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INTRODUCCION

El Sindrome de la Mancha Blanca es una
enfermedad de los camarones peneidos atribuida a
la infeccién de un agente viral que fue propuesto
como miembro de la familia Nimaviridae (se ha
reportado un cuadro clinico sumamente similar al
causado por el virus pero es atribuido a la bacteria
Bacillus subtilis, Wang et al., 2000a). Este patégeno
viral, ha sido aislado de varias especies de
camarones cultivados en Asia y ha recibido diversos
nombres: virus baciliforme (BV), virus nuclear en
forma de bastén de Penaeus japonicus (RVPJ),
virus de DNA en forma de bastéon de peneidos
(PRDV), virus hemocitico en forma de baston de
peneidos (PHRV), baculovirus de China (CBV),
baculovirus hipodérmico y  hematopoyético
necrotizante (HHNBYV), baculovirus sistémico ecto y
mesodérmico (SEMBV) y baculovirus de la mancha
blanca (WSBV); motivo por el cual se le cita como
“Sindrome del grupo Baculovirus de la Mancha
Blanca” o bien, Virus del Sindrome de la Mancha
Blanca (WSSV) (Lightner, 1996 y Loh et al., 1997).

Todas las cepas aisladas de WSSV comparten
caracteristicas morfolégicas y genéticas, por lo cual
su descripcion coincide en sefalar que el virién es
una particula de forma entre ovoide y baciliforme, la
nucleocapside tiene forma de bacilo y mide de 65-70
nm de diametro y entre 300-350 nm de longitud. La
capside presenta en el extremo terminal una
estructura alargada semejante a un apéndice
(Figura 1).




Por microscopia electrénica se distingue una doble
envoltura y en la superficie de la nucleocapside se
observan 14 ¢ 15 estrias perpendiculares a los ejes
longitudinales, las cuales estan formadas por 6 6 7
estructuras globulares (Wang et al., 1995; Loh et al.,
1996 y 1997; Durand, 1997; Wang et al., 2000b; van
Hulten et al., 2001 y Yang et al., 2001).

Figura 1. Fotografia tomada a través de microscopia
electrénica de una particula del Virus del Sindrome de
la Mancha Blanca (A) y la nucleocapside viral
(B); Fuente: Vlak et al., 2002

El genoma es circular formado por doble cadena de
ADN con aproximadamente 292 Kpb de longitud
total, el cual incluye un gran marco de lectura abierta
(ORF) formado por 18 234 nucledétidos, un ORF para
un producto parecido a la coldgena y nueve regiones
dispersas a lo largo del genoma que contienen
secuencias repetidas en tandem de 250 pb cada una.
Dichas caracteristicas y el andlisis filogenético del
Virus del Sindrome de la Mancha Blanca establecen
que este patégeno viral presenta marcadas
diferencias con todos los virus hasta ahora descritos,
por lo que recientemente se le propone como
representante de una nueva familia (van Hulten et al.,
2001).

WSSV ha generado serias pérdidas a la industria del
cultivo de camarébn ya que puede provocar
mortalidades masivas hasta del 100% en un periodo
de 3-10 dias (Lightner, 1996). El signo clinico
caracteristico de la enfermedad es la expansion de
los cromatéforos en la superficie general del cuerpo,
por lo cual los camarones enfermos adquieren una
coloracién rojiza O rosada. Otra caracteristica
distintiva es la presencia de acumulaciones de calcio
en la parte interna de la cuticula, lo cual genera
manchas blancas en el caparazén (Wang et al,
1995, 2000a y 2000b; Chang et al., 1996; Lightner,
1996; Loh et al., 1997; Nunan y Lightner, 1997,
Lucien-Brun, 1997; Magbanua et al.,, 2000 y van
Hulten et al., 2001).

Este virus se detectd por primera vez en Taiwan en
1992; de ahi se extendio rapidamente al sur de Asia
donde afecto cultivos de camarén en Japon, China 'y
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Corea, registrando a su paso mortalidades hasta del
100% de las poblaciones en cultivo.

