberry, 1992). El crecimiento de la produccion y demanda del camaron
por la acuicultura en todo el mundo ha sido muy importante, de 90,000 toneladas en
1980, a casi 660,200 toneladas en 1997. En el hemisferio oriental, ia produccion
estimada de camarén fue de 462,000 toneladas, es decir 70% del total mundial en
1997, aunque con un decremento del 11%. Esta reduccion fue debida a la ocurrencia
de enfermedades (Rosenberry, 1997). La produccion camaronicola en Asia
experimentd un retroceso en los afios 1994, 1995 y 1996, debido a las enfermedades
(Rosenberry, 1997).

Desarrollo de un bano infeccioso de Vibrio parahemoliticus en Juveniles de
Litopenaeus vannamei usando como factor estresante el organofosforado metilparation.
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2.1. CAMARONICULTURA EN MEXICO.

En América, la camaronicultura ha crecido principalmente en los Gltimos 30 afios,
hasta convertirse en una industria importante que contribuye con cantidades
significativas de camarén en el mercado a nivel mundial (Lightner, 1992). En
Latinoamérica, la tasa anual promedio de crecimiento de la producciéon de camarén es
de 11.06% (Martinez y Pedini, 1996).

E! desarrollo camaronicola en México se ha concentrado béasicamente en los
estados del noroeste, que reunen un total de 268 granjas camaroneras cubriendo una
superficie de 25,477 ha. donde, en Sinaloa operan 153 granjas camaroneras, siendo
este estado el principal productor con una produccion anual de 10,256 toneladas de
camarén (Anonimo, 1996). Esta actividad se ha desarrollado desde los 70°s, teniendo
como especie principal de explotacién el camarén blanco del Pacifico Litopenaeus

vannamei, seguido del camaron azul Litopenaeus stylirostris, (Mazari, 1999).

Aunque la produccién de camardén cultivado en México ha demostrado un
crecimiento sostenido desde 1984 al 2000, durante 1995-1996 se registré un descenso
drastico en la produccidn de camardn, particularmente en Sinaloa de 10,471 ton/ha '
para 1995 a 7,763 ton/ha ' debido a enfermedades (SAGARPA, 2001).

lLa industria camaronicola en general, se ha visto afectada durante los Gltimos
afos en todo el mundo por enfermedades de diferentes origenes y en todas las fases
de cultivo. Se han detectado enfermedades causadas por bacterias, virus y hongos, asi
como enfermedades relacionadas con factores nutricionales, o bien como resultado del

mal manejo en las instalaciones (Figueras, 2000).

Las bactenas juegan un papel muy importante en el desarrollo de enfermedades
en el camardn, ya que una amplia variedad de ellas forma parte de la flora microbiana
normal, tanto del camaron cultivado, como del camaroén silvestre, sin embargo, cuando

se presenta un desequilibrio en las condiciones de cultivo o el camarén se encuentra
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ANTECEDENTES 7

bajo factores de estrés, las bacterias, por su caracter oportunista, pueden causar serias
enfermedades a los camarones, teniendo fuerte impacto sobre la productividad en las

granjas y por ende en su economia (Unzueta, 2000).

Varias especies de bacterias estan implicadas como agentes causantes de
infecciones y enfermedades en el camaron peneido; las bacterias del género Vibrio son

las mas frecuentes (Lightner 1988).

No se sabe cuales especies de Vibrio son las mas patogenas, ya que la habilidad
para causar enfermedad, varia ampliamente dentro de las especies. Sin embargo,
algunas cepas de Vibro pueden generar enfermedades en presencia de ligeras
condiciones ambientales adversas, otras cepas pueden infectar al camardn cuando esta

severamente dafiado (Chanratchakool et al., 1998).

El impacto negativo de las enfermedades bacterianas en el camardn comenzo a
ser reconocido con la llegada de la acuicultura intensiva. Ain cuando mucha gente
considera a los virus como los agentes infecciosos mas importantes en el cultivo de
camaron por los limitados medios de control con que se cuenta, las enfermedades
bacterianas son responsables de altas mortalidades, tanto en las poblaciones silvestres

como en las cultivadas (Lavilla-Pitogo, 1995).

La mayoria de los reportes de infecciones bacterianas parecen presentarse por
bacterias oportunistas mas que por un patogeno especializado, y la frecuencia de {as
infecciones es mas alta en cultivos intensivos y condiciones ambientales adversas (Bell
y Lightner, 1992). Los vibrios oportunistas, pueden establecerse debido a factores que
incluyen a otras enfermedades infecciosas (Brock y Lightner, 1983, 1990), y
nutricionales (Lightner, 1985, 1988; Baticados, 1988).
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2.2. GENERO Vibrio.

El género Vibrio pertenece a la familia Vibrionaceae descrita por Veron en 1965
(Baumann y Schubert, 1984). La decisi6on de formar este género se basa en estudios
genéticos, bioquimicos e inmunoldgicos. Estas bactenas se multiplican en un tiempo de
9 a 15 minutos, la temperatura optima de crecimiento varia considerablemente, todas
crecen a 20°C y la mayoria a 30°C, tolerando condiciones alcalinas moderadas de un
pH de 9, D-glucosa y otros carbohidratos que son carbonizados con produccion de
acido. El Bergey's Manual on Systematic Bacteriology (1984), los describe como
bastones rectos o curvados, Gram negativos, anaerobios facultativos, méviles, por
medio de flagelos polares, no formadores de esporas, quimio-organétrofos, oxidasa
positivos sensibles al agente vibriostatico (0/129), no desnitrifican o fijan nitrégeno
molecular; necesitan sodio para su crecimiento y generalmernte requieren de 2 a 3% de
NaCl para crecer. Un gran numero de especies forman colonias convexas, lisas,
blancas cremosas con bordes enteros en medio de agar de soya tripticaseina (TSA). En
algunas especies pueden darse algunas variantes en la morfologia de las colonias -
particularmente después de repetidos cultivos y almacenamientos en medios mas
complejos (Montoya, 1992; Solis, 1996).

€l género Vibrio es capaz de crecer adecuadamente a distintas temperaturas y
concentraciones de cloruro de sodio, lo que indica su potencial para habilitar diferentes
medios acuaticos (Colwell, 1984; Roberts y Seidler, 1984). Los vibrios son
microorganismos que estan ampliamente distribuidos en el medio ambiente, son de vida
libre y forman parte de la flora autdctona de los sistemas estuarinos, marinos y de agua
dulce, y pueden encontrarse en asociacién con animales que viven en estos medios,

frecuentemente se han relacionado con camarones (Frerichs y Millar, 1993).

En los camarones peneidos se han reportado varias especies de vibrio como
responsables de enfermedades: V. anguillarum, V. alginolyticus, V. fluvialis, V. nereis, .
V. splendidus, V. tubiashii, V. Vulnificus, V. parahaemolyticus y V. harvery (Lavilla
Pitogo, 1995).
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Se ha confirmado la existencia de Vibrio spp, en la hemolinfa de camarones
debido al estrés causado por alta densidad en cultivo, mal manejo y muda (Lighter,
1988) e incluso en organismos aparentemente sanos formando asi parte de la flora
normal (Gémez Gil et al, 1998). Aparentemente los mecanismos de defensa del
camarén son capaces de controlar estas bacterias en cantidades pequefas, sin
embargo, si la invasion no es combatida exitosamente por las defensas del camaron,

ocurre una septicemia que puede matar al camarén (Lightner, 1988).

2.2.1. DESARROLLO DE VIBRIOSIS EN CAMARON DE CULTIVO Y EFECTOS
PRINCIPALES.

La vibriosis es una de las enfermedades mas comunes que afecta
indistintamente los estadios larvales, juveniles y adultos de camarones peneidos,
provocando mortalidades masivas, lo cual puede generar grandes perdidas econémicas
(Lightner et al,. 1992).

Las infecciones bacterianas en camarones bajo condiciones naturales y de
cultivo, pueden desarrollarse de tres maneras: las causadas por lesiones en la cuticula;
las provocadas por lesiones en la muda, pérdida de apéndices, y el desarrollo de

septicemias generalizadas (Brock y LeaMaster, 1992, Lightner, 1996, 1993).

En la septicemia, los o¢rganos comunmente afectados son: cuticula,
hepatopancreas, organo linfoide, glandula antenal, corazén y musculo estriado (Brock y
Main, 1995). Desde el punto de vista histopatolégico se observan areas extensas de
necrosis e invasién bacteriana en el organo linfoide con desarrolios de nédulos
hemoliticos melanizados; dichos nédulos estdn compuestos de una colonia bacteriana
en el centro, rodeada por una zona melanizada y multiples capas de hemocitos
encapsulados en colonias. Estos nédulos se desarrollan en fa mayoria de los 6rganos
afectados (Egusa et al., 1988; Brock y LeaMaster, 1992).

Desarrollo de un bario infeccioso de Vibrio parahemoliticus en Juveniles de
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2.2.2. SINTOMAS DE VIBRIOSIS.

