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. Resumen

La acuicultura, en especial la camaronicuitura por su demanda en los mercados nacionales e
internacionales, ha tenido un creciente desarrcllo, a la par de esto la especie cultivada
Litopenasus vannamei se enfrenta a una serie de problemas patolégicos que se atribuyen
generalmente a virus, bacterias, hongos, protozoarios y enfermedades causadas generalmente
por una deficiente alimentacion. Una de las mas impactantes es la llamada Enfermedad de las
Manchas Blancas (EMB) atribuible a un agente viral. En observaciones clinicas esta patologia
denota una similitud en sintomatologias causadas por enfermedades metabdlicas como la

hipomagnesemia.

Para la realizacion de este estudio se recolectaron muestras en 30 granjas distribuidas en
cuatro estados del Noroeste de México, con un total de 2,310 pruebas de laboratorio: se
analizaron los macro y micro-minerales de los diferentes sustratos del habitat del camardn
{agua superficial, agua de fondo y sedimento), asi como alimentc comercial y organismos
{camarones), donde a estos dltimos se les realizd estudios de Histopatologia vy de Reaccién

en Cadena de la Polimeraza (PCR punte final).

Los resultados obtenidos demuestran que los “Alimentos Balanceados™ presentan una
relacion altamente significativa en todos los signos relacionados con la EMB. Por lo que se
establece que existe un desbhalance de minerales en el habitat del camardn de cultivo
especificamente una deficiencia de magnesio (Mg) por excese de potasio (K) en el alimento, y
esto es un factor predisponente para la manifestacion de patologias de diversa indole,
incluyendo la EMB. Per el gran nimero de variabies gue resultaron involucradas, es necesario

ampliar el nimero de observacicnes durante todo el procese de cultivo.

Palabras clave: L. vannamei, desbalance de mineraies, habitat de! camardn, EMB



“Determinacion de minerales en el habitat del camarén de cultivo (Litopenaeus vannamei,
Boone 1931) y su relacion con la Enfermedad de las Manchas Blancas (EMB), en el
Noroeste de México”,

Il. Antecedentes

La acuicultura es el sector de alimentos con mayor crecimiento en las Ultimas dos décadas y se
espera gue esta tendencia continle en ej futuro, (Shamshak y Anderson, 2011).

A nivel mundial, el sector productivo gue mas ha crecido en las dltimas décadas es la industria
del cultivo de camarones peneidos. A partir de 1980 este tipo de cultivo ha presentado un
desarrollo expansivo, pasando de alrededor de 50,000 toneladas en ese afio hasta 3.46
millones de toneladas en el 2007 (Sabatini y Q"Sullivan, 2004, Rosenberry, 2008; FAQ, 2010).
Dentro de los principales preductores destaca Asia, con un aporte de alrededor del 80 % de la
produccion mundial por cultivo. En el 2007, China, India, Vietnam, Indonesia y Tailandia se
ubicaron dentro de los primeres lugares en produccion; mientras que en el continente
Americano, Ecuador, Brasil y México ocupan los sitios méas destacades, dichas posiciones se
han mantenide sin mayores cambios en los ultimos afios (FAQ, 2010).

Sin embargo, a nivel mundial esta actividad pasa por serios problemas causados per la
transmisién de enfermedades provocadas por diversos patégenos. Dentro de los patdgenos
mas devastadores se encuentran los virus. A nivel mundial, se han descrito alrededor de 15
virus como agentes infecciosos para los cultivos de camardn. De éstos, ocho han provocado las
epizootias mas devastadoras: el Virus de la Necrosis Infecciosa Hematopoyética e Hipodérmica
{IHHNV}, el Virus Hepatopancreatico {HPV), el Virus de la Nucleosis Poliédrica de Lifopenaeus
vannamei (PySNFV o Virus tipo BP), el Virus de la Nucleosis Poliédrica de Penaeus moncdon
(PmSNPYV o Virus tipo MBV), el Virus de la Necrosis de Glandulas Digestivas (BMN), el Virus
del Sindrome de Taura (TSV), el Virus de la Cabeza Amarilla (YHV) y el Virus del Sindrome de
la Mancha Blanca (WSSV) (Bonami, 1997, Lightner y Redman, 1998).

De manera particular la camaronicultura en México representa una de las areas de la

acuicultura mas recientes y de alte desarrollc tecnolégico, debido a ia demanda y los altos
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precios del camardn en el mercado internacional, el cual ha sido considerado uno de los
recursos marinos de mayor importancia econdmica (Lucien-Brun, 1997) y con mayor expansion
a nivel mundial (Lem y Shehadeh, 2600).

En diversas investigaciones se ha determinado que las epizootias virales son [as gque causan
mavyores perdidas econdmicas debido a las altas mortalidades que provocan en los cultivos,
ya que hasta [a fecha no se ha desarrcllado ningdn tratamiento que permita controlarlos.
Aunado z esto, el heche que los crustaceos al igual que otras especies acuaticas, no poseen
mecanismos inmunoclogicos de respuesta antigeno-anticuerpo {Bonami, 1997).

Una de las enfermedades virales que ha causado mayor impacto a la camaronicultura nacional
es la Enfermedad de las Manchas Blancas {EMB), detectada por primera vez en 1992 en
Taiwan, en cultivos de Penaeus monodon (Chou et af., 1995; Wang et al, 19895). Un afo
después se reportd en China (Kasornchandra y Boonyaratpalin, 1994; Jie et al, 1995) y
desde entonces ha side identificada en la mayoria de los paises asiaticos en los cuales la
industria camaronicola estd mayormente intensificada, como Japdn, indonesia, Tailandia,
Malasia, India v ofros paises, en los cuzles ha causado fuertes pérdidas econdmicas debido a
las altas mortalidades que por lo regular han alcanzado entre el 80 y 100% de las poblaciones
infectadas.

El virus de la EMB se reporté por primera vez en Japdn durante 1992 y 1993, en granjas de
camaron Penaeus faponicus {Nakano et al., 1998; Zhang et al., 1998), pero se piensa que fue
importado con postlarvas infectadas provenientes de China (Briggs et al., 2005}, Alrededor de
esas fechas fue detectado en cultivos de P. monodon, P. japonicus y P. penicillatus en Taiwan,
China y, luego en P. monodon al sur de Tallandia (Lightner y Redman, 1998; Lo y Kou, 1998).
Posteriormente, el virus de la EMB se disemind rapidamente a todas las areas de cultive de la
region asiatica (Flegel y Fegan, 2002; Briggs et al., 2005; Lo et al,, 2005).

En 1995 fue detectado por primera vez en Texas en cultives de P. setiferus, mostrando
también ser infectivo experimentalmente en L. vannamei y L. stilyrostris (Tapay et al., 1997).

Después, en 1999 el virus WSSV empezd a afectar las granjas de cultivo de camardn L.
3



vannamei y L. stilyrostris de Latinoamérica desde Honduras, Guatemala y Nicaragua hasta
Panama en Centro Ameérica y, hacia Ecuador, Per( y Colombia en Ameérica del Sur.

En México, se reporté por primera vez el virus de [a EMB en junio de 1999 y pronto causo
mortalidades masivas en las granjas camaroneras del Norte de Sinaloa, principalmente en ios
cultivos de camardn azul L. stylirostris (Mejia-Ruiz et al.,, 1999; Peinado-Guevara y Lépez-
Meyer, 2008). Para el afio 2000, causo serias pérdidas en las granjas de camarén en Sinaloa, al
grado de considerarse como el riesgo mas importante en los cuitivos de |a costa del noroeste de
Mexico (Juarez, 2008). Posteriormente éste virus se dispersé répidamente a la mayoria de las
granjas camaronicolas del Noroeste de México (Sonora, Sinaloa y Nayarit} causando las
mayores pérdidas econdomicas en los cultivos de camardn blanco L. vanname.

Hasta el afo 2005 se detectd el virus de la EMB en granjas de Brasil {Bayot, 20086).
Actualmente, se sabe que éste virus esta presente en todas las regiones donde se cultiva
camaron, excepto en Australia donde aun no se ha detectado (East et al., 2004; Diggles, 2007).
La EMB es uno de los principales problemas para la industria camaronicola de Meéxico y, hasta
la actualidad no existen tratamientos disponibles para controlarla e impedir la mortalidad de los
camarones. La Unica alternativa para reducir el riesge de entrada del virus WSSV a los sistemas
de produccién de las granjas comerciales e impedir que los organismos se infecten y enfermen,
es la implementacion de medidas de bicseguridad o exclusion, tales come la desinfeccion y
filtracion (Clifford, 1999; Lightner, 2005).

Con base en informacién proporcionada por los Comités de Sanidad Acuicola de Baja
California, Baja California Sur, Campeche, Colima, Guerrero, Michoacan, Nayarit, Sinalea,
Sonora, Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan, la produccién nacionai de camarén por
acuicultura aumenté de 61,499 toneladas en 2003 a 132,788 en 2008, manteniéndose muy
simiiar en 2009 (132,371 ioneladas), sin embargo, en 2010 se registro una disminucién de
30,543 toneladas cor respecto al afio anterior, lo cual se atribuyé principalmente a eventos de
morajfidades por presencia de la EMB, estimando tan solo para ese afio pérdidas econdmicas

por et orden de los 1,527 millones de pesos (Gréfica 1).
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Grafica 1. Comportamiento de la produccién nacional de camaron por acuicultura y valor de la produccién. (Tomado de base de datos
del Comité de Sanidad Acuicola de Sinaloa).

Entre los dltimos reportes en el afno (2009 — 2011) sobre esta enfermedad, los Comités de
Sanidad Acuicola de Sinaloa (CESASIN) y Sonora (COSAES) y en éste dltimo en 2011,
estimaron que causo pérdidas econémicas de alrededor de 1,200 y 1,500 millones de pesos
respectivamente y un impacto social severo por la pérdida de 7,500 empleos directos y 15,000
indirectos (Panorama Acuicola, noviembre - diciembre 2011).

Desde el primer reporte de la EMB, se ha desarrollado un gran numero de investigaciones con
el objeto de caracterizar el agente causal, definir los signos clinicos, asi como los factores
biolbgicos, socioeconémicos y medioambientales asociados a la enfermedad.

La literatura actual dice que la EMB es causada por un virus de ADN de doble cadena, cuya
molécula supera los 306 kpb; los virones son fusiformes de un tamafio que varia entre 70 y 150
nm en su eje transversal y de 250 a 380 en el longitudinal (Figura 1). Una de las caracteristicas
principales del virus es un accesorio, tipo flagelo al final o extremo del virén (Wongteerasupaya
et al., 1995; Durand et al., 1997 y Van Hulten et al., 2001). Baséndose en sus caracteristicas
morfologicas y en su estructura gendmica, Yang et al. (2001) lo clasificaron como un miembro

de la familia Nimaviridae.



Figura 1. Microscopia electrénica del virus de la mancha blanca (WSSV). Tomado de Diagnosis of Shrimp Diseases,
FAQ y Multimedia Asia Co. 1999.

Los organismos infectados por la EMB muestran como signos clinicos manchas o parches
blancos de 0.3 a 0.5 mm de diametro en la superficie interna del exoesqueleto, apéndices y en
menor grado en el abdomen, letargia, anorexia, enrojecimiento por la expansion de los
cromatéforos (Figura 2) y mortalidades que pueden alcanzar hasta un 100% de 3 a 10 dias
después de haber aparecido los primeros signos de la enfermedad (Momoyama et al., 1994;

Nakano et al., 1994; Takahashi et al., 1994; Lightner, 1996a).