En 1994 surgieron epizootias en Indonesia, Vietnam,
Malasia, India y en Texas en los Estados Unidos de
América. Para 1999, se registré la presencia del virus
en cultivos del Centro y Sur del Continente
Americano, asi como de Europa, Australia y Filipinas
(Wang et al., 1995; Chamberlain, 1996; Chang et al.,
1996; Lightner, 1996; Loh et al., 1997; Lucien-Brun,
1997; Magbanua et al.,, 2000 y van Hulten et al.,
2001).

Es en 1999 cuando en granjas camaroneras del Sur
de México, se tienen los primeros registros de la
enfermedad. En la region Norte de Sinaloa,
particularmente en los municipios de Guasave y
Ahome, se detecté durante el primer ciclo del afio
2000 en cultivos de L. stylirostris, ya que ésta era la
especie que predominaba en los cultivos; la zona
mas afectada fue el municipio de Guasave donde el
virus caus6 mortalidades hasta del 90 % de las
poblaciones cultivadas del crustiaceo. En los cultivos
se presentd una sorpresiva mortalidad de los
camarones, con incrementos diarios continuos; los
animales mostraban manifestaciones de la infeccion
por el patdgeno en cuestidn: coloracién rosada en la
superficie general del cuerpo; la periferia de los
apéndices, los uropodos y las antenas se observaban
de color rojo intenso; los musculos en general se
encontraban flacidos y los animales habian reducido
considerablemente el consumo de alimento.

Ante este panorama de fuertes patologias virales y
problemas de sanidad acuicola, el desarrollo de los
siguientes ciclos de siembra para la regién Norte del
Estado de Sinaloa, se vislumbran bastante
preocupantes ya que hasta el afio 2000, en esta
amplia region, no se habia implementado un sistema
de deteccion confiable y rapido que permitiera el
control de enfermedades en organismos cultivados
cuando éste fuera posible; o bien, estrategias de
prevencion para el ingreso de los citados patégenos
virales a los centros de cultivo.

Con el objetivo de contar con un método de
deteccion viral que ofreciera resultados de manera
rapida y confiable, a la vez de actuar de forma
especifica y efectiva; se trabajé con la metodologia
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) que es una técnica de biologia
molecular, basada en la sintesis in vitro de acidos
nucleicos, mediante la cual un segmento de ADN
puede ser replicado multiples veces (amplificado).




METODOLOGIA

Identificacion del agente viral. Este proceso se
llevé a cabo mediante la técnica de PCR de acuerdo
a metodologia descrita por Innis et al. (1990) y
aplicada por Grow et al. (1996), Bonami et al. (1997)
y Nunan et al. (1998); la mezcla de reaccién
empleada fue de un volumen final de 50 microlitros
().

Para ello, se disefidé un par de primers de acuerdo a
las consideraciones generales establecidas por Innis
et al. (1990) en las que se establece que los
iniciadores deben poseer entre 18-28 nucledtidos;
tener una composicién aproximada de 50-60 % de G
+ C; tener wuna temperatura media de
desnaturalizacién (Ty) de entre 55 y 80 °C; no
generar estructuras secundarias evidentes y evitar la
presencia de mas de tres G’s 6 C’s continuas (tramos
de polipurinas 6 polipirimidinas).

Posteriormente, se estandarizaron los tiempos y
temperaturas de elongacion, alineacién y extension y
se estableci6 el niumero de ciclos que forman el
proceso completo de amplificacion.

Visualizacién del producto de la amplificacion . El
producto de la amplificacion se visualiz6 por medio
de electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en Tris-
borato (TBS); para TSV el proceso electroforético
también fue en gel de agarosa pero al 2.0%. Se
utiliz6 azul de bromofenol como marcador de la
corrida electroforética y bromuro de etidio para tefiir
los geles (Montiel, 1994). La longitud de los
fragmentos amplificados se calcul6é utilizando el
programa Excel de Microsoft; cuyo fundamento se
basa en una gréfica semilogaritmica ubicando en el
eje de las abcisas la distancia recorrida (mm) por
cada segmento del marcador de peso molecular y en
el eje de las ordenadas la longitud (kb)
correspondiente a cada uno de éstos.