Lightner (1988) describe los sintomas de vibriosis en larvas y postlarvas
tempranas de camardn; ocurre una melanizacion y necrosis en la punta de los
apéndices y/o la presencia de gran numero de bacterias tipo “swarming” visibles en el
hemocele de camarones moribundos. Los organismos afectados no se alimentan,

carecen de hilos de materia fecal y tienen el intestino vacio.

En camarones juveniles y adultos ios sintomas son un comportamiento que
puede inducir periodos de nado desorientado alternando con letargia y anorexia. Las
infecciones por Vibrio sp, son encontradas en la cuticula y apéndices con lesiones
localizadas de un color negro o café (debido a la melanina producida por los hemocitos
del hospedero, involucrados en el procese de inflamacion). Este sindrome es llamado la
enfermedad de las manchas cafés (black spot), el vibrio causa erosion en el caparazén
por la produccion de la enzima quitinasa, observandose una respuesta inflamatoria dell
hospedero.

La vibriosis septicémica e infecciones internas se pueden diagnosticar por
diversos sintomas clinicos, los camarones afectados frecuentemente presentan
sintomas generalmente de estrés severo, tales como opacidad del masculo abdominal,
anorexia, expansion de cromatéforos, especialmente negros o pardos (Lightner, 1993)
sobre la superficie dorsal, o que causa una pigmentacion ligeramente mas obscura en

camarones afectados.

2.2.3. DIAGNOSIS DE VIBRIOSIS.

La vibriosis se puede diagnosticar por presencia de nimeros altos de vibrios en
la hemolinfa (mas de 1000 ml ). El aislamiento de Vibrio sp, en muestras de tejidos o
hemolinfa debe ser realizado asépticamente a partir de camarones moribundos. Las

muestras deben ser sembradas en medios de cultivo como agar tiosulfato, citrato, sales
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biliares sacarosa (TCBS) o agar soya tripaicasa (TSA) este ultimo suplemento con 2.0%

de cloruro de sodio.

El agar TCBS es un medio selectivo para vibrios, pues es ailtamente inhibitorio
para un gran namero de bacterias y también es diferencial por la presencia de bacterias
sacaroliticas de las que no lo son, observandose las primeras con una coloracion
amarilla la cual se obtienen al cambiar el pH debido a la produccion de acido a partir de
la sacarosa y las que no lo son permanecen del mismo color del medio (verde). El agar
TCBS originaimente fue formulado para aistamiento del Vibrio parahaemolyticus,
(Kobayashi et al., 1963, Boliches et al., 1988) y puede ser utilizado para el aislamiento
selectivo obteniendo diagnésticos presuntivos de infecciones por Vibrio spp. El
predominio de las colonias “verdes” sobre las “amarillas” puede ser indicativo de

potenciales problemas en {os cultivos (Solis, 1996).

La hemolinfa obtenida de los camarones afectados por vibriosis, presenta
turbidez y una coagulacion lenta: 1 minuto o mas para formar un gel, a temperatura de
20 a 30°C; mientras que la hemolinfa de los camarones normales gelifica en menos de
1 minuto. El nimero de hemocitos, también se reduce dramaticamente de un valor
normal promedio de 20,000 hemocitos/mm? a valores de 1,000 a 10,000/mm? (Lightner,
1993).

Para estudiar una enfermedad es muy atil poder contar con una metodologia
para reproduciria en condiciones de laboratorio. Un protocolo de este tipo en el caso de
vibriosis serviria para evaluar que cepas de vibrios son patégenas para el camaron, qué
especies o estadios del camardn son mas susceptibles a la vibriosis, qué factores de
estrés contribuyen a la vibriosis y probar reglas de manejo o productos quimicos

(antibiéticos y otros) para el control o prevencion de vibriosis.
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2.2.4. INFECCIONES EXPERIMENTALES (ENSAYOS SOBRE PATOGENICIDAD).

Las infecciones experimentales pueden ser inducidas en condiciones de
laboratorio por diferentes métodos como inmersién del hospedero en un medio con
patégenos, administrados oral a través del alimento, inyeccion intramuscular de los

patégenos o por introduccién del patdgeno a través de heridas o lesiones.

Esteve y Quijada (1995) realizaron una estimacion de tres técnicas
experimentales de infeccidon con V. anguillarum en Penaeus brasiliensis (inmersién con
o sin incisién, inoculacion intramuscular e inmersién previa deshidratacion) observaron
que las técnicas son apropiadas para inducir una infeccidn en los camarones, y
principalmente la via intramuscular es efectiva para este objeto, sobre todo en las areas

de inmunologia y patologia.

Hameed y Rao (1996) hicieron una infeccion bacteriana a Penaeus indicus, en
bafios a larvas y postiarvas con dosis de 3.5 x 107 UFCml ! con una cepa de Vibrio
campbeliii fue posible establecer infecciones, mientras que a 3.5 x 10° UFCmi
obtuvieron mortalidades del 100% para nauplios, 70% en protozoea y 40% en mysis

durante las primeras 24 h de exposicion, respectivamente.
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2.3. CONTAMINACION AGRICOLA EN MEXICO.

En México, la contaminacién agricola es generalmente asociada con la costa
noroeste, donde aproximadamente 1,728,868 ha. son tierra de riego (An6nimo, 1994).
Esta area esta conformada por cinco importantes valles agricolas (Mexicali, Yaqui,
Mayo, Del Fuerte y Culiacan) donde grandes cantidades de plaguicida son aplicadas,
siendo una area critica de esta regién el sistema lagunar de Altata-Ensenada del
Pabellon, que recibe las descargas del valle de Culiacan y de la poblacion del mismo
nombre. El valle de Culiacan tiene aproximadamente 113,522 ha. (An6nimo, 1994) de
tierras agricolas irrigadas y mecanizadas, las cuales producen hortalizas, granos y cafia

de aztcar.

Actualmente los plaguicidas organofosforados son de uso comun; en México se
utilizan compuestos como metilparation y malation, estos estan autorizados por
instituciones gubernamentales tales como SEMARNAT, SAGARPA, (CICLOPLAFEST,
1998).

2.3.1. USOS DEL METILPARATION, PLAGUICIDA ORGANOFQSFORADO.

El metilparation es utilizado como plaguicida con accion fumigante (Radian
Corporacién 1991). Se aplica para el control de insectos en los cultivos de algoddn,
maiz, trigo, cebada y soya (ASTRDR, 1995).

Los compuestos organofosforados (OF) son poco solubles en agua, actGan
ligandose de forma irreversible a la enzima acetilcolinesterasa, resultado de una sobre
excitacion de las neuronas a nivel de la transmision sinaptica. La inhibicion de AChe por
inhibidores organofosforados toma lugar por el enlace en el centro activo de la enzima.
Cuando actdan inhibiendo la actividad de la acetilcolinesterasa, se generan gran

cantidad de impulsos a las células afectoras y esta estimulacion continua causa
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alteraciones fisiologicas, llegando inclusive a provocar la muerte (CICLOPLAFEST,
1998).

La recuperacion de actividad de AChe en organismos que sobreviven a los
efectos agudos depende de la capacidad de recuperacion de cada organismo, de fa

lenta desfosforilacion def sitio inhibidor y de la sintesis de nueva AChe (Peakall, 1992).

Las concentraciones seguras de plaguicidas organofosforados, han sido
estimadas a través de estudios de toxicidad para organismos no blancos. Tagatz et al.,
(1982) mencionan una CLsy 96h (Concentracién letal media, a 96 horas) de clopirifos en
seis especies de peces estuarinos que fluctdan de 0.0017 a 0.136 mg L ', mientras que
para cinco diferentes crustaceos la Cls, 96 h oscilan entre 0.000035 a 0.0052 mg L .
La toxicidad aguda varia ampliamente entre diferentes especies acuaticas (Livingston,
1997). A pesar de la gran cantidad de plaguicidas que hay en el mercado, solo pocos
compuestos organofosforados han sido probados pafa evaluar sus efectos toxico éste
podria ser unas 1000 veces mayor para camarones que otro tipo de plaguicidas (Couch,
1979).