Figura 2. Signos clinicos de la presencia de la EMB en camarén blanco Litopenaeus vannamei.(a) enrojecimiento por expansion de
cromatoforos; (b) acumulaciones de carbonato de calcio en la parte interna del exoesqueleto de la region cefalotoraxica y (c)
organismo con signos clinicos avanzados de la enfermedad en la que se observa enrojecimiento por expansion de
cromatoforos y las acumulaciones de carbonato de calcio en la parte interna del exoesqueleto. Tomadas de Morales-
Covarrubias (2004) (2) y Morales y Cuéllar-Anjel (2008) (b y c).

Se ha determinado que entre las especies hospedadoras susceptibles a la EMB se encuentran

todos los crustaceos decapodos (orden Decapoda, Figura 2) procedentes de fuentes marinas,

salobres o de agua dulce (Lo ef al., 1996a; Maeda et al., 1998a; Wang et al., 1998.; Hossain et
6



al, 2001; Jiravanichpaisal et al, 2001 y Chakraborty et al, 2002), sin embargo, se ha
observado que en algunas especies la enfermedad no es letal (Cai ef af,, 1995; Lightner, 1996b:
Van Hulten et al, 2000; Sahu! Hameed et /., 2000, 2001; Just et af, 2002). La EMB afecta a
todos los estadics de vida del camarén, desde huevos hasta reproductores (Lo et af., 1997; Lo y
Kou, 1998 y Venegas et al., 1999), sin embargo, las etapas de mayor susceptibilidad son las
ultimas fases de poslarvas, juveniles y adultos, sobre todo en la etapa de premuda tardia, al
igual que el virus del sindrome de Taura (Hasson et al, 1999) ya que las mortalidades estan
asociadas a la posmuda {Echeverria ef al., 2002).

La susceptibilidad de los crustdceos a la EMB esta asociada de manera directa a condiciones
de estrés ocasionadas por facteres demegraficos y medioambientales como: especie, densidad
poblacional, variaciones bruscas de salinidad, temperatura, pH y concentracién de oxigeno
disuelto. Tal es el casc del camarén blanco Lifopenaeus vannamei que muestra mayor
susceptibilidad a bajas temperaturas (inferiores a 29°C), observandose en estanques
comerciales mayores pérdidas en el inviernc seco comparado con el verano lluvioso (Rodriguez
et af., 2003)

Por otro lado, la inadecuada dosificacion del alimento balanceado y los fertilizantes en los
cultivos de camarones peneidos generan una acumulacion de materia organica en el fondo de
los estanques (Boyd y Tucker 1998) y como consecuencia una disminucién de los niveles de
oxigena disuelto (Boyd y Walter 1989), propiciando condiciones de estrés en los organismos, lo
cual favorece la infeccion por la EMB.

Cbservaciones clinicas realizadas en otras especies de interés zootécnico denotan la similitud
de sintomatologias con enfermedades de indole nutricional, especificamente con la
Hipomagnesemia relacionada con un exceso de potasic en la dieta (National Academy of
Sciences,1980; Shimada, 1983).

El concepto de balance idnico se menciona desde 1992, en los estudios desarrollados en
Harbor Branch, muy poco difundidos, considerando el calambre muscular en los camarones

como patologias atribuibles al desbalance entre calcio, magnesio y potasio {Chavez, 2011).



Se comprobd gue el exceso de potasio en el alimento eleva la concentracion de éste elemento
en su crganismo y lo forza a excretar el excedente; v al eliminar el exceso de potasio también
se elimina magnesio, en el camardn M. japonicus (Davis ef al. 1992).

En otras especies, al bajar el nivel de magnesio en sangre este se absorbe de los depésitos del
organismo hasta restablecer los niveles normales; en el case de los mamiferos se obtiene del
hueso (De Luca, 2000).

Cuando el exceso de potasio estd en su medio ambiente y/o en el alimento, se convierte en un
problema cronico al forzar su excrecion en forma constante, se agota la reserva de magnesio en
el organismo y provoca los signos de su deficiencia, también se elimina calcio y fosforo de la
reserva junto con el magnesio, provocando niveles altos de calcio en la sangre y por
consecuencia, calcificacién de tgjides blandos, a la vez que el excesqueleto se desmineraliza
{Morates Covarrubias, 2004).

Se considera que este fendmeno metabolico probablemente no es el agente etioldgico de la
EMB, pero es muy factible que sea una condicién predisponente; otra posibilidad es que ésta
sea la causa principal y el virus al que se le atribuye sea solo un ente opertunista.

También se puede considerar como factor de {a EMB, el hecho que México en los lltimos 10
afios ha estado importando cantidades crecientes de “cloruro de potasio” (compuesto altamente
soluble en agua), para utilizarle como fertilizante en un sin nimerc de cultivos de granos
basicos (producidos principalmente en Sonora y Sinaloa) y en otros como cafia de aztcar
{FIRA, citar 2008}. En virtud de que el agricultor fertiliza, y con el riego o durante el tiempo de
Huvias el agua arrastra los excedentes de estos fertilizantes, llevandolos por arroyos y rios hasta

los esteros donde se encuentran las fuentes de agua de los camarones de granja.



IIl. Planteamiento del Problema.

Con los precedentes referidos en los parrafos anteriores, se planteo el presente trabajo:

‘Determinacion de minerales en el habitat del camarén de cultivo (Litopenaeus vannamei,

Boone 19317) y su relacion con la presencia de la Enfermedad de las Manchas Blancas (EMB),

en el Noroeste de México”, mismo gue pretende comprobar lo siguiente:

V. Objetivo general

Realizar un estudio del perfil de minerales en el habitat del camardn de cultivo en los estados de

Baja California, Baja California Sur, Colima, Nayarit, Sinaloa y Sonora, para determinar su

relacion causat con la presencia de la Enfermedad de las Manchas Blancas (EMB).

4.1. Objetivos especificos

4.1.1.- Determinar minerales en agua superficial, de fondo y sedimento de los
estangues, asi como en alimento balanceado y crganismoes {camarcnes).

4.1.2.- Detectar la presencia de la EMB en los camarones de cultivo, mediante técnicas
moleculares (PCR punto final).

4.1.3.- Detectar mediante histopatologia, depésitos de minerales en los camarones de
cultivo.

4.1.4.- Determinar la relacion de la EMB en camarones de cultivo, con un desbalance de

minerales en su habitat.

V. Hipotesis

E! desbalance de minerales en el habitat de camarones de ¢ultivo, es un factor que predispene

la manifestacién de la Enfermedad de las Manchas Blancas (EMB).



VI. Material y Métodos

6.1. Caracteristicas de la especie en estudio

En este trabajo se analizaron unidades de produccion del noreste mexicano que cultivan la
especie Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), o también conocido como camarén blanco. Este
organismo es una especie de crustaceo decapodo de la familia Penaeidae, nativo del oriente
del Océano Pacifico, desde el estado de Sonora, México, hasta el noroeste del Perl. Esta
especie se caracteriza por presentar Rostrum moderadamente largo con 7-10 dientes dorsales
y 2-4 dientes ventrales. En los machos maduros petasma simétrico y semi abierto.
Espermatoforos complejos, consistentes de masa espermatica encapsulada por la vaina. Las
hembras maduras tienen el télico abierto. Su fase de desarrollo larval comprende de seis
nauplios, tres proto-zoeas, y tres etapas de mysis. Su coloracion es normalmente blanca
translucida, pero puede cambiar dependiendo del sustrato, la alimentacién y la turbidez del
agua. La talla maxima es de 23 cm. Comunmente las hembras de esta especie crecen mas

rapidamente y adquieren mayor talla que los machos.

Figura 3. Imagen que muestra las caracteristicas morfologicas de la especie. Litopenaeus vannamei
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6.2. Habitat y biologia

El camardn blanco habita en aguas cuya temperatura es riormalmente superior a 20 °C durante
todo el afio. Lifopenaeus vannamei se encuentra en habitats marinos tropicales. Los adultos
viven y se reproducen en mar abierto, mientras que la postlarva migra a las costas a pasar la
etapa juvenil, la etapa adolescente y pre adulia en estuarics, lagunas costeras y manglares. Los
maches maduran a partir de los 20 g y las hembras a partir de los 28 g en una edad de entre 6 v
7 meses, Cuando L. vannamei pesa entre 30 y 45 g lihera entre 100 000 v 250 900 huevos de
aproximadamente 0,22 mm de diametro. La incubacion ocurre aproximadamente 16 horas
después del desove y la fertilizacion.

En la primera etapa, la larva, denominada nauplio, tiene un nado intermitentemente y presenta
fototropismo positivo. Los nauplios no requieren alimentacion, sino que se nutren de su reserva
embrionaria. Las siguientes ectapas larvarias (protozoea, mysis y postlarva temprana
respectivamente) continllan siendo plancténicas por algan tiempo, se alimentan del fitoplancton
y del zooplancton, y son transportados a la costa por las corrientes mareales. Las postlarvas
(PL) cambian sus habitos plancténicos en 5 dias después de su metamorfosis a PL, se
trasladan a la costa y empiezan a alimentarse de detritos bénticos, gusanes, bivalvos y

crustaceos.



6.3. Materiales utilizados

Se utilizaron los siguientes materiales y equipos: Frascos de plastico 3.75 litros de capacidad,
recipientes de plastico de 1 litro, cinta para empaque de varios tipos, bolsas de plastico, cajas
de carton de varias dimensiones, tijeras, equipo de corte (cuter), franelas, tubos, llaves de paso,
coplees, tapones de %" de pvc hidraulico, pegamentos para pvec, bomba de succion para uso
domestico, tablas para la toma de datos, lapices, ligas, etiquetas, pinzas de plastico, cuchillos
desechables, guantes de latex, jeringas, pistola de empaque para cinta canela, flejes para
empaque, cangureras, hieleras El equipo que se utilizo, fue: GPS, Potenciémetro,

Refractdometro, Bascula digital y Oximetro (Figura 4).

Figura 4. Parle de material y equipo utilizado. Material de muestreo: (a) Recipientes de plastico con capacidad de 3.75 litros para las
muestras y calador para sacos de alimento; (b) Reactivos para la fijacion de las muestras (alcohol etilico al 96° y formol al 10%) y
bomba de succion para toma de muestras de agua de fondo, y (c) GPS.

6.4. Metodologia

Con colaboracion de 18 Juntas Locales de Sanidad Acuicola (JLSA) y personal de las granjas
seleccionadas se realizo la toma de muestras de 30 granjas, seleccionadas por su alta

incidencia de EMB, o ausencia de ella a manera de control negativo.



En la figura 5; se observan los sitios en los cuales se obtuvieron las muestras. En el cuadro 1;
se advierten los datos que se registraron al realizar el muestreo, (la latitud y longitud estan

medidas en grados decimales).

Sono’a

Chihuzhua

Figura 5. Mapa de ubicacion del area de estudio.




Cuadro |. Relacidén de muestras colectadas.

Fecha de Latitud  Longitud
Muestreo N Q

Clave Entidad JLSA Nombre de la granja

ET e
B
s

Acuicola Santa Magda - 27/00/2011 . *27.208
Cerro Yasicuri 28/09/2011 27.8991 110.6163

o Meélagos:i
Cruz de

"Santa Rosalia
.}iGru_pos UI"\idDS

24.6584

58 SIN jai

& Navbiato
Sur

24.5939 107.7724
i _ElDorado.