Prueba de sensibilidad y especificidad de la
técnica de amplificacion. Este analisis se realizé
haciendo diluciones de 1:5-1:10 000, a partir del
producto de la extraccibn de ADN de tejido de
camarén afectado por el Sindrome de la Mancha
Blanca, con una concentracion original de 0.5 ng/ni.
Las diluciones asi realizadas fueron sometidas al
proceso de deteccion del patégeno utilizando la
técnica de PCR tal y como se describio en el
apartado anterior. La especificidad de la técnica se
probo utilizando como testigos el ADN obtenido a
partir de tejido de camardon con el Sindrome de
Taura, de camaron sano y de camarén de diferentes
edades afectados clinicamente por el Sindrome de la
Mancha Blanca.
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RESULTADOS

La prueba se estandariz6 a una mezcla de reaccion
de 50nmL de volumen final, compuesta por buffer de
PCR 10X: tris-HCI 100 mM, MgCl, 15 mM, KCI 500
mM, pH 8.3 (Roche); mezcla de nucleétidos: dATP,
dCTP, dGTP y dTTP 10 mM cada uno (Clontech);
primer 1 (3.2 ng/uL); primer 2 (2.3 ng/uL); Taq
polimerasa 5X10° U/mL (Roche); muestra de ADN y
agua.

Los parametros de la reaccién de amplificaciéon se
establecieron en 29 ciclos con temperaturas de
desnaturalizacién a 95° C, alineacion y extensiéon a
55° C, la extensién final se obtuvo a 72° C por un
periodo de cinco minutos. El arranque del proceso se
realiz6 en caliente mediante la adicion de la Taq
polimerasa después de un precalentamiento a 95° C
por 3 minutos. Con esta prueba se analizaron
muestras de ADN de L. vannamei. Los ejemplares se
colectaron vivos con signos clinicos de infeccion por
el Virus de la Mancha Blanca, las cuales presentaban
coloracién rojiza en la superficie general del cuerpo,
antenas urépodos y periferia de los apéndices se
apreciaban de color rojo intenso.

Figura 2 . Camarones L. vannamei colectados durante un
suceso de mortalidad masiva de una granja del municipio
de Ahome

Cumpliendo con la expectativa, el proceso de
amplificacién multiplic6 un fragmento de 1090 pb,
como se muestra en la figura 3, la parte superior del
gel: carriles 1 y 9, corresponde a controles positivos,
tejido de camaron enfermo del Sindrome de la
Mancha Blanca; carriles 2, 3 y 4, camarones L.
vannamei de 6 g, con signos de infeccion por el Virus
del Sindrome de la Mancha Blanca, procedentes de
cultivo semi-intensivo a una densidad de 10
camarones/m®; carriles 5, 6, 7 y 8, igual que los
anteriores (2-4), pero se trata de crustaceos de 10 g;
carriles 10, 11, 12 y 13, camarones L. vannamei, con
peso promedio de 11 g, provenientes de la misma
granja que los anteriores (5-8), pero de un estanque
diferente; carril 14, marcador de peso molecular.
Parte inferior del gel: carrilies 1 y 9, controles
positivos, tejido de camarén enfermo del Sindrome
de la Mancha Blanca; carriles 2, 3, 4 y 5, camarones
L. vannamei, de 23 g de peso, con signos del




del Sindrome de la Mancha Blanca, Provenientes de
un cultivo intensivo (26 camarones/m°?); carriles 6, 7'y
8, igual que el bloque anterior (2-5), a diferencia de
que se trata de organismos sembrados a razén de 15
camarones/m? en cultivo semi-intensivo; carril 14,
marcador de peso molecular.
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %
del producto de la amplificacién por PCR
disefiada para la deteccion de WSSV

La longitud total del segmento amplificado se verificd
con ayuda del programa Excel de Microsoft (Figura
4).