2.3.2. ESTUDIOS SOBRE CONTAMINACION CON ORGANOFOSFORADOS EN
CRUSTACEOS.

Galindo (1987) realizé un estudio de la contaminacién por pesticidas en camaron
y aguas del estero Urias, Mazatlan, Sin. y se registraron los siguientes parametros
fisicoquimicos: temperatura, salinidad, estado de {a marea y velocidad de ia corriente.
La cuantificacion e identificacion de los plaguicidas de ambas muestras se hizo por
cromatografia de gases. Los resultados indican que las concentraciones mas altas de
plaguicida encontradas en agua fueron de 4.283 ugfit, de heptacloro, las cuales son
potencialmente peligrosas. La concentracion de plaguicida mas alta encontrada en

camaron fue de 0.154 ppm (partes por millon).
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Galindo, (1987) realiz6 un trabajo sobre la contaminacion por plaguicidas en
almejas y camarones en dos ecosistemas costeros de Sinaloa, México. El objetivo de
este trabajo fue evaluar la contaminacion por plaguicidas en agua, sedimento, almejas
(Anadora sp.) y camarones (Penaeus sp.) de bahia de Santa Maria al norte y el estero
de Teacapan al sur de Sinaloa. Se tomaron muestras desde mayo de 1988 a
septiembre de 1989 en ambos ecosistemas, se extrajeron los residuos de plaguicida de
las muestras y se cuantificaron por cromatografia de gases. El plaguicida mas frecuente
fue lindano. En los meses de mayo a junio la concentracion promedio de lindano fue de
0.57ug/1 para la muestra de agua de bahia de Santa Maria y de 0.72ug/1 para las
muestras del estero de Teacapan. En la bahia de Santa Maria se registraron cantidades
mayores de plaguicidas que en el estero de Teacapan, debido a que la bahia de Santa
Maria recibe los aportes de los valles agricolas aledafios. Los valores encontrados
rebasan los maximos permisibles por la FWPA (Federal Water Pollution Control
Administration, Departamento del interior, FWPA permisibles por el departamento
federal de administracion y control de contaminacion acuatica. (Anomimo, 1986) Ei

nivel permisible de findano en estuarios es de 0.2 pg/1 y en vida acuatica de 0.020

(ppm).

Juarez y Sanchez (1989) valoraron la toxicidad aguda del (OF) metamidofos
sobre larvas de camarédn azul (Litopenaeus stylirostris) en etapa de nauplio utilizando
un bioensayo estatico con recambio diario. La CL 50 -24 h determinada fue de 10ng L 1,
para protozoeas, de 85 ng L 'y de mysis fue de 160 ng L ". A pesar de ser un producto
catalogado como moderadamente toxico, ocasioné un efecto letal aun en pequerias
concentraciones. Los autores concluyen que este producto organofosforado es
altamente toxico y que a concentraciones muy bajas podria afectar las poblaciones de

crustaceos de cualquier sistema estuarino.

Se han realizado estudios sobre la actividad fagocitaria de los fagocitos
sanguineos del camardn tigre (Penaeus monodon) expuesto a metilparation a una
concentracion de 2pg*Kg 1 la cual caus6 un decremento significativo en el porcentaje

de fagocitosis in vitro, ademas de la reduccion del numero de hemocitos circulares en
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los camarones expuestos (Bodhipaksha y Weeks-Perkins 1994). Flegel et al., (1992)
realizaron una investigacion sobre el efecto del metilparation en postlarvas de P.
monodon expuestas a varias concentraciones subletales (desde 0.01 hasta 5.0
pg'Kg 1). Los resuitados indicaron que durante 10 dias mostraron multiples
anormalidades tisulares como alargamiento y vacuolizacion del ganglio nervioso,
ademas de necrosis generalizada del hepatopancreas y del masculo esquelético.
Reddy y Rao (1991) expusieron al langostino Metapenaeus monoceros (2.5 + 0.5 g) a
concentraciones de 10, 20, 30 pg*Kg ' de metilparation. Los principales efectos
externos observados durante la exposicion fueron: nado erratico y rapido
(hiperexitabilidad), seguido por temblores en los apéndices, perdidas de coordinacion y
equilibrio, accion violenta de las quelas y finalmente la muerte. También presentd
inhibicion de la acetilcolonesterasa en la masa ganglionar toracica y la acumulacién de

acetilcolina en fas uniones sinapticas.

Abdullah et al. (1994), estudiaron la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa en
el camarén de agua dulce (Paratya australiensis) expuesto a profenofos (insecticidas
organofosforados) y encontraron que induce un efecto inhibitorio significativo sobre los
niveles de enzima. Reddy et al, (1990), expusieron al langostino Metepenaeus
monoceros a metilparation a 0.12ug*Kg 'y 1.48 ug*Kg ' (LCso @ 96 h). Los resultados
indicaron que el metilparation comparado con el malation caus6 los mayores efectos
sobre la inhibicién de acetilcolisterasa, butinlcolinesterasa y glutaminasa, y el respectivo
incremento significativo de la actividad de la acetilcolina, glutamina sintetasa y
glutaminasa. Sin embargo, Lignot et al. (1998), encontraron que al exponer a
Litopeneaeus stilytostris (camarén azul) y Litopenaeus vannamei (camaron blanco) a
diferentes concentraciones de feniltrotion (10, 20, 30 ug*Kg ') durante 24 h el camaron
blanco no present6 diferencias significativas en ninguna de las concentraciones sobre Ia
actividad de la acetilcolinesterasa, a diferencia del camarén azul, lo cual atribuye a
diferencias en la afinidad o a diferencia en la tasa de fosforilacion de la acetilcolinerasa
para cada uno de las especies; el finitrotion puede ser mas rapidamente hidrolizado y/o

excretado en Litopenaeus vannamei que en Litopenaeus stylirostrs.
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2.3.3. CARACTERISTICAS DEL ORGANOFOSFORADO METILPARATION.

El metilparatién (CgH1oNOsPS) fue sintetizado por primera vez en 1940.
Pertenece a la familia quimica de los organofosforados y tiene un peso molecular de
263.23 y una densidad de 1.358 g*ml ' de 20 a 40°C, es flamable a 46°C y se hidroliza
mas rapidamente en medios alcalinos (pH 8.5) que en medios neutros (pH 0.5). Es
relativamente insoluble en agua, poco soluble en petroleo, éter y aceites minerales, y
muy soluble en la mayoria de los solventes organicos (Badawy y EI-Dib, 1984;
WHO,1993). Tiene la caracteristica de no ser persistente y degradarse relativamente
rapido en el transcurso de semanas en el suelo y agua por medio de procesos de
trasformacion  bidtica (Pseudomonas sp. y Flavobacterium sp.) y abidtica
(fotodegradacion y degradacion hidrolitica) (WHO, 1993; ATSDR, 1995). Segun Bagawy
y EI-Dib (1984), el metilparation es mas estable en agua dulce. La vida media del
metiparation en sedimentos es de 11 a 13 semanas en un medio natural alcalino, a un
pH 9 y 25°C de temperatura (Smith et al., 1978). La vida media por degradacion
microbiana (considerando 107 bacteriana L ') es de 9 semanas. En el suelo, a tasas
muy bajas de aplicacién (24.5 mg*Kg '), el metilparation no persiste, pero se vuelve
persistente si se aplica en grandes cantidades (10,015 mg*Kg), por lo que es dificil
predecir el comportamiento de este plaguicida en el suelo (Davidson et al., 1880). Sin
embargo, Munnecke (1976) menciona que la degradacion de este compuesto es menor

a 1 hora bajo condiciones reducidas (anaerobias) en suelos y sedimentos.

Los organismos pueden degradar metilparation y eliminar de su cuerpos los
productos derivados de la degradacion en muy corto tiempo, aunque este proceso es
mas lento en pequefios vertebrados e invertebrados que en mamiferos y aves (WHO,
1993). Este insecticida solo causa un dafio real en el ambiente cuando existe una
sobre-explotacion resultado de su abuso o riegos accidentales de este organofosforado,
puede llegar a causar un efecto negativo, por ejemplo sobre organismos polinizadores u
otros insectos benéficos (Garcia-Repetto, 1997 WHQO, 1993).
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A pesar de su corta persistencia, se ha demostrado que varios organofosforados
como el paration, tienen la capacidad de bioacumularse en la cadena alimenticia. Por
ejemplo, Martinez-Tabche et al. (1994), expusieron el alga Ankistrodesmus falcatus al
organofosforado paration y encontraron que al analizar a los organismos de la cadena
trofica artificial: alga — pulga acuatica — pez (Ankistrodesmus falcatus — Moina
macroscopa - Oreochromis hornoum) alimentados con el alga expuesta se incremento
la cantidad de lipidos y proteinas del cladocero Moina macroscope, mientras que en el
cerebro del pez hubo un decremento en la actividad de la acetilcolinesterasa de hasta
un 53.4%. De la Vega Salazar et al. (1997) encontraron que la bioacumulacion es
posible dependiendo del tiempo de exposicion a un insecticida y a la fisiologia de cada
organismo expuesto. Asi mismo, Cooper (1991) menciona que las concentraciones de
fenvalerado, permetrin y en especial del metilparation en el tejido de peces son lo
suficientemente persistentes para bioacumularse. Cooper (1991) y de la Vega Salazar
et al., (1997) mencionan que el metilparation pueden encontrarse en un mayor

porcentaje en tejidos de organismos acuaticos que en sedimentos y agua.
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La vibriosis causada por Vibrio parahaemolyticus en el camaron Litopenaeus
vannamei, es una enfermedad que causa gran impacto econémico a la industria de la
camaronicultura. Cuando V. parahaemolyticus es inyectado a camarones que han
ingerido previamente un organofosforado llamado metilparatiéon, su susceptibilidad a la
vibriosis aumenta (Roque et al., 2002). Sin embargo la inyeccidon de V.
parahaemolyticus es una ruta de infeccion experimental artificial, ya que en los tanques

de cultivo los camarones no se infectan de esa manera.