_Norte s
Guasave

253666 108.6186

32.2149 1152129

Sec. Esp. Acuicola Ejidal

(Bichal) 091172011 22.0030 1054397

10C NAY Tuxpan

BC: Baja California; BCS: Baja California Sur; COL: Colima; NAY: Nayarit; SIN: Sinaloa; SON: Sonora.
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6.5. Toma de muestras en campo:

En este trabajo los andlisis de laboratorio no fueron relazados por el equipo de investigacién
debido a que no se cuenta con el equipo necesario para realizar mencionado trabajo, el analisis
fue realizado por tres laboratorios de los cuales se hace mencion a continuacion: Los analisis y
la determinacidn de la cantidad de minerales en agua de supetfice, agua de fondo, lodo,
alimento y fue realizada por el Laboratorio de Andlisis de agua S.A. de C.V. (ANASA),
Acreditado por la Entidad Mexicana de Acreditacion, A.C. (EMA), Los andlisis de PCR fueron
realizados por el Laboratoric de Investigacion en Alimentacidn y Desarrollo A.C, Unidad
Mazatlan, en Acuicultura y Manejo Ambiental, y los andlisis histologicos fueron realizados por el
Centro de Patologia Veterinaria, todos los laboratorios fueron designados por previa evaluacion,
Se tomaron muestras dirigidas a las unidades de produccién que mostraron una mayer
incidencia con la EMB, con el criterfo de encontrar con mayores posibilidades, cantidades
anormales de iones en los tanques de cultive; en agua superficial, agua de fondo, sedimento vy
alimento suministrado, y de organismos (completos), para constatar si existe estratificacion de
algunos de elics en los estangues, fodas las muesiras se tomaron por duplicado, con el
propésito de enviar un juego a los laboratorios para su andlisis v el otro mantenerlo en

resguardo en los Comités de Sanidad Acuicola.

6.5.1. Agua de superficie

Se tomaron muestras del estanque seleccionado a 15 c¢m de profundidad maxima de la
superficie en la compuerta de salida, dtilizando un recipiente de plastico con capacidad de 1 litro
el cual se lleno varias veces, hasta completar 3.75 litros en un segundo recipiente, estos se

colocaron en contenedores para Su transporte.
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6.5.2 Agua del fondo

Estas muestras fueron tomadas frente a la compuerta de salida, a 5 ¢m del fondo, utilizando un
dispesitivo de succién de agua "bomba sifén” con extensiones de PVC de %' con 0.5 m de
longitud, el cual se podian afiadir al sifén (mediante una conexidn de rosca), segin la
profundidad del estanque, éste artefacto contaba con una llave de paso en el extremo superior
para evitar que el agua de ta columna se mesclara con el agua de fondo y en el extremo inferior
se coloco un tapon para evitar que entrara parte del sedimento y se hicieron 4 perforaciones de

2 cm a 5 cm de altura, para tomar ia muestra con "cero turbulencia”.

6.5.3. De sedimento
E! sedimento se extrajo de los estanques a 10 cm maximo de profundidad, utilizando un sistema
de extraccién manual {nucieador) con ayuda de un recipiente de plastico con capacidad de un

litro, en diferentes puntos en un radio de 4 a 8 metros frente a la compuerta de salida del

estangue, hasta completar 3.75 litros.

6.5.4. De alimento
Se tomaron muestras del alimento utilizade en cada granja, mediante un “calador de sacos” de
PVC de 1/2° con 45 cm de longitud y un corte a 45% en uno de los extremos, se muestrearon 10

diferentes sacos de alimento por granja, hasta completar aproximadamente 2 kilos, los cuales

se colocaron en el recipiente asignado para ello.

6.5.5. De organismos

Los muestreos de ocrganismos fueron realizados de acuerde a las recomendaciones
establecidas en el Manual de Prugbas de Diagndstico para los Animales Acuaticos, publicado
por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) 2010, como se menciona a continuacién.
Se colectaron 72 organismos vivos de cada unidad de produccion por medio de una atarraya

atémica de 1.8 m de didmetro; 12 de los camarones se conservaron en formol (para andlisis
16



histologico), 12 en etanol al 30-95% {para andlisis de PCR) y 12 se refrigeraron dentro de una
bolsa de plastice doble, en hielo vy posteriormente se congelaron, para determinar su contenido
integro de electrolitos, los 32 camarones restantes se resguardaron en cada uno de los Comités
de Sanidad Acuicola {CSA) de cada estado, con la intencidén de asegurar la disponibilidad de
material bicldgico poder repetir alguna prueba en caso de que fuese necesario.

Se ubicd la localizacion exacta, via satélite, de los lugares donde se tomaron las muestras, por
medio de un equipo GPS {ver cuadro I), para relacicnar los hallazgos con la conformacién

geografica del lugar via satélite, o para cualquier aclaracién posterior.

6.6. Manejo de muestras.

Los utensilios para la toma de muestras se elaboraron con tubo PVC para facilitar su traslado y
asegurar su resistencia a golpes durante el vigje, se utilizé un juego nuevo para cada granja con
el propdsito de evitar contaminaciones en las muestras y/o llevar microorganismos entre
granjas, estos implementos se enviaron por tierra o aire a los Comités de Sanidad Acuicola de
los Estados participantes, y de alli se distribuyeron a las JLSA donde se localizaron las granjas
muestreadas.

Los recipientes destinados a contener las muestras fueron identificados con anticipacion
mediante etiquetas, con la informacidn necesaria impresa (identificacion individual, tipo de
muestra, lista de determinaciones a realizar, ¥ adonde reportarla en caso de extravio), con
diferentes colores segun el tipo de muestra, para disminuir la posibilidad de confusiones.

Las 420 muestras (cuadro 2) que se colectaron, y se empaquetaron para prevenir pérdidas de
los materiales contenidos durante su traslado a los iaboratorios y JLSA.

Una vez tomadas la muestras; |la tapa del recipiente fue sellada para evitar las posibles fugas de
material, y asegurar que la tapad se mantenga en su lugar a pesar de golpes al recipiente que
pudieran suceder durante su transporte, adicionalmente a esa medida cada muestra se metio
en una bolsa plastica cerrada con una liga, para posteriormente seglin su destino, se

empacaron los frascos en diferentes cajas de cartdon segin su destino y membretadas con el
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nombre del proyecto, la razén social de CESASIN y el numero de teléfono donde se podia
repertar su localizacion en caso de una perdida eventual, posteriormente se reunieron y se
llevaron personalmente a los laboratorios para su analisis, dejando un juego de muestras en
cada Comii¢ de Sanidad Acuicola para su resguardo y su posterior utilizacion por alguna

aclaracién,

Cuadro N° 2. Relacion de namero y distribucién de las muestras tomadas.

" Agua de
Superﬁc‘ie‘ B
* Agua de Forido

Lodo

*Solo se procesarcn 11 muestras de histopatologia por falta de recurso.

6.7. Pruebas de [aboratorio

En el cuadro 3; se cbserva la relacidon de minerales analizados en el laboratorio de Analisis de
Agua SA de CV, ubicade en Zapopan Jalisco, de acuerdo al tipo de muestra las técnicas
utilizadas para determinar la concentracién de mingrales en cada uno de los casos, la

metodologia utilizada para la determinacion de cada mineral se puede consultar en el anexo 1.1 a

14.
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Cuadro 3. Relacion de analisis de concentracion de minerales realizado.

Muestra Ca Mn|Fe|Cu |Coil [Se|Zn|Al|Cd|F |Mo|Pb|Si
crAguade: |
- superficie i
Agua de
fondo

Na | Ci Mg

K s
o P I e
X X
X %

X = f_x:'-'. o

Alimento
para
camaron

XX [ XX | XX XX XX

=
=
=
=

Se realizaron analisis quimicos como se muestra la relacion del cuadro 3. A los organismos
ademas de los analisis quimicos se les practico estudios histopatoldgicos tefiidos con
“Hematoxilina Eosina” (Anexo 2}, para detectar nédulos de calcio, realizados en el Laboratorio
de Patologia Veterinaria, asi mismo se realizo el estudio molecular que a 9 organismos, de cada
granja, en grupos de 3, para la deteccion del virus de la Mancha Blanca por medio de la técnica
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) realizado por el Centro de Investigacidon y

Desarrollo en Alimentacién CIAD. {Anexo 3 PCR).

6.8. Andlisis Estadistico.

Se aplicé un Modelo Lineal General (MLG) mediante el Sistema de Anaiisis Estadistico (SAS)
del conjunto de datos obtenidos de las muestras problema y asi como el analisis de su
correlacion con los signos causados por la enfermedad de la Mancha Blanca objeto del
presente estudio. Por otra parte se analizo {a interrelacion de perfil de minerales en los sustratos
y muegstras, de manera particular entre el potasio y magnesio con su posible relacién con la

EMB por medio del programa Excel®.
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VII. Resultados y Discusion.

Segln Boyd (1998), los camarones requieren de una concentracién adecuada de iones para
satisfacer sus necesidades de ésmosis, pero no tienen estrictos requerimientos de iones
individuales. La concentracion de oxigeno disuelto en el agua es para el camarén un factor
critico en su crecimiento, reproduccion, supervivencia v tolerancia a las enfermedades. Con
excepcién del hidrégeno, carbono, nitrdgeno y oxigeno hay aproximadameﬁte 20 elementos
minerales que son considerados come esenciales para la vida animal, incluyendo a los
camarones. Los elementos minerales esenciales, son clasificados en dos principales grupos,
acorde a su concentracion en el cuerpo animal; los macroelementos y los microelementos, de

acuerdo como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 1. Clasificacion de los Minerales en las Dietas para Organismos Acuaticos

Principales aniones

Principales cationes

Fosforo ()

Vanadio Molibdenc

Magnesio {Mg) Cloro (CI) Niquel {Ni) ) (Mo) Yodo (1)
 sedota) |
Potasio (K) Selenio (Se) | Fluor {F) Zinc (Zn)
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7.1. Contenido de Minerales en Agua de Superficie.

En el cuadro 4 se presentan los resultados del contenido de minerales obtenidos por el
laboratoric de diagnostico ANASA de las 30 muestras provenientes del agua de superficie de
las granjas en estudic (cuadro 1), estos datos estan expresados en ppm. Se ordenaron de
acuerdo a su ubicacion geografica con una orientacién de sur a norte, comenzando con Nayarit
y terminando con Baja California Sur.

Cuadro 4.

GRANJA Calcio (Ca) Fosforo Sodio (Na) Cltzg.:)ros Potasio (K) Magnesio (Mg)  Azufre (S)
TOC Nay. . 5021 ; QL : 3_{3_60,-_10“’» 587400

“teNay. T T1oa20 250 563793 9412,00

areon SR P s tin )

162800
882,00 0850 P MY AV ; 157800,
" 597,50 . ' 1626.00
Da7aE0 T eese T S RET 02’ ~1380,50
" 47080 <0250 iisinza ‘ "1396,00
T
g T N
422,00 : 1058621 936,00, 5:40; .1348,00
0 "{15660.10 1887.50
- narssed e
1300000
1825123
989855
i B

‘108BCS. 47870
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De manera general y a manera de resumen observamos la concentracion de minerales que se
encontro en las Muestras de Agua de Superficie Analizadas. El Calcio presento un minimo de
87. 25 ppm en la granja 1A-Col y un méaximo de 990.5 de la granja 8A-Sin, en cuanto al
contenido de Fosforo se encontré por debajo de los limites minimos de medicion de la técnica
utilizada por el laboratoric (anexo 1.1), el contenido minimo de Sodio fue de 625.12 ppm
detectado en la granja 1A-Col y el maximo fue de 16 251.23 ppm determinado en la granja 8A-
Sin, el contenido de Clorurcs minimo se encontrd en 887 ppm en lz granja 1A-Col y el maximo
en 30 058 en ia granja 8A-Sin, a su vez la concentracion minima de Potasio se detecto en 14.44
ppm en la granja 8C- B.C.N y el nivel maximo detectado fue de 574.42 ppm en la granja 7A-
Sin, los niveles minimos de Magnesio se encontraron en 79.30 ppm en la granja 1A-Col y los
niveles maximos fuercn de 1967 ppm en la granja 8A-Sin, los niveles minimos de Azufre fueron
de 124 ppm en le granja 1A-Col y los niveles maximos de 1335.37 ppm en la granja 8B-B.C.N.