#3$ % &"

Figura 4 . Calculo de la longitud del fragmento ADN
de 1090 pb sintetizado para la deteccién del Virus
de Mancha Blanca

Especificidad de la técnica de PCR implementada

para la deteccion de WSSV . Aln cuando se trata de
un método con fundamentos tecnoldgicos
relativamente vanguardistas, basado en la multiple
réplica in vitro de 4cidos nucleicos, se ha especulado
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mucho con respecto a la efectividad de este proceso
aplicado a la deteccion de patologias virales durante
las diferentes etapas de desarrollo del camarén. De
igual manera, existe inquietud entre la comunidad de
camaronicultores por conocer la capacidad de
diferenciacién de la metodologia del PCR hacia las
diferentes infecciones virales que afectan al
crustdceo. Ante estas circunstancias, se realiz6 un
andlisis de la prueba de PCR implementada en este
trabajo para la deteccion del virus de la mancha
blanca en el que se pudieran apreciar estos dos
aspectos.

Los primeros datos obtenidos a este respecto,
indican que al utilizar como muestra de analisis ADN
extraido de camarones enfermos del Sindrome de
Taura, no se logr6 amplificar ninguna secuencia
sugestiva de la presencia del Virus de la Mancha
Blanca (carriles 4 y 5, figura 5); lo mismo sucedi6
cuando se utiliz6é ADN de camardn sano (carril 13).
Sin embargo, fue posible detectar el genoma viral en
el andlisis por PCR de ADN extraido de camarones
L. vannamei con el Sindrome de la Mancha Blanca,
aun cuando no presentaban signos clinicos de la
enfermedad (carriles 1 y 2). Estos organismos eran
adultos de 23 g de peso total y contaban con 180
dias de desarrollo en cultivo. También se obtuvieron
resultados positivos de la deteccion viral cuando se
analizaron extracciones de ADN obtenido de tejido de
camarén enfermo en etapa juvenil de 2, 6 y 11 g
(carriles 3, 6, 7, 8 y 9) y postlarval de las tallas PL-20,
PL-11 y PL-12 (carriles 10, 11 y 12). En todos los
casos positivos se logré la amplificacion de la
mencionada secuencia de 1090 pb de longitud
(Figura 5).

Figura 5 . Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, de
la prueba de PCR disefiada para la deteccion del Virus
del Sindrome de la Mancha Blanca




Sensibilidad de la técnica de PCR implementada
para la deteccién de WSSV . Un factor de interés
que tiene igual significado tanto para el pat6logo
analista como para el productor del crustaceo lo
constituye la capacidad de deteccion de la técnica a
diferentes grados de concentracién del patégeno viral
en la muestra analizada. Con este objetivo, como se
indicé en el apartado de metodologia, se analizaron
muestras de ADN de camardén enfermo cuya
concentracién fluctuaba entre 0.0001 y 0.5 ¢/ L.
Carril 1, andlisis de una muestra que contiene 1.5
gr/ L de ADN de camardon enfermo; carril 2,
réplica con muestra con concentracion de 0.0004
g/ L; carril 3, réplica con muestra a una
concentracion de 0.0005 g/ L; carril 4, réplica con
muestra con concentracion de 0.0006 g/ L; carril 5,
réplica con muestra con concentracion de 0.0007
g/ L; carril 6, réplica con muestra con
concentracion de 0.0009 g/ L; carril 7, ADN de
camarén sano, a una concentracién de 2.5 g/ L;
carril 8, réplica con muestra con concentracion de 2.0
g/ L, carril 9, réplica con muestra con
concentracion de 2.5 g/ L; carril 10, marcador de
peso molecular.

El grado minimo de deteccion se logré con muestras
que tenian una concentracion de 0.0006 g/ L de
material gendmico del crustaceo, con el cual el
producto de la amplificacion es apenas perceptible a
través del transiluminador de luz ultravioleta, (carril
4); al utilizar concentrados gendémicos del crustaceo
enfermo con valor inferior, (carriles 2 y 3), no se
revela producto alguno de la amplificacion (Figura 6).