Por esta razén, el propésito de la siguiente investigacion es evaluar una nueva
ruta de infeccién, sustituyendo la inyeccion de bacterias, por un bafio infeccioso de V.
parahaemolyticus. Con esta nueva ruta propuesta, se espera acercar el modelo
experimental a condiciones mas parecidas a las de los estanques de cultivo, lo cual
permitiria hacer estudios sobre la incidencia de esta enfermedad en su forma cronica,
cosa que la inyeccion experimental no permite, y en un futuro probar tratamientos para

esta enfermedad.
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4.1. OBJETIVO GENERAL.

1. EBvaluar una técnica de bafo infeccioso con Vibrio parahaemolyticus, utilizando
metilparation como factor estresante y de predisposicion a vibriosis en camarones

juveniles Litopenaeus vannamei.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Determinar la dosis estresante de metilparation en el camarén blanco juvenit

Litopenaeus vannamei.

2. Valorar el efecto de Virbio parahaemolyticus en un bafio infeccioso para

Juveniles Litipenaeus vannamei.

3. Evaluar el efecto de metilparation como factor de predispocision a Vibriosis
provocado por bafio infeccioso de bacterias Vibrio parahaemolyticus en

camardn blanco juvenil Litopenaeus vannamei.

4. Realizar el estudio histopatologico en camaron blanco Litopenaeus vannamei

expuexto a metilparation y un bario infeccioso con Vibrio parahaemolyticus.
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La exposicion de camarones Litopenaeus vannamei a metilparation aumenta la

susceptibilidad a vibriosis cuando es sometido a un bafio con Vibrio parahemolyticus.
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E! organismo de prueba que se utilizd en este estudio fue el camaron blanco
(Litopenaeus vannarmei). Los camarones fueron donados por una granja camaronera y
se colectaron de estanques de engorda, con técnicas de atarraya. Los organismos
fueron seleccionados uno a uno para verificar el estado de salud descartando a los que
estaban daiados. El peso requerido en el experimento, que fue de 1 gramo a 1.5
gramos. El trasporte se realizé en un tangue (Rotoplas, México) con capacidad de 500
litros de agua, y aeracion mediante la conexién a un tanque con oxigeno comprimido.
Los camarones se trasportaron a las instalaciones del Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrolio- Unidad de Mazatlan (CIAD).

Los camarones se mantuvieron en la planta de produccion de organismos
acuaticos del CIAD donde se colocaron en un tanque de fibra de vidrio con capacidad
de 20,000 litros con una circulacion constante y conectado mediante mangueras con
aireacion, a un aireador (REGENAIR R4110-2, 2.5HP); previamente fueron aclimatados
en cuanto a salinidad y temperatura. Se utilizé agua de mar proveniente de la estacion
de bombeo de la Unidad, los pardametros del agua se mantuvieron constantes
(temperatura: 24°C + 1°C, y salinidad: 33 £ 1%.) y los camarones permanecieron dos
semanas en aclimatacion. Los organismos fueron nutridos con alimento comercial con
30% de proteinas (CENZONE, Aquature, México).

BIBLIOTECA CEriiss,.
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6.1. MANEJO Y PREPARACION DEL ALIMENTO.

La ruta de exposicion de los camarones al plaguicida fue la oral. Para esto se
hizo uso de alimento comercial contaminado con el metilparation. Se utilizé alimento
comercial (CENZONE) proveniente de un mismo lote, se utilizaron 200 gramos de
alimento, este se coloco en un hormo (CRAFT) a temperatura de 30°C durante 24 h,
para que perdiera toda la humedad, pero sin que afectara su estado nutricional y

protéico.

De los 200 g secados se prepararon 4 lotes de 35 g, tres se prepararon con
distintas concentraciones de metilparation y el Gltimo se utilizo como control, este fue
contaminado con el solvente acarreador del metilparation, acetonitrilo (Abad- Rosales,
2000). El plaguicida metilparation (TEKCHEM, S. A de S. V) que se utiliz6 fue de grado

técnico de pureza 80.3%.

Para incorporar las cantidades deseadas de plaguicida en el alimento se
utilizaron concentraciones nominales. La concentracion nominal del plaguicida
metilparatién en el alimento se calculd por medio del volumen absorbido por los pellets
de la mezcla metilparatién-acetonitrilo y se calculé en microgramos de metilparation por

gramo de alimento (ug de MPAR g ' de alimento).

Posteriormente el alimento preparado se dejé secar durante un minimo de 5
horas (Abad-Rosales, 2000) en la oscuridad a temperatura ambiente para asegurar la
completa evaporacioén del solvente acarreador. Este mismo procedimiento se aplico
para todos los lotes de alimento que se necesitd preparar. Durante el desarrollo de los
bioensayos se almacend el alimento preparado en frascos de color obscuros para evitar

la degradacion del metilparation y a una temperatura de -20°C.
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6.2. PREPARACION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL.

El objeto de este experimento fue decidir cual de los alimentos preparados seria
el mas adecuado para ser utilizado en el experimento final. Se sefecciond el alimento de
concentracion nominal 32. pgg ' que caus6 mortalidades muy puntuales (1-2
organismos) por acuario; con este bajo nivel de mortalidad se asumié que los
camarones sobrevivientes se mantendrian estresados y susceptibles al Vibrio

parahaemolyticus.

Previo al experimento se realizé una seleccion de camarones con intervalos de
peso hiumedo de 1 g a 1.5 g. Se seleccionaron cuidadosamente organismos
aparentemente sanos evitandose organismos con nado erratico, opacidad muscular,

necrosis cuticular, pledpodos y telson rojizos, y cuticula suave.

Durante todos los preliminares se utilizaron 5 acuanos de 10 litros de capacidad,
previamente lavados con alcohol y agua de mar esterilizada secados después al sol
para evitar que cualquier bacteria o protozoarios sobreviviera. Se procedio al llenado de
los acuarios con agua de mar. Cada acuario se mantuvo con aireacion (Siemmens,
Germany, 1HP) moderada durante los experimentos. Se realizaron recambios de agua

de mar (90% del volumen) diariamente.

El agua de mar se obtuvo por un sistema de filtro de cartucho con tamano de
poro de 10um, seguido de un purificador de agua con luz ultravioleta (Water Quality,
Modelo IP) el cual estuvo conectado a una manguera lo suficientemente larga para su

facil manejo y manipuleo durante los recambios de agua.

Para el recambio de agua de los acuarios se utilizé una manguera 2.5 m y un
diametro de 2 cm. La manguera se lavé con alcohol al 96% y agua destilada

esterilizada para evitar cualquier contaminacion posterior a la practica efectuada.
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Para los bioensayos, los camarones se trasladaron en cubetas de plastico de 20
litros de capacidad. Los camarones permanecieron durante dos dias en aclimatacion
sin alimentacion, se descartaron a los organismos moribundos o muertos y fueron
sustituidos por nuevos camarones. En caso de que durante el periodo de aclimatacion
se murieran mas del 10% de los animales, en el experimento se tomaria la decisién de

volver a empezar,

Durante la exposicion a las diferentes concentraciones de metilparation, los
camarones se alimentaron 1 vez al dia, alrededor de las 9:00 horas durante 1 h; la
cantidad de alimento por animal no excedio de 2 pellets por camarén con et fin de que
los camarones no tuvieran mas alimento del que pudieran consumir en 1 h, el alimento
se disperso por todo alrededor y centro del acuario para asegurar la inmediata ingestion

de los pellets. El experimento durd 96 h y se registraron mortalidades diariamente.
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6.3. PREPARACION DEL CULTIVO BACTERIANO Y DEL MEDIO
ESTERIL.

1. Se preparé medio de cultivo, TSB (Soya tripticaseina, BD Bioxon) 30 g por litro
de agua destilada, a lo que se adicion6 25 g de Cloruro de Sodio (NaCl, Faga lab) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

2. Se prepar6 agar TCBS (tiosulfato, citrato, sales biliares, sacarosa, Bioxon) de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3. Se utiliz6 una cepa de Vibrio parahaemolyticus (CAIM) HL57 (CAIM) que esta
preservada en agar TSA Soya tripticaseina (Bacto) con 2.5% de NaCl; esta bacteria fue
sembrada en 10 ml de medio de cultivo de TSB y se inoculd durante 24 horas en una

incubadora (Fisher) a una temperatura de 30°C.

4. Después de transcurridas las 24 h de inoculacion, el cultivo bacteriano fue
transferido en su totalidad a un matraz de 250 ml con 150 mi de medio de cutltivo TSB +
2% NaCl y se dejo durante 24 h en incubadora a 30°C.