En los resultados anteriormente descritos (Agua de Superficie) podemos observar que
presentan un comportamiento variable, debido a que las muestras fueron tomadas en diferentes
ambientes de cultivo incluyendo granjas que trabajan con agua dulce, salada y salobre, este

resumen se puede observar en el cuadro 4.1.

Cuadro 4.1. Analisis de Minerales contenidos en el Agua de Superficie.

CONCENTRACION DE MINERALES EN AGUA SUPERFICIE en ppm

T Caleio L Fésforon 1 E
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7.2. Contenido de Minerales en Agua de Fondo.

En el cuadro 5.1 se observan los resuitados del contenido de minerales obtenidos por el
laboratorio de diagnostico ANASA de las 30 muestiras provenientes del agua de fondo obtenida
de las granjas en estudio (cuadro 1), estos datos fuercn expresados en ppm. Se ordenaron de
acuerdo a su ubicacidén geografica con una orientacion de sur a norte, comenzande con Nayarit
y terminando con Baja California Sur.

Cuadro 5.1

Fésforo

ps Cloruros Potasio Magnesio Azufre (S}

Sodio (Na) ) () (Mg}

GRANJA Calcio (Ca)

85800 <0250
485,10

488,30
esroot
605,20

603,50
48320 ' <b2sa
485,10
513,50 <0.250 920690
C A0 <0250 1038916 4T,
723,50 <0250  17.679.80  29.368,00
65850 <0250 . 1526601 2552400,
560,10 13.886,70

1.280,00
652,30 1.969,00

s are
443,02 1.570,00

099507  16. 1.089,00
12,753,70 40" 439,00

10B B.C.S. £89,20 <0250 1330408  22.076.00 140400 102595
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En el cuadre anterior observamos que la concentracidon de minerales detectada fue de un
minimo de Calcio de 102.10 ppm en la granja 1A-Col y un méximo de 1034 de la granja SA-Sin,
el contenido de Fosforo se detecto por debajo de los limites minimos de medicién de la técnica
utilizada por el laboratorio (anexo 1.1), el contenide minimo de Sodio fue de 748.28 ppm
detectado en la granja 1A-Col y el méximo fue de 17679.80 ppm determinado en la granja 8A-
Sin, El centenido de Cloruros minimo se encontrd en 882 ppm en la granja 1A-Col y el maximo
en 29958 en la granja 8A-Sin, a su vez la conecentracién minima de Potasio se detecto en 16.2
ppm en la granja 8C- B.C.N y el nivel maximo detectado fue de 659.3 ppm en la granja 7A-Sin,
los niveles minimos de Magnesic se encentraron en 98.5 ppm en la granja 1A-Col y los niveles
maximos fueron de 2058 ppm en la granja 8A-Sin, los niveles minimos de Azufre fueron de

135,49 ppm en le granja 1A-Col y los niveles maximos de 1675.67 ppm en la granja 2C-Son.

Cuadro 5.1.2. Resumen de Minerales contenidos en el Agua de Fondo
Al igual que en el cuadro anterior se puede observar la gran variabilidad de los datos debido a
que las granjas en las que se tomaron las muestras corresponden a diferentes zonas

geograficas las cuaies tienen caracteristicas particulares en el contenido de minerales.

CONCENTRACION DE MINERALES EN AGUA FONDO en ppm

1.675,67
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7.2. Contenido de Minerales en Agua de Fondo.
En el cuadro 5.2. se observan los resultados del contenido de minerales obtenidos por el
laberatorio de diagnostico ANASA de las 30 muestras provenientes del agua de fondo obtenida
de las granjas en estudio (cuadro 1), estos datos fueron expresados en ppm. Se ordenaron de
acuerdo a su ubicacion geografica con una orientacion de sur a norte, comenzando con Nayarit
y terminando con Baja Catifornia Sur,

Cuadro 5.2.

Manganeso R Cobalto Selenio X
GRANJA (Mn} Hierro (Fe) {Co) (Se) Zing (Zn)

- <_0.01OO
£ <0,0100 . < 0,100
<0.010_0

16,0070

<0050
o s0050
< 0,050
91210, 002;
< 0.050 < {.0021
L<0,050:" . <0400 . <0021
< .050 < 0. 100 < 0.0021

<0.100 <0.0021

< {.100 < 0.0021




De manera general y a manera de resumen observamos un minime de Magnesic de 0.056 ppm
en la granja 7A-Sin y un maximo de 2.18 de |a granja 6B-Sin, en cuanto al contenido de Hierro
se encontrd un contenide minimo de 0.22 en la granja 3C-Son y el maximo se encontrd en
178.61 ppm , el contenido minimo de Cobre fue menor de 0.05 ppm detectado en la granja 1A-
Col y el maximo fue de 0.12 ppm determinado en la granja 8A-Sin, El contenido de Cobalto se
encontré por debajo de los limites medibles por |a técnica (anexo 1.4), a su vez la concentracién
minima de Yodo se detectc en menos de 0.0021 ppm en la mayoria de las granjas y el nivel
maximo detectado fue de G,0042 ppm en la granja 1B-Col, los niveles de Selenic se
encontraron por debajo de los medibles por la técnica utilizada por el laboratorio, los niveles
minimos de Zinc se encontraron en menos de 0,10 ppm en un gran numere de granjas y los

niveles maximos de 0,47 ppm en fa granja 2C-Son.

Cuadro 5.2.1. Resumen de Minerales contenidos en el Agua de Fondo.
Al igual que en el cuadro anterior se puede observar la gran variabilidad de los datos debido a
que las granjas en las que se tomaron las muestras corresponden a diferentes zonas

geograficas las cuales tienen caracteristicas particulares en el contenido de minerales.

CONCENTRACION DE MINERALES EN AGUA FONDO en ppm

MAXIMO 2,18 178,61 0,12 < 0.100 0,0049 < 0.0100 0,47

ComNmMo 0,056

26



7.2. Contenido de Minerales en Agua de Fondo.

En el cuadre 5.3. se observan los resultades del contenido de minerales obtenidos per el
laboratorio de diagnostico de las 30 muestras provenientes del agua de fondo obtenida de las
granjas en estudio (cuadro 1), estos datos fueron expresados en ppm. Se ordenaron de acuerdo
a su ubicacion geografica con una orientacion de sur a norte, comenzando con Nayarit y
terminando con Baja California Sur.

Cuadro 5.3.

Molibdeno

GRANJA Aluminio (Al) Cadmio (Cd) Flaor (F) {Mo)

Plomo (Pb)  Silicio (Si)

Cotgeao0 T
2,1430
CRTE0
108,0000

108 B.C.S. 2,5650 0,0450 40980 <0.100 0,3320 16120




En los resultados de minerales anteriormente descritos observamos una concentracidn minirma
de Aluminio de 0.43 ppm en la granja 6C-Sin y un maximo de 108 de la granja 6B-Sin, en
cuanto al contenido minimo de Cadmio se encontro por debajo de los limites detectables por el
laboratorio de diagnostico en una gran parte de las granjas y el maximo se encontré en (.05
ppm en [a granja 2B-Son, el contenido minimo de Flior fue menor de 0.73 ppm detectado en la
granja 1A-Col y el maximo fue de 6.84 ppm determinado en la granja 9A-Sin, El contenido de
Molibdeno se encontrd per debajo de los limites medibles por la técnica utilizada por el
laboratorio (Anexo 1.4), a su vez la concentracién minima de Plomo se detecto en 0.126 ppm en
la granja 10C-Nay vy el nivel maximo detectado fue de 0.35 ppm en la granja 6B-Sin, los niveles
minimos de Silicio se encontraron en 1.04 ppm en la granja 8B-B.C.N. y niveles maximos de

32.21 ppm en la granja 1A Col.

Cuadro 5.3.1 Resumen de Minerales contenidos en el Agua de Fondo.

CONCENTRACION DE MINERALES EN AGUA FONDO en ppm

MAXIMO

MM
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7.3. Contenido de Minerales en Sedimento,

En el cuadro 6.1. se observan los resultados del contenide de minerales obtenidos por el
laboratorio de diagnostico ANASA de las 30 muestras provenientes del Sedimento obtenida de
las granjas en estudio (cuadro 1), estos datos fuercn expresados en el caso de Calcio, Fosforo,
Sodio, Magnesio, Potasio, Cloruros y Azufre en porcentaje. Esta informacion esta ordenada de
acuerdo a su ubicacion geografica donde se comienza con las granjas ubicadas en el sur y se
termina con las del norie.

Cuadro 6.1.

Calcio Fosfore Seodio Potasio Magnesio
(Ca) ) (N2) Cloruros {Cl) (K) (Ma) Azufre (8)

0,11

T 1eABeS
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10B B.C.S. 3,28 0,35 0,82 2,87 076 1,56 0,06

"En esta granja no se tomo muestra de sedimento por que el tanque estaba recubierto con geomembrana.

En ios resultados presentados anteriormente podemos observar que la concentracién minima
de Calcio fue de 0.29% en la granja 9B-Sin y un maximo de 4.83% de la granja 1A-Col, en
cuanto al contenido de Fosforo se detecto un minimo de 0.03% en la granja 7A-Sin y un
maximo de 4.83% en la granja 1A-Col, el contenido minimo de Sodio fue de 0.21 % detectado
en la granja 8C-B.C.N y el maximo fue de 3,14% determinado en la granja 4C Son, el contenide
de Cloruros minimo se encontré en 0.09% en la granja 1A-Col y el maximo en 4.30% en la
granja 7C Sin, a su vez la concentracién minima de Potasio minima se detecto en (.29% en la
granja 1A-Col vy el nivel maximo detectado fue de 1.50% en la granja 4B-Son, los niveles
minimos de magnesio se encontraron en 0.75% en la granja 10C-Nay y los niveles maximos
fugren de 6,06% en la granja 6B-Sin, los niveles minimos de Azufre fuercn de 0.03% en la

granja 6C-Sin y los niveles maximos de 0.93% en la granja 10A B.C.S.

Cuadro 6.1.1. Resumen de Minerales contenidos en Sedimento.

CONCENTRACION DE MINERALES EN SEDIMENTO en %




7.3. Contenido de Minerales en Sedimento.

En el cuadre 6.2. se observan los resultades del contenido de minerales obtenidos por el
laboratorio de diagnostico ANASA de las 30 muestras provenientes del sedimento cobtenido de
las granjas en estudio (cuadro 1), estos datos fueron expresados en ppm. Se crdenaron de
acuerdo a su ubicacion geografica con una crientacién de sur a norte, comenzando con Nayarit
y terminando con Baja California Sur.

Cuadro 6.2
GRANJA Hierro (Fe) Cobre (Cu) Cobalto (Co) Yodo (I} Selenio (Se) Zinc (Zn)

10C Nay..

1C Nay.
aATCol L 21643.984
1B Col. 32.221,8000

7863700,

84,9390

20.690,3650

1.688,0000

11.287,3210

33.740,7330

i 221120,1010
22.480,0830
28614,6750
24.409,6860

26.417,6530

L. 2837TAes0
. 30.000,0340

48,5070
21,3880

<0.0400 49,2920

10B B.C.5. 20.115,6150 43,1630 <0.100 <0.01 < 0.0100 81,2120
"En esta granja no se tomo muestra de sedimento por que el tanque estaba recubierto con geomembrana.
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En el cuadro anterior observamos que el contenido minimo de Hierro se encontrd en 1688 ppm
en la granja 3A-Son y el maximo se encontrdé en  38333.95 ppm en la granja 6C-Sin, el
contenido minimo de Cobre fue menor de 13.51 ppm detectado en la granja 8C-B.C.N vy el
maximo fue de 112.64 ppm determinado en la granja 9C-Sin, El contenido de Cobalto, Yodo y
Selenio se encontré por debajo de los limites detectables por la técnica utilizada en el
laboratorio (anexo 1.4) en todos los casos, los niveles minimos de Zinc se encontraron en 47.22

ppm en la granja 10A-B.C.S. vy los niveles maximos en 169.60 ppm en la granja 4B Son.