Figura 6 . Visualizacion por electroforesis en gel de agarosa
del producto de la amplificacién por PCR utilizando diferentes
concentraciones de ADN de camar6n L. vannamei
con el Sindrome de la Mancha Blanca

También se observd que conforme se aumentaba la
concentracion de la muestra de ADN de camardn con
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el Sindrome de la Mancha Blanca, en la mezcla de
reaccion utilizada en la prueba de PCR, mayor era la
concentracion obtenida del producto de Ia
amplificacion. Seccion superior: carril 1, analisis de
una muestra que contiene 2.5 g/ L de ADN de
camarén enfermo; carril 2, réplica con muestra con
concentracion de 1.5 g/ L; carril 3, réplica con
muestra con concentraciéon de 0.005 g/ L; carril 4,
réplica con muestra con concentracion de 0.006
g/ L, carril 5 réplica con muestra con
concentracién de 0.007 g/ L; carril 6, réplica con
muestra con concentracion de 0.008 g/ L; carril 7,
réplica con muestra con concentracion de 0.009
g/ L; carril 8, réplica con muestra con
concentracién de 0.01 g/ L; carril 9, réplica con
muestra con concentracion de 0.02 g/ L; carril 10,
réplica con muestra con concentracion de 0.03
g/ L; carril 11, réplica con muestra con
concentracion de 0.04 g/ L; carril 12, muestra con
25 g/ L de ADN de camarén sano; carril 14,
marcador de peso molecular. Seccion inferior: carril
1, réplica con muestra con concentracion de 0.03
o/ L, carril 2, réplica con muestra con
concentracion de 0.04 g/ L; carril 3, réplica con
muestra con concentracion de 0.05 g/ L; carril 4,
réplica con muestra con concentracion de 0.06
g/ L, carril 5, réplica con muestra con
concentracion de 0.07 gr./ L; carril 6, réplica con
muestra con concentracion de 0.08 gr./ L; carril 7,
réplica con muestra con concentracion de 0.09
g/ L; carril 8, réplica con muestra con
concentracion de 0.1 g/ L; carril 9, réplica con
muestra con concentracion de 0.2 g/ L; carril 10,
muestra con 2.5 g/ L de ADN de camarbn sano;
carril 14, marcador de peso molecular (Figura 7).

Figura 7 . Visualizacion por electroforesis en gel de agarosa del
producto de la amplificacion por PCR utilizando diferentes
concentraciones de ADN de camar6n L. vannamei
con el Sindrome de la Mancha Blanca




DISCUSION Y CONCLUSION

Sin duda alguna, la transformacion de una biologia
basada en el conocimiento citofisiologico a aquella
derivada de un entendimiento a nivel molecular
significé uno de los avances mas sobresalientes del
siglo XX; los estudios dieron lugar a técnicas tan
sofisticadas, precisas y confiables como la del PCR,
reaccion catalizada por una polimerasa mediante la
cual, por la sintesis in vitro de 4cidos nucleicos, se
pueden obtener mudltiples copias de secuencias
génicas especificas; razén por la que en la actualidad
esta técnica se constituye como una poderosa
herramienta para la deteccion de patologias virales.

Con todo esto, ademas de las variaciones o posibles
mutaciones que se dan en los agentes virales, es de
suponer que el patélogo molecular requiere de un
proceso de evaluacién constante de la metodologia
empleada para la deteccion viral.

Existe la posibilidad de que la secuencia amplificada
esté en una region conservada del grupo filogenético
al que pertenece el patégeno que, en el mejor de los
casos, se traduciria en contar con diversas opciones
de deteccién.

Por el contrario, existe la posibilidad de que esa
secuencia ubicada en una region tan conservada de
otros virus cercanamente emparentados, disminuya
el grado de especificidad de la técnica a tal grado
que sea indistinguible la diferenciacion entre el
numero de patégenos involucrados.

Un factor fuertemente involucrado con la fidelidad,
especificidad y rendimiento de todo proceso de
amplificacion (PCR) es el referente a Ila
concentracion y/o unidades maximas y minimas
requeridas para la actividad de los elementos (iones
de magnesio, enzima, desoxinucleotidos, iniciadores
y &cidos nucleicos) que intervienen en la reaccion.
De igual relevancia son las condiciones de pHy T° C
bajo las cuales se lleva a cabo la actividad
enzimatica de la polimerasa involucrada.