5. Este cultivo fué aplicado a los acuarios a razdon de 1 ml de cultivo bacteriano
por litro de agua de mar. Cada vez que se aplico bacteria a los acuarios, se confirmé su
densidad a través de la técnica de conteo en las placas, (Tabla 2, pagina 20.) que se

realizo en las placas de agar TCBS.

6. Se aplico medio TSB + 2.5% NaCl estéril a la razén de 1 mi L ' a los otros

acuarios como control.
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, 6.4. EXPERIMENTO FINAL.

Este experimento se realizé dos veces y se aplicaron cuatro tratamientos que

fueron los siguientes:

CONTROL: Alimento con acetonitrilo +

Aplicacion de medio de cultivo estéril en el agua.

PLAGUICIDA: Alimento con metilparation +

Aplicacion de medio de cultivo estéril en el agua.

BACTERIA: Alimento con acetonitrilo +
Aplicacién de cultivo de Vibrio parahaemolyticus en el agua.

BACTERIA + PLAGUICIDA: Alimento con metilparation +
Aplicacion de cultivo de Vibrio parahaemolyticus

en el agua.

En el experimento final se utilizaron 6 réplicas por tratamiento, cada una con 10
camarones. El experimento duré 10 dias, con dos repeticiones y consistid, en el

siguiente protocolo:
DIA 0. Se prepard el sistema y se introdujo a ios camarones.
DiA 1. Se realizd un recambio de agua y se mantuvo a los organismos en
ayunas.

Se registraron mortalidades en los acuarios.

DiA 2. Se realizd un recambio de agua y se mantuvo a los organismos en

v ayunas.
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Se asignaron los tratamientos al azar a cada uno de los 24
acuarios.

Se registraron mortalidades en acuarios.

DIAS 3 y 4: Se alimento a los camarones con dos pellets del tratamiento
asignado por individuo.
Se realiz6 el recambio de agua.

Se registraron mortalidades.

DIA 5: Se alimenté a los camarones con dos pellets del tratamiento
asignado por individuo.
Se realizd el recambi6 de agua.
Se registraron mortalidades.
Se sembr6 la bacteria Vibrio parahaemolitycus en 10 ml. De TSB +
2% NaCl y se incub6 a 30°C durante 24 horas.

DiA 6: Se alimenté a los camarones con dos pellets del tratamiento
asignado por individuo.
Se realizé el recambio de agua.
Se registraron las mortalidades en los acuarios.
Se trasfirio a bacteria sembrada a 150 ml, de TSB + 2% NaCl y se
inoculd a 30°C durante 24 horas. '
Se sembré mas Vibrio parahaemolyticus en 10 ml, de TSB + 2%

NaCl y se inocul6 a 30°C durante 24 horas.

DIA 7: Se alimenté a los camarones con dos pellets del tratamiento
asignado por individuo.
Se realizé recambio de agua.
Se registraron mortalidades.
Se trasfiri6 la bacteria sembrada a 150 mi de TSB + 2% NaCl y se

inoculd a 30°C durante 24 h.
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DiA 8:

DiA 9:

Se sembré mas Vibrio parahaemolyticus en 10 ml de TSB + 2%
NaCl y se inoculo a 30°C durante 24 horas.

Se inoculd a los acuarios que llevaron bacteria, con 1 mi de cultivo
de Vibrio parahaemolyticus por litro de agua de mar.

A los acuarios sin bacteria se les aplicd 1 ml de medio estéril por
litro de agua de mar.

La bacteria sobrante del recipiente de 150 ml, se diluyo seriaimente
de 1 en 10 hasta tener una dilucion final de 10 7 y se sembré 3 x
100 pl en agar TCBS.

Se alimentd a los camarones con dos pellets del tratamiento
asignado por individuo.

Se realizd recambio de agua.

Se registraron mortalidades.

Se trasfirio la bacteria sembrada a 150 ml de TSB + 2% NaCl y se
inoculd a 30°C durante 24 h.

Se sembré mas Vibrio parahaemolyticus en 106 ml de TSB + 2%
NaCl y se inoculd a 30°C durante 24 horas.

Se inoculé a los acuarios que llevaron bacteria, con 1 ml de cultivo
de Vibrio parahaemolyticus por litro de agua de mar.

A los acuarios sin bacteria se les aplicd 1 mi de medio esténl por
litro de agua de mar.

La bacteria sobrante del recipiente de 150 ml, se diluyo serialmente
de 1 en 10 hasta tener una dilucién final de 10 " y se sembro 3 x
100 pl en agar TCBS.

Se realizd conteo de colonias formadoras en las cajas de TCBS
sembradas en el dia anterior y se reportaron como UFC mil '

(Unidades formadoras de colonias por mililitro).

Se alimentdé a los camarones con dos pellets del tratamiento

asignado por individuo.
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Se realiz6é recambio de agua.

Se registraron mortalidades.

Se transfirio la bacteria sembrada a 150 ml de TSB + 2% NaCl y se
inoculd a 30°C durante 24 horas.

Se sembré mas Vibrio parahaemolyticus en 10 mi de TSB + 2%
NaCl y se inoculd a 30°C durante 24 horas.

Se inocul6 a los acuarios que llevaron bacteria, con 1 ml de cultivo
de Vibrio parahaemolyticus por litro de agua de mar.

A los acuarios sin bacteria se les aplico 1 ml de medio estéril por
litro de agua de mar.

La bacteria sobrante del recipiente de 150 mi, se diluy4 serialmente
de 1 en 10 hasta tener una dilucion final de 10 7 y se sembro 3 x
100 pl en agar TCBS.

Se realizd conteo de colonias formadoras en las cajas de TCBS

sembradas en el dia anterior y se reportaron como UFC ml .

DIA 10: Se alimentd a los camarones con dos pellets del tratamiento

asignado por individuo.

Se realiz6 el recambio de agua.

Se registraron mortalidades.

Se transfiri6 la bacteria sembrada a 150 mi de TSB + 2% NaCl y se
inoculd a 30°C durante 24 horas.

Se sembrd mas Vibrio parahaemolyticus en 10 ml de TSB + 2%
NaCl y se inoculd a 30°C durante 24 horas.

Se inoculd a los acuarios que llevaron bacteria, con 1 ml de cultivo
de Vibrio parahaemolyticus por litro de agua de mar.

A los acuarios sin bacteria se les aplico 1 ml de medio estéril por
litro de agua de mar.

La bacteria sobrante del recipiente de 150 ml, se diluyd serialmente
de 1 en 10 hasta tener una dilucién final de 10 7 y se sembro 3 x
100 pi en agar TCBS.
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Se realizd conteo de colonias formadoras en las cajas de TCBS

sembradas en el dia anterior y se reportaron como UFC mi .

DiA 11: Se registraron las mortalidades.
Se contaron las colonias formadas en las cajas de TCBS
sembradas en el dia anterior y se reportaron como UFC mi .

Se levant6 el experimento.

Durante la exposicion del metilparation los camarones solo estuvieron expuestos
durante una hora, ya que fue el tiempo que se determiné para que estos pudieran
ingerir el alimento contaminado y realizar el recambio de agua al 90% de todos los

acuarios.
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6.5. METODOS HISTOPATOLOGICOS.

Debido a que el numero de mortalidades fue mas bajo que lo estimado se tomé
la decision de analizar histoldgicamente a dos de los sobrevivientes de cada acuario
con el fin de investigar si presentaban patologias que pudieron ser asociadas con

contaminacion con el metilparation o con la presencia de Vibrio sp.

6.5.1. FIJACION Y PRESERVACION.

Al momento que se tomaron las muestras, los camarones se fijaron en solucion
Davidson (Bell y Lightner, 1988), inyectado primeramente en el hepatopancreas,
cefalotorax y cada uno de los segmentos abdominales, procurando la fijacion de todo el
tejido. Una vez inyectados, se colocaron en solucién Davidson durante 24 horas a
temperatura ambiente, y posteriormente se transfirieron a etano! al 70% durante 24

horas a temperatura ambiente.

6.5.2. SELECCION Y DESHIDRATACION DE TEJIDO.

Los camarones fueron cortados sagitalmente y se tomé la mitad izquierda para
su procesamiento. Se cortdé el cefalotérax y el primer segmento abdominal, para
colocarlos en los casetes (Tissue-Tek® UNICASSETTE) y llevarlos al procesador
automatico de tejidos (Tissue-Tek ® II, Tissue Processor) programando los tiempos de
deshidratacion, aclaracion y emparafinado segin Bell y Lightner (1988). La mitad

derecha se guardd como reserva en caso de ser necesario repetir este analisis.
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6.5.3. EMBEBIDO EN PARAFINA.

Los tejidos fueron colocados en un infiltrador al vacio durante 15 minutos antes
de embeberlos en parafina (Histoembedder, LEICA® mod. R134a). Una vez obtenidos
los bloques se procedié a realizar los cortes histologicos previamente descalcificados

durante 1 hora en solucion descalcificante (Bell y Lightner, 1988).