Cuadro 6.2.1. Resumen de Minerales contenidos en Sedimento.

CONCENTRACION DE MINERALES EN SEDIMENTO en ppm

MAXIMO 38.293,95

M
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7.3. Contenido de Minerales en Sedimento

En el cuadro 6.3. se observan ios resultados del contenido de minerales obtenidos por el
laboratorio de diagnostico ANASA de las 30 muestras provenientes del sedimento obtenido de
las granjas en estudio (cuadre 1), estcs datos fueron expresados en ppm. Se ordenaron de
acuerdo a su ubicacién geografica con una orientacion de sur a nerte, comenzandc con Nayarit
y terminando con Baja California Sur.

Cuadro 6.3.

GRANJA Aluminio (Al) Cadmio (Cd)  Flior (F) M"'(i“';g;a“ Ploma (Pb)  Silicio (Si)
" 40C Nay. " 0.10

1€ Nay. 081, . 184,5860
L. 1ACel 340 :

125,5290
. 158.8960 .

15,9430 199.800,0000

20,8560

277.500,0000

£9,2330 223.500,0000

V 36,‘2370 232.400,0000

26,851,210 27,5380
L 37:526;3300
29.247,9050

240,700,000

" 21.806,6720

" 26:650,1410
28.285,7170

. 400538180

320,1150
. 183.2470:

127,0410
1518080
153,7710

605760 319.600,0000

135,5750 17,2950
10BB.CS.  37.6241100 <0020 2321950 <0.100 264910 202.300,0000
*En esta granja no se tomo muestra de sedimento por que el tanque estaba recubierto con geomembrana,

129.600,0000
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Realizando un analisis de los resultados anteriormente descritos observamos una concentracion
minima de Aluminic de 11668.90 ppm en la granja 8C-B.C.N y un maximo de 46570.07 de la
granja 4B-Son, en cuanto al contenido minimo de Cadmio se encontrd por debajo de los limites
detectables por el laboratorio de diagnostico en gran parte de las granjas vy el maximo se
encontrd en 4.23 ppm en la granja 6B-5in, el contenido minimo de Flior fue de 82.41 ppm
detectado en la granja 3B-Son y el maximo fue de 228.32 ppm determinado en la granja 3B-
“on, El contenido de Melibdeno se encantrd por debajo de los limites detectables por la técnica
utilizada por el laboratorio (anexc 1.4}, a su vez la concentracién minima de Plomo se detecto
en 15.94 ppm en 3A-Son y el nivel maximo detectado fue de 15.94 ppm en la granja 3A-Son, los
niveles minimes de Silicio se encontraron en 129600 ppm en la granja 8C-B.C.N. y niveles

maximos de 319600 ppm en la granja 9C-Sin.

Cuadro 6.3.1. Resumen de Minerales contenidos en Sedimento.

CONCENTRACION DE MINERALES EN SEDIMENTO en ppm

MAXIMO 46.570,07 4,23 228,32

RN o 1 E88,50,
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De acuerdo a los resultados anteriormente descritos y a lo reportado por Boyd (1992) en su
publicacidn titulada WATER QUALITY AND POND SOIL ANALYSES FOR AQUACULTURE
SHRIMP se pudo observar que los niveles de Potasio sobrepasan el contenido de este mineral
en algunas de las muestras tomadas en granja, sin embargo al realizar el andlisis de correlacion
con la EMB en este estudio, no se observo relacién alguna, de la misma manera se observo
que los demas minerales analizados no mostraron relacién con la presencia de esta
enfermedad, debidc a que la concentracion de minerales se encontraba cerca de los limites
recomendados para el adecuadc desarrollo, sin observar diferencias muy marcadas entre las
concentraciones recomendadas y las obtenidas por el laboratorio ANASA.

El Calcio v el Magnesio en el agua de cultivo son los principales elementos que conforman la
dureza de! agua, siendo entre estos el mas importante el calcio el cual participa de forma activa
en el proceso de muda, de acuerdo a lo mencionado por Carlos A. Ching en su publicacion
titulada WATER ALKALINITY IN THE CULTIVATION OF MARINE SHRIMP Litopenaeus
vannamei, donde menciona que el nivel de dureza conveniente para el camarén en acuicultura
es de 80-200 mg /L CaCQ3, a su vez mencioén los efectos causados por una baja alcalinidad
Mencicnando que algunos elementos ya no estan disponibles para las microalgas,
convirtiéndose en insolubles tal es el caso del fosforo que se presenta insoluble cuando el
CaCO03 se encuentra en concentraciones por debajo de 20 mg / . En los resultados obtenideos
en este estudio se observo gue todas las granjas mostraron niveles adecuados de Calcio para
el adecuado desarrolic de camarones peneidos, siendo que la concentracién menor fue de
87.25 mg/L, en [a granja de camardn que mangja su cultivo en agua dulce,(1A-Col) por lo que
no se puede determinar que las concentraciones de caicio y magnesio de las unidades de
produccidn estan dentro de las recomendadas por este autor, coincidiendo con los resultados
obtenidos en este estudio, donde al buscar la relacién que tiene el Calcio y el Magnesio en los
diferentes niveles de agua y sedimento contra la los signos de la EMB no se observo

correlacién significativa {.cuadro 12).
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En los resultados obtenidos en este estudic sobre la concentracic~ de Fosw-0 en el agua de
superficie se observo que los niveles de este mineral no fueron detectados por la técnica de
analisis utilizada por el iaboratorio {anexo1.4) debido a que la concentracidn de Fosforo fue
demasiado baja, coincidiende este hallazgo con lo reportado por Saladias en su publicacion
BALANCE DE NITROGENO Y FOSFORO EN ESTANQUES DE PRODUCCION DE
CAMARON EN ECUADOR, donde menciona que el fosforo en los estanques de camaron de
cultivo es metabolizado en mas del 60 % , A su vez se coincide con los reportes de diversos
autores (Boyd y Musig 1981; Boyd vy Tucker 1998; Gross et al. 1998) quienes demuestran gue la
absorcion de fosfore por el sedimento es el mayor factor que controla la concentracion de este
elemento en e agua de cultivo.

El Scdio, al igual gque el ién Cloruro, juega un papel impertante en la osmorregulacién de los
camarones (Davis y col., 2005), y junto con el potasio participa en la activacidn de la bomba
Na+ /K+ (Saoud y col., 2003). En el presente estudio, las concentraciones de Sodio son
inferiores a las recomendadas en algunos de los resultados obtenidos { 1A-Col), sin embargo
esta deficiencia no mostro una correlacion aparente al relacionarse con los signos
correspondientes a la EMB.

Los estudios realizados con los efectos de  diferentes concentraciones de salinidad sobre el
crecimiento y sobrevivencia de camarcones son diversos, deniro de estos resaltan las
investigaciones realizadas por Boyd (1989) donde menciona que la salinidad éptima para el
cultivo de camarén va de las 15 a los 25 g/l; sin embargo existen publicaciones contrastantes
contra este resultado tales como las descritas por Bray et al (1984) el cual evalud la
adaptabilidad del camaron en un range de salinidad de 5 a 49 g/l encontrando los mejores
resultados en la salinidad de 5 a 15 g/l, aunque Villareal et al., menciona que existe un mayor
consumo de oxigeno por parte de los camarcnes cuando estos se cultivan a altas salinidades.
De acuerdo a la bibliografia consultada podriamos concluir que la concentracién de salinidad
(Cloro y Scdio) se encontrd dentro de los niveles apropiades para el desarrolfo adecuado de

camarén encontrando resultados de salinidad que van desde 1,8 a las 50 g/, identificando
36



claramente que los datos analizados fueron de ambientes de agua salada, salobre y agua
dulce, los cuales al realizar el analisis de correlacidn no mostro significancia estadistica en su
relacion con la mortalidad causada por la Enfermedad de la Mancha Blanca.

Por otro lado MeNevin y col., {2004), reportaron incrementos en la produccion de camarén en
aguas a baja salinidad en Alabama (2-4 g/} tras aumentar la concentracion de K + (6.2mg/L) v
de Mg2+ (4.6mg/L) hasta 40 mg/L y 20 mg/L respectivamente, utilizando muriato de potasio y
sulfato de potasio y magnesio (K-mag, nombre comercial). Otros autores han demostrado lo
beneficioso que resulta el mantener en el agua de cultive concentraciones dptimas de K+ y
Mg2+, al igual que de otros iones, durante la aclimatacion de las postlarvas a bajas salinidades
{McGraw y col., 2002; McGraw y Scarpa, 2003). La adecuada funcién de la ATPasa Na+/K+
esta estrechamente ligada a |z disponibilidad de Mg2+, pues el mismo actia como cofactor de
esta y de muchas otras enzimas (Davis y Lawrence, 1292), en esie estudio a pesar de
encontrar valores por debajo de los antes descritos no se observe una clara correlacién entre
los signos causados por la enfermedad de las manchas blancas y las deficiencias de calcio y
magnesic en el agua de cultivo, sin embarge no se realizo el analisis de las unidades que
mostraron deficiencia de estos minerales contra la ganancia de pesc diaria, investigacion que

podria realizarse en estudios posteriores.
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Asi mismo se puede apreciar que los porcentajes de macro-minerales encontrados en el
sedimento resultan en general muy superiores a los sustratos de agua superficial y de fondo, lo
que cecnsideramos, se debe a la sedimeniacion de los minerales aunada al suministro de los
mismos por el alimento, en el cual se observan cantidades superiores al del propio sedimento
particularmente en el calcio, fosforo y potasio.

Cuadro 7. Correlacién encontrada entre minerales de agua de fondo y agua de superficie.

Cl: Na Cl:Ca Na:Mg Na:K Na:5 Mg:Ca K:Ca Ca§

agua de fondo 0.e91* 0.782 0.e87* 0.¢30* 0.950* 0.810 0.581 0.798

*Existe una correlacidn altamente significativa entre los minerales analizados.

Con relacion al analisis realizado de! agua de superficie y agua de fondo se encontré una
corrglacion significativamente mayor en las interrelaciones del azufre en agua de fondo, en
comparacion con las correspondientes del agua de superficie, este hallazgo coincide cen el
estudic de Harvey J. v Claud E. Boyd en su trabajo: ADSORPTION OF MAGESIUM BY
BOTTOM SOILS IN BRACKISH WATER SHRIMP PONDS IN ALABAMA, donde menciona. “el
azufre no es absorbido apreciablemente por los suelos”, con este hallazgo se infiere que los
compuestos que forma el azufre no se sedimentan.

Al realizar el analisis quimico de micro-minerales encontrados en diferentes niveles troficos del
habitad del camardn, se observa en general gue el sedimento contiene cantidades
significativamente mayores que el agua de fondo y el alimento, particularmente se destaca el
contenido de hierro en el lodo, o que hace suponer que este mineral reacciona con el azufre
formando FeS (Sulfurc Ferroso) come lo reportd Ritvo y colaboradores {2003) y Pine y Boyd
{2010), el cual se acumula en los fondos en cantidad que puede considerarse como
contaminante en los estanques de cultive, sin embargo al realizar ! andlisis de correlacién con

los signos de la EMB no se observo correlacion aparente entre estos.
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Cuadro 8. Andlisis de regresion lineal de micro-minerales en los diferentes sustratos det
habitad que presentaron correlacién, con algunos signos ohservados en [a EMB.