Siempre que se trabaje con la implementacién de
esta metodologia de deteccion, resulta indispensable
cubrir satisfactoriamente dichos requerimientos, ya
que el trabajar con niveles sobre o sub-concentrados
del acido nucleico problema, una mezcla de reaccion
con pH inadecuado, rangos o periodos de
temperatura inadecuados para la elongacion,
alineacion y extension, trae como consecuencia la
inhibicion de la reacciébn 6 la aparicion de falsos
positivos como producto final de la amplificacion
(Innis et al., 1990).
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En este sentido, mediante la prueba de PCR
implementada en este trabajo para la deteccion de
WSSV, una muestra con 0.0006 pg de concentracion
de ADN de camardn sospechoso de infeccidn viral,
es suficiente para realizar la deteccién con éxito. Esto
es bastante aceptable ya que se trata de iniciar la
reaccion de sintesis, a partir de seiscientos
picogramos del genoma del camardn sospechoso de
infeccion, lo que implica que el genoma del virus, si
es que esta presente en el organismo analizado, esta
en una cantidad extraordinariamente baja.

Cabe resaltar que en el mercado se distribuyen
productos que marcan su sensibilidad a partir de dos
copias de material viral puro, ya que se trata de un
fragmento del genoma del patégeno insertado en un
plasmido y durante una serie de andlisis preliminares
realizados se observé que con la prueba
implementada para la deteccion de WSSV en este
trabajo, se puede detectar al patégeno viral a un nivel
que no es detectable para el producto comercial
mencionado.

La especificidad de la prueba implementada se
corroboré con el andlisis de muestras de ADN de
camardén con infeccion por el Virus del Taura en cuyo
caso, no se obtuvo la amplificacién del segmento de
1090 pb sintetizado para los organismos con el
Sindrome de la Mancha Blanca.
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ESTUDIO DE FACTIBILIDAD PARA UTILIZAR
ELISA PARA LA DETECCION DE
CLORANFENICOL EN HEMOLINFA DE

CAMARON
Victor Alonso Urbina Gonzélez

Los antibidticos son productos usados comidnmente
en el tratamiento de las enfermedades bacterianas
que afectan a la produccion del camardn; sin
embargo, algunos de estos productos son posibles
causantes de trastornos en el humano o el
ecosistema (Figura 1).

La deteccion de estos farmacos a partir de muestras
de hemolinfa de camardn requiere la adaptacion de
las técnicas que se desea emplear.

La cromatografia liquida de alta resolucion tiene el
inconveniente de que es mas larga en tiempo y
costosa que las pruebas de ELISA, motivo por el cual
esta Ultima técnica se ha vuelto cada vez més
empleada para la deteccion de antibioticos en tejidos.

Figura 1. Esquema de las interacciones
patégeno-hospedero-medio ambiente y formas de control

El cloranfenicol es un antibiético que no debe
emplearse en acuacultura, sin embargo, distintos
paises asiaticos han llegado a ser uso de estos
productos, motivo por el cual la comunidad europea a
cerrado sus fronteras comerciales a los productos
contaminados con este.

El presente estudio sugiere que la hemolinfa puede
ser un o6rgano blanco para la deteccion de
cloranfenicol en organismos acuéticos, ya que puede
llevarse a cabo in situ, a bajo costo, y con niveles
muy confiables en la deteccién del cloranfenicol.




METODOLOGIA

Camarones juveniles (Litopenaeus sp.) de 5a 7.5 cm
de longitud fueron obtenidos de la Laguna de La
Pesca, Municipio de Soto La Marina, Tamaulipas,
México y transportados en bolsas de polietileno hasta
el laboratorio de acuacultura de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (UAT). Estos fueron
mantenidos con un nivel de oxigeno disuelto (OD)
superior a 5 mg/l, a 17° C y en agua de la misma
laguna.

Cien camarones fueron expuestos por 2 h a 35 mg/l
de cloranfenicol levégiro (Cloran. Laboratorio Grin S.
A. de C. V.), por medio de baleacion en un tanque
con 120 litros de agua marina, con aireacion en
ausencia de filtro biolégico. La hemolinfa de los
organismos expuestos al cloranfenicol fue obtenida a
partir del seno ventral o cardiaco a 1, 24, y 48 h post-
exposicion.