6.5.4. OBTENCION DE CORTES HISTOLOGICOS.

Los cortes fueron realizados con una navaja de acero inoxidable desechable, a
un angulo de 2°, y los cortes de 5 pm en un micrétomo rotatorio (JUNG HISTOCUT,
mod. 820, Leica), colocandolos posteriormente en un bafo de flotacion (Technicare,
mod. 134) a 56 - 60°C (Bell y Lightner, 1988), posteriormente las laminillas fueron

secadas a temperatura ambiente e incubadas a 42°C durante 24 horas.

6.5.5. TINCION HEMATOXILINA- EOSINA-FLOXINA.

1. Se colocaron las muestras en solucion de xilol por 5 minutos, repitiendo de

nuevo la misma operacion.

2. Las muestras se pasaron dos veces por alcohol al 100% por 10 minutos,
repitiendo el mismo procedimiento en alcohol al 96%, seguido de alcohol
al 80%.

3. Se sumergio en alcohol al 50% por 10 minutos.

4. Se sumergio por 10 minutos, en agua destilada, repitiendo nuevamente la

operacion.
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5. Se sumergié por 10 minutos, en solucion de hematoxilina.

6. Se lavo en agua corriente por 4 minutos.

7. Se sumergi6 por 2 minutos en solucion de Eosina.

8. Se umergié por 10 minutos en alcohol del 96% repitiendo la misma

operacion tres veces.

9. Se sumergié por 10 minutos en alcoho! al 100% repitiendo la misma

operacion dos veces.

10. Se sumergié por 10 minutos en Xilol repitiendo cuatro veces la misma
operacion.

Desarrollo de un bafo infeccioso de Vibrio parahemoliticus en Juveniies de
Litopenaeus vannamei usando como factor estresante el organofosfarado metitparation.




7. RESULTADOS

Desarrollo de un bafio infeccioso de Vibrio parahemoliticus en Juvenifes de
Litopenaeus vannamei usando como factor estresante el organofosforado metilparation.



RESULTADQOS 40

7.1. PRUEBAS PRELIMINARES.

Las pruebas preliminares indicaron una relacion directa entre el incremento de la
concentracion de metilparation y la mortalidad de los organismos expuestos (Tabla 1).
En las concentraciones de 4 y 8 pg MPARg 1* de alimento, no se registraron
mortalidades en las 96 horas de duracion del bioensayo, tampoco se observaron
efectos de hiperexitabilidad. La concentracion de 16 uyg MPARg 1* de alimento provocé
el 10% de mortalidad a las 96 horas de ofrecido. L.a concentracion de 32 pg MPARg 1*
de alimento, provocé una mortalidad det 10 al 20% e indujo efectos de
hiperexitabilidad. Con estos resultados se tomé la decision de usar esta concentracion
en los experimentos finales y se repiti6 el preliminar con esta misma concentracion para
corroborar los resultados. Las concentraciones 64, 80, 96 y 160 ug MPARg 1* de
alimento, provocaron una mortalidad del 30 al 100% aproximadamente entre 1 y 6
horas después de la ingestion y por lo tanto se descartd ya que los efectos de toxicidad

fueron casi inmediatos, seguidos de la muerte.

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad de camarén blanco en funcion de diferentes

concentraciones de pg MPARg * de alimento, después de 96 horas de exposicién.

Concentracion Mortalidad
pgMPAR*g'de alimento (%) Horas
4 0 96
8 0 96
16 10 96
32 20 24
64 30 6
80 40 1
96 100 1
160 100 1

MPAR= metilparation
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Tabla 2. Promedio estimado de Vibrio parahaemolyticus aplicado durante cuatro dias

de infeccion a través del bario infeccioso a camarones juveniles Litopenaeus vannamei.

Experimento 1 Experimento 2
o Inéculo 2.38x10° UFCml™ |  6.23x10° UFCmI™
T Acuario 2.38x10° UFCml™! 6.23x10° UFCmi!
’ Indculo 2.23x10® UFCml™? 2.48x10% UFCmI!
. Acuario 2.23x10° UFCml™ 2.48x10° UFCmi™?
) Indculo 2.53x10% UFCmi™ 1.41x108 UFCmi™
oas Acuario 2.53x10° UFCl™! 1.41x10° UFCml™
Indculo 2.31x10% UFCmi™? 2.9x10® UFCm!™

Dia 10
Acuario 2.31x10° UFCri™ 2.9x10° UFCml!

Las densidades bacterianas de Vibrio parahemolyticus aplicadas fueron de 10
UFC/ml, del dia siete hata el dia 10. Estos valores nunca fueron significativamente

diferentes puesto que siempre estuvieron en el mismo orden de magnitud (10'5).
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7.2. MORTALIDAD DE JUVENILES DESPUES DE 10 DIAS DE
APLICACION DE METILPARATION.

En la Tabla 3 se puede observar que en el tratamiento metilparation-bacteria se
registr6 el 35% de mortalidad, siendo esta la mas alta para este estudio.
Posteriormente, el tratamiento metilparation-medio de cultivo obtuvo 33%. Los
tratamientos que obtuvieron mas bajo porcentaje fueron el tratamiento control-bacteria
con una mortalidad de 19% vy, por dltimo y mas bajo el control-medio de cultivo con una
mortalidad de 9%.

La prueba de Kruskal Wallis mostré que existen diferencias estadisticamente
significativas (P= 0.0021, a= 0.05) entre los cuatro tratamientos. Posteriormente en la
prueba de comparaciéon maltiple (Prueba de Dunnett’s, a= 0.05) se formaron dos grupos
(Tabla 3). El primer grupo corresponde a los tratamientos donde se aplico el plaguicida
metilparation que es donde se observan las mortalidades mas altas y el segundo grupo
corresponde a los tratamientos en los que no se aplico plaguicida y donde se obtuvieron

menores porcentajes de mortalidad.

Tabla 3. Porcentaje de mortalidad de juveniles de camaron Litopenaeus vannamei
después de 10 dias de aplicacion de 32. g MPARg ™ de alimento y la aplicacion de un
bafio infeccioso de Vibrio parahaemolyticus. Promedios con la misma letra no difieren
estadisticamente (Prueba de Dunnett’s a= 0.05 n= 120 camarones (12 acuarios con 10

camarones en c/u) promedio % error estandar de la media.

Tratamiento Mortalidad (%) Grupo
Metilparation / Bacteria 35+6.2 a
Metilparation / Medio 33+447 a
Control / bacteria 19+£55 b
Control / medio 915,68 b
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7.3. PATRON DE MORTALIDADES DEL CAMARON BLANCO EN
FUNCION A LA APLICACION DE ug MPARg ™ DE ALIMENTO POR DiA,
DURANTE EL PERIODO DE APLICACION DE UN BANO INFECCIOSO
DE BACTERIA Vibrio parahaemolyticus.

Los cuatro tratamientos aplicados fueron analizados mediante regresion lineal,
mortalidad y tratamiento. E! coeficiente de determinacion fue alto, muy cercano a uno,
en los cuatro tratamientos (Grafica 1). El tratamiento metilparation-medio obtuvo el
coeficiente de determinacion mas aito (12 = 0.985), seguido del control-medio (2 =
0.962), del control-bacteria (r2 = 0.943) y del metilparation-bacteria (r2 = 0.916). De esta
manera, se describe una relacion de tipo lineal directamente proporcional entre la

mortalidad y los dias de tratamiento.

Como se puede observar en la grafica 1, los organismos empezaron a morir
después del tercer dia, cuando se les aplicd el alimento con el metilparation. La
mortalidad mas alta observada por dia fue con el tratamiento metilparation-acetonitrilo
con una mortalidad de cuatro organismos en el dltimo dia de tratamiento, debido a la

aplicacion del alimento contaminado con plaguicida.

En el segundo tratamiento, metilparation-bacteria, se presentd una mortalidad en
el ulimo dia de 3 organismos, esta fue menor que en el primer tratamiento
metilparation-acetonitrilo. Ademas, aplicar el bafio infeccioso de la bacteria vibrio

parahaemolyticus no caus6 diferencia alguna en la mortalidad de los camarones.

Para el tercer tratamiento, acetonitrilo-bacteria la mortalidad mas alta obtenida
fue de 1 organismo en el dltimo dia del tratamiento. El tratamiento acetonitrilo-medio de
cultivo reporto, al igual que el tercer tratamiento, una mortalidad de 1 organismo en el

ultimo dia del tratamiento.
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50

MORTALIDAD (%)

D000

CONTROL BACTERIA, = 0.943, MORTALIDAD= -2.5556 + 1.3889* dia.
CONTROL MEDIO, r’= 0.962, MOTALIDAD= 9744 + .9883" dia.
METILPARATION BACTERIA, = 0.916, MORTALIDAD=2.6068 + 3.8718* dia.
METILPARATION MEDIO, r’= 0.985, MORTALIDAD= -5.8102 + 4.4028* dia.