Mortalidad

Deformes  Nerviosos Ganancia Diaria
T — —

= TR T

Fe o

‘0.9247 7

GD: Ganancia diaria de peso
* Nivel de significancia < 0.05

Se encontrd que el fierro presento significancia estadistica con los signos de nerviosismo, el
flaor con el acalambramiento, v el silice con la ganancia de peso, por lo que recomendamos

mas estudios en ese sentido.
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7.4. Contenido de Minerales en Organismos.

En el cuadro 9.1. se observan los resultados del contenido de minerales obtenidos por el
laberatoric de diagnostico ANASA de las 30 muestras provenientes del camarones adguirida de
las granjas en estudio (cuadro 1), estos datos fueron expresados en e caso de Caicio, Fosforo,
Scdio, Magnesia, Potasio y Azufre en porcentaje. Esta informacion esta ordenada de acuerdo a
su ubicacién geografica donde se comignza con las granjas ubicadas en el sur y se termina con
las del norte.

Cuadro 9.1.

GRANJA  Calcio {Ca) Fosforo (P) Sodio (Na}) Cloruros (Cl) Potasio (K) Magnesio (Mg) Azufre (S}

Tsesin. 477 0,22 109 0.01 113 028 0,02

10BB.CS.




Ll

En los resultados presentados anteriormente podemos observar que la concentracion minima
de Calcio fue de 1.37% en la granja 10C-Nay y un maximo de 2.82% de la granja 4A-Son, en
cuanto al contenido de Fosforo se detecto un minimo de 0.08% en la granja 6C-Sin y un
maximo de 0.42% en la granja 1A-Col, el contenide minimo de Sodio fue de 0.53 % detectado
en la granja 10C-Nay vy el maximo fue de 3,74% determinado en la granja 10A-B.C.S, el
contenida de Cloruros minimo se encontré en 0.01% en |a granja 5C-Sin y el maximo en 0.29%
en la granja 10A-B.C.S, a su vez la congentracién minima de Potasio se detecto en 0.79% en la
granja 10C-Nay y el nivel méximo detectado fue de 1.52% en la granja 9C-Sin, los niveles
minimos de Magnesio se encontraron en 0.04% en la granja 8C-B.C.N y los niveles maximos
fueron de 0,47% en la granja 9B-Sin, los niveles minimos de Azufre fueron de 0.01% en la
granja 7C-Sin y los niveles maximos de 0.04% en |z granja 3B-Son.

Cuadro 9.1.1. Resumen de Minerales contenidos en Organismos

CONCENTRACION DE MINERALES EN ORGANISMOS en %

. Fosfore - Sodio”

0,47 0,04

0,42

Por otra parte el contenide de algunos macro-minerales encontrados en los organismos
analizados resultaron similares ai del alimento, con excepcion del sodio que resulto con valores
muy supericres en los organismos (3.7 veces mas en los camarones), por lo contrario el cloro,
fosfore y azufre resuftaron muy superiores en los alimentos.

En el cuadro 7 se reflejan los resultados del analisis de correlacion realizado entre los minerales
encontradas en agua de superficie y agua de fondo, donde se observa que las relaciones del
azufre con los demas iones es mas intensas en el agua de fonde que en el agua de superficie,
por lo que se recomienda realizar mas investigaciones sobre este hecho, que pudiera estar

relacionado con reacciones quimicas que alteren las condiciones de pH y temperatura.
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7.5. Contenido de minerales en Alimento.

En el cuadro 10.1. se observan los resultados del contenido de minerales obtenidos por el
laboratorio de diagnostico ANASA de las 30 muestras provenientes del Alimento adquirida de
las granjas en estudio (cuadro 1), estes datos fueron expresados en el caso de Calgio, Fosforo,
Sodic, Magnesio, Potasio y Azufre en porcentaje. Esta informacion esta ordenada de acuerdo a
su ubicacion geografica donde se comienza con las granjas ubicadas en el sur y se termina con
las del norte.

Cuadro 10.1.

GRANJA  Calcio {Ca) Fosforo (P} Sodio (Na) Cloruros {Cl}) Potasio (K) Magnesio (Mg) Azufre (S)

UG Nay. 254

1C Nay. .
Aol -
1B Col.

10BECS. 130 145 016 063 138 0.18 0,23
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En los resultados presentados anteriormente podemos observar que la concentracién minima
de Calcio fue de 0.91% en la granja 2B-Son y un méaximo de 3,18% de la granja 7A-Sin, en
cuanto al contenido de Fosforo se detecte un minimo de 0.34% en la granja 1C-Nay v un
méaximo de 1.66% en la granja 3B-Son, el contenido minimo de sodio fue de 0.16% detectado
en la granja 2B-Son y el méaximo fue de 0.87% determinado en la granja 1A Col, el contenido
de Cloruros minimo se encontrd en 0.16% en las granjas 5A Son v 5B Sin y el méximo en
0.82% en la granja 1A-Col, a su vez la concentracidn minima de Potasio se detecto en 0.56%
en la granja 10C-Nay vy el nivel maximo detectado fue de 3.03% en la granja 1A-Col, los
niveles minimos de Magnesio se encontraron en 0.16% en la granja 2C-Scn y los niveles
maximos fueron de 0.16% en la granja 2C-Son, los niveles minimos de Azufre fueron 0.19% en

le granja 6B-Sin y los niveles maximos de 0.35% en la granja 9B-Sin.

Cuadro 10.1.1. Resumen de Minerales contenidos en Alimento.

CONTENIDO DE MINERALES EN ALIMENTO en ppm
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A

7.5. Contenido de minerales en Alimento.

En el cuadro 10.2 .se observan los resuitados del contenido de minerales obtenidos por el
laboratorio de diagnostico de las 30 muestras provenientes del Alimento adquirida de las
granjas en estudic (cuadro 1}, estos datos fueron expresados en ppm. Esta informacién esta
ordenada de acuerdo a su ubicacidn geografica donde se comienza con las granjas ubicadas

en el sur y se termina con las del norte.

Manganeso . Cobalto Selenio .
GRANJA (Mn) Hierro (Fe) Cobre (Cu) (Co) Yodo () (Se) Zinc (Zn)
HUROCNay, U iire 39 iR R

185,24 <0010 39389

176,12

< {0.0100
. =09100
<0.0100

231,02 <0.100




En los resultados presentados anteriormente podemos observar que la concentracion minima
de Magnesio fue de 39.44 ppm en la granja 2C-Son y un méaximo de 163.94 de la granja 6A-Sin,
en cuanto al contenido de Hierro se detecto un minimo de 87.75 ppm en la granja 2C-Son y un
maximo de 286.69 en la granja 4C-Son, el contenido minimo de Cobre fue de 8.85 ppm
detectado en la granja 8B-B.C.N y el maximo fue de 63.81 ppm dsterminado en la granja 4C-
Son, el contenido de Cobalto, Yodo y Selenio se encontraron por debajo del limite de medicion
detectable por el [aboratorio < 0.100 en todos los casos, a su vez se encontraron l0s niveles

minimes de Zinc en 37.45 ppm en la granja 4C-Son y los niveles maximos fueron de 393.89

ppm en la granja 1C-Nay.

Cuadro 10.2.1. Resumen de Minerales contenidos en Alimento
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La informacion existente sobre requerimientos de minerales en la dieta de peces y camarones
es escasa. Ello se debe principalmente a la complejidad que surge debido a la habilidad de los
organismos acuaticos a reguiarse con el medio circundante, ademas de los minerales captados
en el alimento ingerido y debido también a su variacion en Ia respuesta a la regulacion de sales
{presion osmatica).

De lo mencionado anteriormente, es evidente que el reguerimiento dietético de un pez o
camardn, para algin elemento en particular dependera en gran medida de la concentracién de
ese elemento en el agua. Hasta e/ momento, existe poca informacion concerniente a la
contribucion de los elementos presentes en el agua, al balance total de minerales para peces y
camarones (Tacon, Knox and Cowey, 1984).

Los requerimientcs de minerales en la dieta, normalmente se cuantifican al suministrar dietas
purificadas © semi-purificadas conteniendo niveles graduales de cada elemento,
considerandose el “punto de inflexidn” cbservade en la curva de crecimiento, ¢ la eficiencia
alimenticia 6 el nivel de enzima tisular como indicadores del requerimiento dietético (para
revision consultar a Cowey and Sargent, 1972; Cho, Cowey and Watanabe 1985; Kanasawa,
1983; Lall, 1979; Nose and Arai, 1879; NRC, 1383; y Robinson and Wilson, 1985). Como en el
caso de las vitaminas, la mayoria de los estudios se han realizado en condiciones controladas
en laboratorio y es muy poca ia informacidn existente sobre los reguerimientos de minerales
para camarcnes en condiciones practicas de cultive semi-intensivas o intensivas, usando dietas
practicas.

Sin embargo a pesar de esas limitaciones, se pudo encontrar los requerimientos de minerales

en las dietas para camarén, |las cuzales se muestran el la tabla siguiente:
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Tabla 2. Requerimiento de minerales en la dieta de camarones (Tacén, 1987),

Especie Requerimiento en la dieta. Referencia

* - P-japonicus
. P.japonicus _
P, japonicus

Cloruro de Sodio.
P. aztecus
japoniciis

A 0.9% Kanasawa (1983)
Magnesio 5

P. japonicus

o b mergaions TR ey
“Hierro:

P. japonicus

Cobre
L P japonicas
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7.6. Analisis de los resultados de PCR.

En el cuadro 10. Se presentan los resultados reportados por el laboratorio para detectar la
presencia de la EMB en los camarones de cultivo, mediante la técnica molecular de PCR.
Indicando los resultados Positivos (-) y los negativos (+), enmarcando en estos ultimos los no
amplificados y los no detectados, (Ver anexo 4).

Cuadro 11. Resultados de laboratorio de diagnostico técnica PCR para deteccion de la
EMB.

Resultados de laboratorio para PCR
GRANJA 1B 1A 1C 10C 9C 6C 6B B6A 5C 5B

PCR - - - - + - - + - &
GRANJA 8A 7C 7B TA 9A 9B 5A 2C 3A 2B

PCR + + = - = & o = & +
GRANJA 2A 3B 3C 4A 4B 4C 8C 8B 10B 10°

PCR - = - w - = 5 = = 5

De acuerdo a los resultados obtenidos por el laboratorio de diagnostico del CIAD
Mazatlan y fue determinada la presencia del virus que causa la Enfermedad de las
Manchas Blancas en las muestras de organismos de las granjas 9C, 6A, 5B, 8A, 7C,

7A, 3A, 2B, 2A, 3C, y 4 B marcandose estas con un signo de (+).

Grafica 2. Analisis de resultados de PCR con mortalidad.
MORTALIDAD

80

60

40

20

% de Mortalidad

SA 10C 8A 3B 8 68 7C 3A 4C 1C 5A 5C 1A 7A 3C

GRANJAS ANALIZADAS

Barras azules: Granjas Negativas a PCR  Barras rojas: Granjas Positivas a PCR.
NOTA: La granja 8A resulto positiva al PCR, sin embargo no presento mortalidades significativas.
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En el analisis que resulta de su correlacién con la mortalidad, se denota que ésta presenta
mayor grado de casos positivos cuando la mortalidad es alta, sin embargo cuando los
porcentajes de mortalidad son bajos existe mayor grado de incertidumbre con este tipo de
estudio. Haciendo un andlisis de su posible correlacion entre la sintomatologia atribuible a la
EMB, se observo que los hallazgos en el diagnostico de PCR  pudiese ne ser 100% efectivo,
pues l0s resultados acertaron en un 80% de la media de los casos en los que se presente la
mortalidad, y un 20 % en la media de ios que no se presento el prablema. Sin embarge debido a
escaso numero de muestras analizadas en este estudio no se puede determinar claramente
este resultado, recomendandose realizar estudios complementarios que nos permitan conocer

con mayor certeza las variables implicitas de ésta enfermedad.