La puncion fue realizada usando una jeringa de 10 ml
con una aguja calibre 22 x 35 mm con 0.6 mL de
solucion Alsever modificada o MAS (27 mM de citrato
de sodio, 336 mM cloruro de sodio, 115 mM de
glucosa, 9 mM de EDTA, a pH 7.0) a 4° C, usando
una dilucién de 2:1, MAS y hemolinfa.

Los organismos muestreados fueron sacrificados
para obtener el masculo. Tanto el misculo como la
hemolinfa se conservaron en congelacion (-12° C),
hasta su posterior analisis.

La extraccion de cloranfenicol de las muestras se
llevo a cabo de acuerdo al protocolo usando en el kit
de inmunoensayos o ELISA de Veratox® de Neogen©.
El musculo (5 g) fue homogenizado con 20 ml de
PBS (137 mM de cloruro de sodio, 2.7 mM de cloruro
de potasio, 10 mM de bufer de fosfato, cloruro de
magnesio, pH 7.4) en una bolsa de polietileno
colocada en el Stomacher, por 60 seg.

La muestra macerada fue clarificada al pasarla a
través de papel Whatman # 4. Posteriormente, este
extracto fue centrifugado por 5 minutos a 220 g. Las
muestras de hemolinfa no requirieron del proceso de
extraccion de cloranfenicol descritos para el musculo.
El sobrenadante proveniente del mdsculo y la
hemolinfa fueron usados para llevar a cabo la
deteccion de cloranfenicol por medio del kit ELISA
antes mencionado (Figura 2). Los niveles de
cloranfenicol se analizaron mediante la prueba de “t
student” con un nivel de significancia de 0.05.

En la literatura consultada se recomienda tanto la
puncién cardiaca como la del seno ventral para la
toma de muestras de hemolinfa.
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Figura 2. Reaccion del kit de ELISA de Veratox de Enojen
para una muestra con cloranfenicol

Sin embargo, en el presente estudio se observé una
diferencia de color en algunas de las muestras
obtenidas mediante puncién cardiaca, las cuales
presentaron un color café-claro que contrastaba con
la coloracion azul-plomo caracteristico de la
hemocianina. Este color pudo deberse a la
contaminacion con tejidos circundantes al corazon al
momento de realizar la puncién cardiaca, como es el
hepatopancreas. Estas muestras pueden contener
tejido en suspension que de forma directa o indirecta
y por lo tanto pueden afectar la evaluacion del
cloranfenicol.

Algunos autores mencionan el uso de hemolinfa para
identificar células de hemocitos, reacciones
bioquimicas, activacion de profenoloxidasa vy
lipoproteinas, conforme a las observaciones
obtenidas en el presente trabajo se sugiere utilizar la
punciéon del seno ventral para la obtencion de la
hemolinfa, ya que esta da una mayor calidad y
cantidad de tejido.

La Figura 3 muestra el contenido de cloranfenicol en
muasculo y hemolinfa, en donde los niveles
detectados, en los organismos tratados, poseen
valores calculados entre 12 y 20 ppb, mientras que el
grupo control present6 valores de 0 ppb para ambos
tejidos.

25 1
O Musculo (med)

Mo

15 A

O Hemolinfa (med)

10 4

Concentracion ppb)

Control 1 24 48
Tiempo (h)

Figura 3. Comportamiento de la concentracion calculada de
cloranfenicol en musculo y hemolinfa a diferentes
tiempos de toma de muestra
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Los valores obtenidos por los organismos evaluados
por musculo a lo largo del experimento fueron mas
uniformes (18.56 a 19.76 ppb) que los de hemolinfa
(12.07 a 19.76 ppb), pero sin existir una diferencia
significativa entre ambos tejidos (p<0.05).

Esta diferencia pudo ser debida al sitio de toma de
muestra de la hemolinfa (seno venoso o cardiaco).
Este proceso puede disminuir la cantidad de
hemolinfa colectada por organismo, generando una
disminucion aparente en el contenido de cloranfenicol
en las muestras.