<4080

{] PERIODO DE APLICACION DE ALIMENTO CONTAMINADO CON METILPARATION.

PERIODO DE APLICACION DEL BARO DE Vibrio parahaemolyticus.

Grafica 1. Patrén de mortalidades de acuerdo a cuatro diferentes tipos de tratamiento.
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7.4. EVIDENCIAS HISTOPATOLOGICAS DE INFECCION BACTERIANA

Vibrio parahaemolyticus.

Se tomaron dos muestras de organismos sobrevivientes de las seis réplicas de
cada tratamiento para analizarlos histologicamente con el fin de investigar si
presentaban patologias que pudieran ser asociadas con dafios por el plaguicida
metilparation o con la presencia de grandes cantidades de Vibrio. Debido a que las
mortalidades fueron mas bajas de lo esperado, los dafios encontrados en cada muestra

se expresaron en porcentaje para cada tratamiento, tal y como se observa en la tabla 4.

Tabla 4. Muestras de organismos analizados. Los dafios encontrados fueron

expresados en porcentaje en los cuatro tratamientos.

Grados de Infiltracion

Tratamiento . # Melanizaciones # No6duios Hemociticos
Hemocitica
Intestino
Medi Estomago Cuticula Cefalotérax ~ Abdomen  Cefalotérax = Abdomen
n edio
(%) (%) (%) (%) (%} (%)
(%)
Acetonitrilo )
) 22 82 82 77 27 18 9 18
Medio .
Acetonitrilo
. 24 71 83 67 8 29 0 25
Bacteria
Metilparation
. 25 64 72 76 16 40 4 16
Bacteria '
Metilparation
26 100 88 85 15 23 4 19

Medio
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Los organofosforados como el metilpararion, son insecticidas de uso intensivo
que se utilizan en gran escala para el combate de plagas en cultivos agricolas del
estado de Sinaloa (Paez-Ozuna et al., 1998). La toxicidad de los plaguicidas depende
en la mayoria de los casos, de la estructura quimica del compuesto, del tiempo de
exposi‘cic')n, de parametros fisicos y quimicos y de la susceptibilidad de las especies
(Copage y Mathews, 1974). En algunos casos, se plantea la hipétesis de que lieguen a
presentarse en concentraciones subletales en los ambientes acuaticos, pudiendo
interactuar con otros factores como puede ser la presencia inevitable de las bacterias
Vibrio, afectando ambos directamente sobre los cultivos de camarén, especie
susceptible a los compuestos organofosforados debido a su relacion filogenética

cercana con los insectos (Roque et al, 2002).

Generalmente, la forma mas comuan de exposicién a plaguicidas en experimentos
de toxicologia con organismos acuaticos es directamente en el agua (Juarez y Sanchez
1989). Aln no se han realizado suficientes investigaciones de exposicion oral de
metipararion, siendo de importancia esta forma de exposicidn ya que el camarén
blanco, de habito benténico desde su etapa juvenil, toma su alimento directamente del
sedimento (Adab, 2000). La posibilidad de que e! metiiparati()n pueda ser ingerido en el
alimento por los camarones se incrementa ya que este plaguicida, al igual que otros
organofosforados, tiene baja solubilidad en agua y por Io tanto, tiende a absorberse a
las particulas de los sedimentos del fondo de los cuerpos de agua costeros (Abad,
2000).

Para llevar a 1cabo el método de exposicién oral, sé utiliz6 como solvente
acarreador el acetonitrilo, utilizado en investigaciones previas (Abad, 2000). Este es un
compuesto de alta toxicidad para cualquier organismo expuesto, sin embargo se
volatiliza rapidamente (ATSDR, 1995, Radian Corporation, 1991). Estudios previos
demostraron que el acetonitriio no causa reacciones que se pudieran considerar
negativas a los camarones, ya que el acetonitrilo no influye sobre la sobrevivencia de
organismos expuestos. El método utilizado para incorporar el plaguicida en el alimento

se realizé en aproximadamente 5 minutos y por {o tanto, la mezcla de metilparation y
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acetonitrilo tuvo poco tiempo para su evaporacidon antes de la medicion de la
concentracion nominal, reduciendo la probabilidad de error en la estimacion. Sin
embargo, el alimento preparado estuvo durante una noche en la oscuridad a
temperatura ambiente para asegurar la completa evaporacién del acetonitrilo lo cual, se
asume fue suficiente ya que la mortalidad maxima en el tratamiento control para los 2

experimentos fue de un organismo.

La degradacion del metilparation se presenta principalmente cuando se
incrementa la temperatura y/o disminuye la salinidad (WHO, 1993). El metilparatién es
mas estable en aguas de salinidades de 32-35 %o, que en agua dulce (Bagawy y El Dib,
1984). Las condiciones de agua de mar favorecen la permanencia def metilparatiéon y el
alimento estuvo guardado en ia oscuridad a -20°C; ademas, cuando fue ofrecido al
camarén, era rapidamente ingerido. Los parametros del agua de los acuarios se

mantuvieron relativamente constantes (de 24 + 1° C y Salinidad de 33 £ 1%).
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8.1. TOXICIDAD.

Los resultados obtenidos de los ensayos preliminares previos a los bioensayos
finales para determinar cual era la cantidad de alimento que se requeria, indicaron una
concentracion nominal de 32 pyg MPA*g ' Los experimentos de toxicidad (Tabla 1)
muestran que existe una relacion entre el incremento de la concentracién de
metilparation con el aumento de mortalidad de los organismos obtenida en cada
preliminar. Las concentraciones mayores a 64 ug MPAR*g' provocaron en los
camarones expuestos alteraciones como hiperexitabilidad, temblor en los apéndices,
perdida de coordinacion y aletargamiento, esto dejaba a los camarones incapacitados
para consumir alimento y provocaban mortalidades de 30 a 100%. El grado de
severidad de estas alteraciones aumentaba conforme se incrementaba la

concentracion.

Los efectos del metilparation coinciden con los resultados obtenidos por Reddy y
Rao (1991), quienes expusieron a Metapenaeus monoceros a metilparation y melation,
ambos compuestos organofosforados. Estos autores registraron alteraciones en el
comportamiento como nado erratico y muy rapido, seguido de temblores en apéndices,
perdida de coordinacion y del equilibrio, accidn violenta de las quelas y finalmente la
muerte. Flegel et al. (1992), expusieron larvas de Penaeus monodon a tres plaguicidas,
un insecticida piretroide y dos organofosforados (cipermetria y metilparation) y
observaron los mismos sintomas descritos arriba, incluyendo inquietud, nado erratico de
la superficie al fondo y viceversa, acalambramiento de los apéndices y finalmente la
muerte. Todos estos sintomas indican un efecto directo de los organofosforados sobre

el sistema nervioso de los crustaceos.
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8.2. BACTERIOLOGIA.

La cepa de Vibrio parahaemolyticus empleada para este trabajo (HL57) se
* obtuvo de la coleccién de microorganismos con importancia en 1a acuicultura del CIAD
Mazatlan. Lightner (1996, 1993), indica que entre las especies de bacterias aisladas de
camarones enfermos se encuentran V. parahemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus,
V. damsela y V. harveryi. Estas bacterias se encuentran en ambientes acuéticos,
marinos y estuarios. (Brock y LeaMaster, 1992; Lightner, 1993; 1996) Vibrio
parahaemolyticus es un patégeno oportunista que causa enfermedades cuando el
sistema de defensa de estos crusticeos se ve perturbado por factores bioticos y/o
abiéticos tales como factores nutricionales estrés y una mala calidad de agua del

estanque (Lightner, 1996).

La técnica de inoculacion utilizada en este experimento fue un bafio infeccioso
con una bacteria Vibrio parahaemolyticus potencialmente patdgena. Esta técnica es una
de las menos estudiadas en crustaceos y menos exitosa (Roque, 1995, Roque et al,
1998). Sin embargo es la técnica con mayor relevancia ecologica, porque es la que

mejor imita las condiciones naturales de infeccion.

La dosis subletal de bacteria de Vibrio parahaemolyticus utilizada en la
interaccién de plaguicida y el desarrotlo del bafio infeccioso fue de 10° UFC/ml, también
utilizada por Roque et al. (1998), ia cual resulté mas grande que la densidad de Vibrio
sp reportada en el cultivo de camarones en estanque (Guerra-Flores pers, Comm., 1997
en Roque et al., 1998).