TESISICUCBA
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7.7. Analisis de los resultados de estudio histopatolégico.

Cuadro 12. Resultados de Histopatologia para nédulos de calcio.

GRANJA 1B 1A 1C 10C 9C 6C 6B 6 A 5C 5B
HISTOPATOLOGICO NP ENP 5 z T ++ NP NP NP
GRANJA 8A 7C 7B TA 9A 9B 57 2C 3A 2B
HISTOPATOLOGICO - NP NP NP Ehet e - NP NP NP NP
GRANJA 2A 3B 3C 4A 4B 4C 8C 8B 10B 10A
HISTOPATOLOGICO NP NP +++ NP NP NP NP NP - h
NP: No procesada. - No observados

+ Escasos ++Escasos a moderados +++ Moderados a abundantes

En los resultados de histopatologia realizado a los camarones descritos en el cuadro anterior se
pudo observar que los organismos de las granjas 9A Y 3C mostraron una concentracion de
nodulos de Calcio de Moderada a abundante, los organismos de las unidades de produccién
1C, 6B, Y 10 A presentaron una concentracion de nodulos de Calcio de escasos a moderados,
y las granjas 10C, 9C, 6C, 8A, 9B y10B, no se observo presencia de estos nodulos, es
importante sefialar que no se procesaron las 30 muestras debido a falta de recursos las

muestras que no se procesaron estan marcadas como NP.

En las imagenes 5 y 6 se presentan los resultados Histopatologicos que permiten el diagnostico
de los depositos de minerales en los camarones de cultivo.

PAS, en donde; (a) Se observa un corte transversal a nivel medio de un camaron que estuvo consumiendo alimento
con balance negativo de Mg, en él se aprecian nédulos de calcio tefiidos de color purpura, (b) un corte transversal a
nivel medio de un camarén que estuvo consumiendo alimento con balance positivo de Mg, donde no se aprecian
nodulos de Calcio.
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En la imagen 5, se observa la presencia de nédulos de calcio a nivel histolégico, de acuerdo
con lo citado por Morales Covarrubias (2004) y Morales y Cuellar (2008) son el origen de las
manchas blancas caracteristicas de la EMB. Por lo contraric en la imagen 6, se describe un
corte histologico de un camaron en el que no se observaron nédulos de calcio. Este hallazgo de
nédulos de calcio se repitié en el 100% de las muestras procesadas, correspondientes a granjas
que consumieron alimentos con balance positivo de magnesio.

Noduios de Calcio éste hallazgo se repitid en el 60% de las muestras procesadas,
correspandientes a granjas que consumieron alimentos con un balance negative de magnesio,
lo que consideramos demuestra la deficiencia cronica de magnesio y que los nodulos de calcio
son formados debido a que al retirar magnesio de la reserva (exoesqueleto) se libera calcio, el
cual se deposita en el tejido subcuticular del cefalotérax.

Por lo contraric en la imagen 6, se describe un corte histolégico de un camarén en el que no se
observaron nodulos de calcio. Este hallazgo se repitié en el 100% de las muestras procesadas,
correspondientes a granjas que consumieron alimentos con balance positive de magnesio.
Balance negativo de magnesio Lo que correspande # lo reportada por Liu vy colaboradores en
1995,

7.8. Relacion de hallazgos con la enfermedad de la Mancha Blanca.

Cuadro 13. Resultados del analisis estadistico utilizado para evaluar la correlacion de la
mortalidad con los macro-minerales enconfrados.

TIPO DE MUESTRA Ca

- AGUA SUPERFICIAL | 0.950
AGUA DE FONDO
SRS

ALIMENTO

Nivel de significancia < 0.05
ND No detectado.
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En éste cuadro 13 resalta que el potasio encontrado en los alimentos balanceados es el Gnico
elemento que tiene una correlacion estadistica directamente proporcional con la mortalidad de
las granjas con un 95% de certeza, lo que permite sefalar la importancia de los niveles de éste

elemento en la presentacion de esta enfermedad.

Grafica 3. Comparacion de los requerimientos de K y Mg, contra los niveles encontrados
en los alimentos muestreados (% en B.S.).

Niveles de de K y Mg contenidos en el
alimento para camardén

050

1 : L] 4 5 L 7 L] s 0 13 12 13 14 315 16 17 1% 19 20 21 22 23 XM 25 X 27 B D )

POt (] —tgeein(Mg  —a-Requeimnetodek.  —llequeriminetode Mg
En ésta grafica se comparan los requerimientos de K y Mg (en % B.S.) con los contenidos de
estos minerales en los alimento muestreados. Se denota que los requerimientos de potasio se
ven ampliamente superados en el aporte de este mineral a través del alimento, mientras que el
magnesio permanece en niveles muy proximos a sus requerimientos nutricionales (Kansawa,
1983).
En el cuadro 14 se evalua estadisticamente la posible relacidn causal de los signos asociados a
la presencia de la EMB en camarones de cultivo con desbalances por el excedente de Potasio y

la relacion iénica Calcio-Magnesio en el alimento.



Cuadro 14. Evaluacion realizada entre el excedente de potasio encontrado en los
alimentos y la relacién Calcio-magnesio del mismo, contra algunos sintomas de la EMB.

MORTALIDAD ACALAMBRADOS Ganancia Diaria

“Kexcedente
Ca: Mg

-0.0407

* Nivel de significancia < 0.05

En éste cuadro se observa gue el excedente de potasio denota una correlacién altamente
significativa en relacidn con los signos atribuibles a la EMB como son mortalidad vy
acalambrados. Por lo contrario en la relacidon “Calcio: Magnesio” se denota que solo existe una
correlacion inversamente proporcional en el caso de Ganancia de peso Diaria.

En ! cuadro 15 se observan; el Balance de Magnesio en los alimentos y los resultados de PCR

reportados por el laboratorio, correlacionados con los signos y sintomas observados en las

granjas.

Cuadro 15. Correlacion del Balance de Magnesio y PCR con signos de [a EBM
MORTALIDAD CALAMBRES DEFORMES NERVIOSOS GANANCIA DIARIA

BiMg . 7 <.0001 () <000 () 02342 00009 4342 :

PCR  <.0001 08425 <.0001 09072 0.0004

* Nivel de significancia < 0.05

Este cuadro describe la relacion de signos como mortalidad y calambres con el balance de
magnesio, mismos que son rmuy significativos al presentar una relacion inversamente
proporcional (a mayor balance de magnesio menor mortalidad y calambres), asi mismo se
denota una relacién directamente proporcional de éste balance con el grade de nervicsismo
{entendiendo como tal el grado de respuesta a estimulos). Por otra parte no se encontro alguna

relacidon estadisticamente significativa atribuible al desbalance de magnesio en la deformidad y

ganancia de peso diario.
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En éste mismo cuadro, los estudios moleculares de PCR expre=-- alt= relacion con la
rmortalidad, deformidad y ganancia diaria, sin embargo no se encontré relacion con organismos

acalambrados y con nerviosos.

Cuadro 16. Analisis estadistico para demostrar la relacion entre las diferentes marcas de
alimentos v los signos y sintomas observades en la enfermedad.

" CALAMBRES. |

L0001

7 DIARIA
< 0001

* Navel de srg"nfcanaa <0.05

ALIMENTOS < .0001

En éste estudio se cobserva una clara relacion entre la marca de alimento utilizada en cada
granja y los signos atribuibles a la EMB.

Cuadro 17. Andlisis estadistico que relacicna el indice de mortalidad observado en las granjas
con las marcas comerciales de alimentos balanceados muestreados en éste estudio.

PROMEDIO  PRUEBA DE
ALIMENTO  MORTALIDAD __ DUNcaN

GZEIGLER
. ,PREV[TEP L

: '10 AZTECA.T
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Al realizar el anélisis de ios resultados estadisticos de ia determinacién de minerales en agua
superficial, agua de fondo, y sustrato de los estanques de cultivo de camardn relacionando
estos con la mortalidad y sintomatologia presente en granjas afectadas por la EMB, se observo
que a excepcion de los minerales contenidos en el alimentc, no se observo diferencias
significativas como causa de la EMB, sin embargo se realize la siguiente discusidn de los
resultados:

Con relacion a los resultados presentados en este cuadro se demuestra que en general los
alimentos balanceados presentan una relacién altamente significativa con todos los signos
observan en la enfermedad de la mancha blanca. Lo que nos permite sustentar la importancia

que tigne e! balance idnico en los alimentos, en la salud de los crganismos cultivades.
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VHI. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio:

1. Se permite establecer que existe un desbalance de minerales en el habitat del camaron,
especificamente un exceso de K en el alimento que causa una deficiencia de Mg. Esta
enfermedad metabdlica es un factor predisponente para ia manifestacion de patologias

de diversa indole, incluyendo la EMB.

2. Los resultados de |la técnica diagndstica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) son indicativos de la presencia del virus, sin embargo, no necesariamente se
asccia con [(os signos clinicos de la EMB. Es decir, pedemos encontrar resultados

positivos de PCR sin observar signos clinicos y viceversa.

3. Histologicamente se demuestra que existen depdsitos de Ca en el tgjido subcuticular de

los camarones, derivado de una Hipomagnesemia crénica.

4, Para descartar la posibilidad de que existen niveles toxicos de K en el agua, es

necesario realizar estudios colaterales.

5. Dado el niomero de variables que resuitaron involucradas, es necesario ampliar &l
numero de observaciones, mediante estudics que den seguimiento de ciclo completo a

los cultivos de camaron.
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IX.Recomendaciones.

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio y por el nimero de variables que

resultaron involucradas se permite emitir las siguientes recomendaciones:

1. Verificar el contenido de minerales en ingredientes comuinmente utilizados para la

elaboracion de alimentos balanceados para el cultivo de camardn.

2. Realizar estudios que permitan comprobar si el balance de Mg en el alimento es capaz

de disminuir los efectos causados por la EMB.

3. Estudiar el comportamiento de los minerales dentro del estanque de cultivo durante un

ciclo de produccion.

4. Cuantificar la economia del K en el habitat del camarédn de cultivo, a lo largo de un ciclo

de produccion.

5. Determinar los rangos de temperaturas durante tode el ciclo en estanques

experimentales, para correlacionarla con niveles de K y los signos clinicos de la EMB.

6. Determinar la Dosis Letal Media (DL50), de K en agua para el L. vanname/ a diferentes

salinidades.
7. Determinar las concentraciones de K en las fuentes de agua, hasta sus origenes.
8. Determinar la dindmica de los electrolitos a diferentes temperaturas.

9. Organizar cursos de capacitacion y actualizacién en nutricion, que faciliten la prevencion

de enfermedades metabdlicas con objeto de incrementar la productividad en ésta

especie.
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X.ANEXOS.



ANEXO 1.1. Metodologia Utilizada para determinar el contenido de minerales en

Organismos

Mineral Analizado Metodologia Utilizada

Azufre AQAC 17th 2000 3,4.15 (923.01)

Ll Cloruros” 4500+ (VOLUMETRICO)"
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ANEXO 1.2. Metodologia Utilizada para determinar el contenido de minerales

en Alimento

Mineral Analizado Metodologia Utilizada

Fosforo

Potasio

Calcio

Manganeso NMX-AA-051-SCFI-2001

AA-051-SCF

AOAC 17th 2000 3,4.15 (923.01)

sy

Yodo 5.M.118-SCFI-2001
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ANEXQO 1.3. Metodologia Utilizada para determinar el contenido de minerales

en Alimento

Mineral Analizado Metodologia Utilizada

NMX-AA-051-SCFI-2001

NMX AA-OS‘[ SCFI-2001

Cobalto

Silicio

Cloru ros

Fluorur053

) Plomo
Yodo { i
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ANEXO 1.4. Metodologia Utilizada para determinar el contenido de minerales

Sedimento en el Estanque.

Mineral Analizado Metodologia Utilizada
' 1 HEPA 20047 1998
EPA 200.7 1998

Silicio
cipzafre

Cloruros

-SCFI-2001
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ANEXQ. 2 Técnica de Tincion Histolégica de Azul Alcian de PAS Utilizada para tefiir

nodulos de calcio en tejidos de camaron.

La tincién PAS (periodic acid-Schiff) es uno de los métodos quimicos mas empleados en
histologia. En la tincion PAS se trata el materiai con acido peryédico, que oxida los 1,2-glicoles
foermandose grupos aldehido. Con el reactivo de Schiff, los aldehidos reaccionan dando un color
rojo luminose. Con polisacarides no substituidos, mucopolisacdridos neutros, mucoproieinas y
glucoproteinas, glucolipidos y fosfolipidos, la tincién PAS da una reaccién de color especifica.
Combinando |a tincidn PAS con azul alcian pueden identificarse ademas mucosustancias acidas
(glucosaminoglicanos).

Material

Comc material de partida se emplean cartes de tejido fijado en formalina e incluido en parafina
o bien extensiones celulares. Cortes parafinicos de 3-5 um de espesor,

Reactivos

Componentes en el kit de tincion PAS, Merck art. nro. 1.01648.

Solucién 1: Acido peryédico 0,5 %, acuoso 500 m!

Solucion 2: Reactivo de Schiff 500 ml

Preparacion

1. Solucion de azul alcian al 1%

Se disuelven, revolviendo, 5 g de azul algian 8 GX Certistain® en 500 ml de

&cido acético al 3%. El valor del pH es aprox. 2,5.

2. Solucién de acido acético al 3%

Mezclar cuidadosamente 485 m! de agua destilada con 15 ml de &cido acético

del 100%.
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Procedimiento y Tiempos de la Técnica Utilizada.

1. Desparafinar en forma tipica los cortes y rehidratar

2. Solucién de azul alcian 5 min.

3. Agua corriente del grifo, fluente 3 min.

4. Enjuagar en agua destilada.

5. Acido peryodico 10 min.

6. Agua corriente dei grifo, fluente 3 min.

7. Enjuagar en agua destilada.

8. Reactivo de Schiff 15 min.

9. Agua corriente del grifo, fluente 3 min.

10. Enjuagar en agua destilada.

11. Solucidon de hematoxilina modificada segan Gill 1] 20 segundos
12. Agua corriente del grifo 3 min.

13. Montaje

Resuitado

Nuacdleos azul

Mucosustancias acidas azul claro

Polisacéridos, mucopolisacaridos neutros puarpura

Nota técnica

El microscopio usado deberia corresponder a los requisitos de un laboratorio de diagnostico
meédico. Sequir las indicaciones de empieo del fijador.

Deben seguirse las indicaciones de empleo del histoprocesamiente y las instruccicnes de
empleo del fabricante del aparato y del software.

Si se utiliza un aparato autcmatico de tincion, deben tenerse en cuenta las instruccicnes de

emplec del fabricante del aparato y del software.
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Preparacion de las muestras

Todas las muestras deben tratarse de acuerdo con el estado de la tecnologia.
Todas las muestras deben estar rotuladas inequivocamente.

Deben usarse instrumentos adecuados para la toma de muestras y en la preparacion, y deben
seguirse las instrucciones del fabricante para la aplicacién/el emplec.
Almacenamiento

El kit de tincion debe almacenarse entre +15°C y +25°C

Las soluciones pueden usarse hasta la fecha de caducidad indicada.
Estabilidad

Después de abrir el frasco por primera vez, el contenido almacenado entre
+15°C y +25°C es utilizable hasta la fecha de caducidad indicada.

Los frascos deben mantenerse siempre bien cerrados.
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ANEXO 3. Técnica molecular recomendada por la Organizacién internacional de

Epizootias (OIE) para realizada ila determinacién de la enfermedad de las Manchas

Blancas.

La fgcnica y métodos de muestreos de PCR descrita aqui proviene de (Lo et al. 1998) y

{Lo et al. 1996). Este método es recomendado para todas las situaciones donde se requiera el
diagnostice del WSSV(White Spot Syndrome Virus). Cabe aclarar que la confirmacion del
resultado en la primera etapa (paso} de este protocolo estandar implica una seria infeccion del
WSSV, mientras que el obtener una confirmacién en la segunda etapa de amplificacién solo
indica una infeccion latente o confirma el estado de portar el WSSV. Ensayos alternativos de
PCR también han sido desarrollados en (e.g. Numan & Lightner, 2011}, pero se recomienda
usarlos como comparacion del protocolo que se describira a continuacion.

Kits de PCR comerciales estan disponibles para el diagnostice de WSSV y son aceptables
siempre y cuando hayan sideo validados. Para mas informacién consultar el Registro de la CIE

para los kits certificados por la OIE (http://www.cie.int/vcda/eng/en_vcda_registre.htm).

Extracciéon de DNA

I} Colectar 100-200 mg de Tejido de Camardn (pledpodos en juveniles hasta camarcnes
subadultos, si son postlarvas colocar de 10 a 11 de ellas hacia arriba sin cabeza, o utilizar
100micro-litros de hemolinfa) y colocarlos dentro de un tubo de 1.5mi de microcentrifuga con
60Cul de solucién de Lisis (100 mM NaCl, 10 mM de Tris / HC! con pH 8, 25 mM EDTA
[etileno diamina tetra-acético], 0,5% de SLS [N-laurilsarcosinato de scdio] 0 2% de SDS
[dodecilsulfato sddico], v 0,5 mg/mi de proteinasa K afadido justo antes del uso). Para obtener
una deteccion no destructiva, los pledpodos de los organismos se pueden efiminar con pinzas
calientes. Para este procedimiento, el animal debe ser envuelto en una toalla hiumeda dejando

expuesto solo el érgano a extirpar.
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Il Usando un palilic desechable, homogenice desde el fondo los tejidos que se encuentran en
el tubo.

Iy Después de haber homogenizado incube a 65°C por 1hr.

V) Adicione 5M de NaCl a una concentracién final de 0.7M. Después lentamente afiada 1/10 de
volumen de N-cetil N, N, N trimetilamonio bromuro (CTAB) / solucion de NaCl (10% de CTAB
en 0,7 M NaCl) y revuelva a fondo.

Nota: Ademas del método de extraccién CTAB descrito aqui, kits de extraccidon comerciales se
utilizan a menudo come parte de las actividades normales de vigilancia.

V) Incubar a 65°C por 10 min. Despues a temperatura ambiente adicione un volumen igual de
cloroformo / alcohol isoamilico (24/1) v mezclar suavemente. Centrifugue a 13000 rpm por 5
min y después transfiera la solucién acuosa (capa superficial) 2 un nueve tubo de 1.5 ml. v
adicicne un volumen igual de fenol.

V1) Revuelva suavemente y centrifugue a 13000 rpm durante 5 min. Colecte [a parte superficial
de la solucién y repita el proceso de extraccién con fenol una o dos veces mas.

VI Transfiera la capa superficial final a un nuevo tubo, mezcle suavemente con dos volimenes
de cloroformo / alcohol isoamilico (24/1) y centrifugue a 13000 rpm durante 5 min.

VIN) Transfiera la capa superficial a un nuevo tubo y al DNA precipitade agregue dos volumenes
de 95% de etanol abscluto seguido de un reposo de 30 min. a 20°C o bien 15 min a 80°C

IX) Centrifugue a 13000 rpm durante 30 min. y descarte o retire el etanol. Lave el precipitado
de DNA con 70% de etanol, seque y re suspenda en 100p] de agua destilada a 65°C por 15
min. X} Use 11l de esa solucion de DNA para un PCR.

Nota: Los siguientes procedimientos para PCR estan bien establecidos y proporcionan
resultados con diagnostices fiables bajo condicicnes especificas. Se debe tener cuidado para
asegurar que las muestras de ADN se prepararon a partir de los drganos recomendados, y que
la temperatura a la cual se elaboro el PCR se aplique con precision {en el caso del recocido la
temperatura recomendada es 62 ° C). Para evitar la posibilidad de falsos resultados positivos,

es importante implementar adecuacicnes a los procedimientos especificados, especialmente
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cuando dichas pruebas se utilizan para probarse en posibles nuevos huéspedes o potenciales
candidatos tales como Cherax quadricarinatus (Claydon et al., 2004), asi como Procambarus
clarkii (cangrejo rojo de rio) y Procambarus zenangulus (cangrejo blanco del rio del sur). Para el
diagnosticado de la incidencia de WSSV en un nuevo huésped o en una zona que hasta
entonces era libre, el constante andlisis y secuenciacién del ADN debera ser utilizado para

confirmar {os resultados positivos.

Primer paso del PCR

1) Adicione 1pl de la solucién plantilta del DNA  (gue contiene alrededor de 0.1 hasta 0,3 ug de
ADN]) a un tubo de PCR que contenga 100 pl de mezcla de reaccidn (10 mM Tris / HCI, pH 8,8,
50 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 0,1% de Triton X-100, 200 uM de cada dNTP, 100 pico-moles de
cada primer, 2 unidades de ADN polimerasa termoestable).

M) La secuencias del primer externo son 146F1, 5-ACT-ACT-AAC-TTC-AGC-CTA-TCTAG-3'
son 146R1, 5-TAA-TGC-GGG-TGT-AAT-GTT-CTT-ACG-A-3' respectivamente.

Ity El perfil de PCR es un ciclo de 94°C durante 4 minutos, 55°C por 1 minuto, también 72°C por
2 minutos, seguido de 39 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, y 72°C por 2 minutos
y al final una extensién de 5min a 72°C. El amplicén especifico del WSSV para esta reaccion es

de 1447 bp. La sensibilidad es de aproximadamentie de 20,000 copias de moldes de

piasmidicas.

Segundo paso del PCR (anidado)

El segundo paso es necesario para la deteccion del WSSV en camarones portadores.

1) Adicicne 10pl de PCR producido en el primer paso a 90yl de un cocktail de PCR que
contenga la misma composicion que el anterior excepto que este centiene el segundo par de
primers: 146F2 (9-GTA-ACT-GCCCCT-TCC-ATC-TCC-A-3") vy 146R2 (5-TAC-GGC-AGC-TGC-

TGC-ACC-TTG-T-3).
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1) Use el mismo protocolo de amplificacion de PCR que se uso anterior—=nte. El amplicén
especificc del WSSV para esta reaccion es de 941 bp. La sensibilidad total de ambos pasos es
aproximadamente de 20 copias de una plantilla de WSSV plasmidico.

) Para visualizar la electroforesis, ponga 10 pl del producto del PCR en geles de agarosa que
contengan bromuro de etidio al 1% a una concentracién de 0,5 mg/ml.

IV} Primers especificos de decapodos (143F 5-TGC-CTT-ATC-AGCTNT-CGA-TTG-TAG-3" vy
145R 5-TTC-AGN-TTT-GCA-ACC-ATA-CTT-CCC-3' dando un ampliacién de

848 bp; N puede representar G, AT, or C) deben de ser usados en reacciones controladas para
verificar la calidad del DNA extraido y la integridad del PCR. En los camarones peneidos P.
aztecus, el producto del PCR generado por este par especificc de primers de decapodos
corresponde a la secuencia de nucledtides 352-1200 del 185 rRNA.

La secuencia 18s RNA de los decapodos es altamente conservada y produce proporciones
similares al producto del PCR de casi todes ellos. Controles positive (plantilla de DNA WSSV)

Y negativos {con o sin plantila de DNA de camaron) deben de ser incluidos en todos los

ensayos.
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