Tsai (1989), reporta que las densidades de bacterias encontradas fueron
cercanas a las reportadas (Guerra-Flores pers. Comm., 1997 en Roque et al., 1998)
probablemente los camarones que se encontraron en el fondo del estanque y en los
sedimentos, pudieron haber sido expuestos a mas altas densidades de bacterias que

los que se encontraban en las columnas de agua.
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De estudios publicados, Roque (1995) menciona que una alta densidad de
bacterias seria requerida para inducir al camarén a que este enferme debido ha el
patdgeno oportunista. En este estudio no se pudo inducir a que los camarones
enfermaran con la aplicacion de 10% UFC/ml, alta densidad de bacterias oportunistas
como es Vibrio sp, Flegel et al. (1992) especuld que el camardon era continuamente
invadido por bacterias, si esto fuera cierto un gran numero de bacterias en el agua
podrian abatir los mecanismos de defensa del camarén, y asi una pequena proporcion
del conteo total consistiria de Vibrio sp, patdbgeno que podria causar la enfermedad. Se
esperaba con este estudio qu‘e al ser estresado el camardn juvenil con metilparation y al
ser continuamente invadido por Vibrio parahaemolyticus, eéte enfermara; esto no se

pudo lograr.

Roque et al. (1998), realizd una serie de ensayos con indculo de bacteria del
genero Vibrio parahaemolyticus, estas fueron adicionadas diariamente, con el objetivo
de mantener una alta densidad de bacterias y soportar su crecimiento en acuarios
pequefos, ya que es dificil mantener una alta concentracion de bacterias Vibrio sp con
insuficiente materia orgartica, a pesar de la adicion de TSB. Con el fin de facilitar la
infeccion de la vibriosis los camarones fueron artificialmente heridos en el tercer
segmento abdominal hasta la penetracion del caparazén pensando que la herida seria
un factor estresante apropiado ya que es un agente primario por el cual se puede
inducir la infeccion y ocurre en condiciones naturales (Rosen, 1970; Ligtner, 1978,
1983, 1988; Ruangpan and Kitao, 1991)

Después fueron desafiados con un bafio infeccioso de Vibrio parahaemoliticus,
se inoculd con 1.5 mi/L de agua de mar, teniendo una mortalidad de 32-52% y fue
significativamente diferente a los controles en cada bioensayo. Sin embargo en los
resultados obtenidos de mortalidad en estos bioensayos, el factor estresante utilizado,
el metilparation, fue demasiado toxico para el organismo y no hubo interaccion con el
bario infeccioso aplicado ya que las mortalidades reportadas fueron por el plaguicida

organofosforado metilparation y no las esperadas por infeccion del Vibrio sp.
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8.3. INTERACCION PLAGUICIDA - BACTERIA.

Con los resultados obtenidos en los bioensayos de interaccibn plaguicida-
bacteria se descarta la hip6tesis principal propuesta en este trabajo. Los resultados de
los bioensayos obtenidos de interaccién plaguicida-bacteria indican que no se presento
un efecto interactivo entre el plaguicida metilparation y fa cepa HL57, sobre el camardn
blanco juvenil Litopenaeus vannameiy no se encontraron diferencias significativas entre

los cuatro tratamientos propuestos en este estudio.

Se observd que las pendientes que mejor describian las mortalidades de los
cuatro diferentes tipos de tratamientos fueron lineales, esto indica que al ofrecer el
alimento con plaguicida metilparation las mortalidades se presentan desde el primer dia
de aplicacion del alimento contaminado, y estas se mantuvieron constantes sin
presentar un incremento de mortalidades cuando se aplicé el bafio infeccioso de la

bacteria potencialmente patégena.

Debido a que las mortalidades mas altas reportadas fueron para metilparation-
medio con una mortalidad de cuatro organismos por dia esto sugiere una vez mas que

los organismos se estaban muriendo de intoxicacion por el plaguicida.

El metilparatién es un organofosforado de facil incorporacién y efectos téxicos
dirigidos al sistema nervioso de crustaceos. En los ambientes acuaticos, los organismos
que se encuentran expuestos a este organofosforado sufren problemas a nivel
fisiologico sobre el sistema de defensa que repercuten directa o indirectamente en los
camarones juveniles aumentando de manera potencial o aditiva ia posibilidad de
infeccién por organismos oportunistas presentes en el medio o inclusive dentro del

mismo organismo (Couch y Courtney, 1997).

Sin embargo Galindo et al., (1994) menciona que los organofosforados pueden
afectar directa o indirectamente a los organismos acuaticos a través de la cadena

alimenticia, causando mortalidades en poblaciones cuando las concentraciones de
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plaguicida son altas (intoxicaciones agudas) y alteraciones bioquimicas, fisiologicas y
genéticas cuando las alteraciones son bajas o subletales (intoxicaciones cronicas),
principalmente cuando las sustancias toxicas tienen una larga persistencia en el medio

ambiente.

Por todo esto se considera que las mortalidades que se registraron en juveniles
en el presente estudio se debieron a intoxicaciones agudas, ya que ta concentracién de
32 yg MPAR*g ! de alimento parecen haber sido muy elevadas, causando asi grandes

mortalidades diariamente.

El uso de controles donde se ofrecié alimento preparado con acetonitrlo a
camarones juveniles aunado con medio de cuitivo TSB a los acuarios, permite descartar
las muenrtes de los organismos por efecto estrés como el uso dei solvente acarreador o
del mismo medio de cultivo. De este modo, aumenta la posibilidad de que los resultados
de mortalidad obtenidos sean en primera instancia, por la concentracion ofrecida de

alimento contaminado con plaguicida a camarones juveniles.

En este estudio se descartaron las muertes por variantes como cambios
abidticos tales como: temperatura, pH y salinidad; o a organismos como bacterias
ajenas a los tratamientos o protozoarios que pudieran alterar las condiciones de cada
uno de los acuarios ya que todas estas vanabies se tenian previamente controladas,
pero si se pudo considerar la mortalidad debido a las variaciones fisioldgicas de cada

organismo debido a la susceptibilidad de cada organismo al plaguicida metilparation.

Este trabajo se realiz6 basicamente en condiciones de laboratorio, sin embargo
permite confirmar el efecto toxico que causa este plaguicida organofosforado sobre el

camardn blanco.
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8.4. HISTOPATOLOGIA.

En camarones con infecciones bacterianas, desde el punto de vista
histopatoldgico, se pueden observar areas con desarrolio de nddulos hemociticos y
melanizaciones, dichos nodulos estan compuestos de una colonia bacteriana en el
centro rodeada por una zona melanizada y mdltiples capas de hemocitos encapsulados.
Estos nddulos se desarrollan en la mayoria de los 6rganos afectados (Egusa et al,,
1988; Broca y Lea Master, 1992).

El porcentaje de grados de infiltracion hemocitica fue alto para los cuatro
tratamientos, al igual que el numero de melanizaciones encontradas, para intestino
medio, estomago y cuticula. Sin embargo el porcentaje alto de melanizaciones y
nédulos hemociticos no determina que exista un sintoma de infeccion de los
organismos sobrevivientes ya que en los cuatro tratamientos se presento un alito

porcentaje.
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Se determino que la tecnica de bafo infeccioso con Vibrio parahaemolyticus
utilizando metilparation como factor de predispocicion a vibriosis en camarones

juveniles Litopeneus vannamei no tuvo un efecto interactivo.

La dosis de metilparation para inducir estrés en juveniles de Lifopenaeus

vannamei es de 32 yg MPARg 1" de alimento.

El bafio infeccioso de Vibrio parahaemolyticus con densidad de10™ UFC/mi,

no induce a Vibriosis en juveniles de Litopenaeus vannamei.

El metilparation con {a dosis de 32 ug MPARg 1* de alimento, no aumenta la
susceptibilidad de Vibriosis de juveniles de Lifopeneus vannamei expuestos a

un bafio infeccioso con esta bacteria.

El estudio histopatoldgica demostrd una baja presencia de nddulos hemociticos
en juveniles de Litopeneus vannamei expuestos al bafio infeccioso Vibrio
parahemolyticus. También se observé un alto grado de infiltraciones

hemociticas debido a 1a alta toxicidad de metilparation.
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El desarrollo de bioensayos en el laboratorio enfocados al estudio del estrés
causado en camarones por organofosforados, son de gran importancia porque
proporcionan informacion sobre los efectos que estos compuestos podrian estar

ocasionando en ambientes naturales y bajo condiciones de cultivo comercial.

Debido a que los compuestos organofosforados son utilizados cominmente en
las actividades agricolas de Sinaloa, es recomendable que en futuros estudios se
utilicen diferentes concentraciones de organofosforados como factor estresante y se
profonguen los dias de exposicion a este compuesto; ademas, se recomienda elevar la

concentracion de bacterias patdgenas.

Este trabajo es un antecedente que reafirma la existencia de un efecto sobre la
inmunidad del camaron, pero es necesaria una evaluacion mas afondo para reforzar la
investigacion. Se recomienda también considerar el presente trabajo como la pauta a
seguir para posteriores estudios en los cuales se tome en cuenta otro tipo de analisis
como valoracién del efecto toxico bajo condiciones de inanicion. Se propone también
que se realicen mas analisis histopatolégicos que se enfoquen mas a las alteraciones

causadas por exposiciones agudas a este plaguicida.
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