La deteccibn de algunos farmacos como la
enrofloxacina a partir de muestras de hemolinfa de
camarén se ha reportado en estudios que han
utilizado la técnica de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), con el inconveniente que esta
prueba es mas larga y costosa que las pruebas de
ELISA.

El presente estudio sugiere que las pruebas de
ELISA pueden ser una buena herramienta para la
deteccion de cloranfenicol en muestras de
organismos acuaticos, ya que puede llevarse a cabo
in situ, a bajo costo, y con niveles muy confiables de
deteccion. El misculo mostrd ser un tipo de muestra
muy Util para esta determinacion, ya que este tejido
puede congelarse y permite que la deteccién del
farmaco se lleve a cabo tiempo después del
procesamiento del camarén. Sin embargo, este tejido
tiene la desventaja de aumentar el tiempo de
manipulacion de la muestra, mientras que la
hemolinfa puede ser usada directamente en la
prueba de ELISA sin necesidad de homogenizacion o
centrifugacion.

Es necesario ahondar el presente estudio para
obtener una mejor comprension de la farmacocinética
del cloranfenicol en el camarén y sus respectivos
tejidos  (muasculo, hemolinfa, hepatopancreas,
hemocitos, etc.). Esto Ultimo favorecera el uso de
estos organismos para estudios toxicoldgicos in vivo
e in vitro (Figura 4).

Figura 4. Camarones juveniles (Litopenaeus sp.)

ECOSISTEMAS ACUATICOS
Martha Zarain-Herzberg

Como la tierra, el océano tiene regiones
caracterizadas por condiciones fisicas sumamente
variadas, y en consecuencia habitada por tipos
especificos de plantas y animales: -ctendéforos,
braquiépodos, equinodermos, quetognatos y algunos
menos importantes que sélo se encuentran en los
mares.

Es sabido que el peso total de los seres vivos
(biomasa) del océano excede en mucho al que
corresponde a los seres vivos de la tierra y agua
dulce.

Las aguas de los mares circulan en forma incesante
en vastas corrientes. Estas corrientes no sélo ejercen
influencia en la distribucion de las formas marinas,
sino también, y en forma muy manifiesta, sobre los
climas de las masas terrestres vecinas. Ademas de la
existencia de corrientes muy lentas de agua fria a
grandes profundidades desde las regiones polares
hacia el ecuador.

Por otra parte, las atracciones gravitacionales del sol
y la luna causan dos elevaciones del agua en lugares
opuestos de la tierra, llamadas “mareas altas”. Las
mareas avanzan hacia el oeste porque la tierra gira
hacia el este sobre su eje. Y ya que la tierra da una
vuelta completa sobre su eje en un dia, hay dos
mareas bajas y dos mareas altas al dia. La
periodicidad de las mareas es de 12.5 horas, por lo
tanto, las mareas se retrasan 50 minutos cada dia.

Dos veces al mes en la luna llena y en la luna nueva,
la tierra, el sol y la luna estdn en linea recta las
atracciones del sol y la luna sobre las aguas de la
tierra se suman y la diferencia entre la marea alta y la
baja es mayor que la normal. En los cuartos de luna
cuando el sol y la luna se atraen en angulo recto la
diferencia entre la marea alta y la marea baja es
menor que la usual (mareas muertas).

En cuanto al fondo del océano éste no es plano si no
esta surcado por cordilleras gigantescas que limitan a
valles profundisimos; las primeras se elevan hasta
cerca de las superficies de las aguas o las rebasan
formando islas, en cuanto a los valles, se encuentran
a mas de 10,000 metros por debajo de la superficie y
de vez en vez se producen avalanchas colosales al
desplomarse parte de las montafas.




El fondo del mar posee un limo blando formado de
residuos organicos y conchas de foraminiferos,
radiolarios, otros animales y plantas. Muchos
invertebrados viven en estas grandes profundidades
oceanicas y generalmente se caracterizan por sus
conchas delegadas casi transparentes, a diferencia
de las duras y gruesas que cubren a sus congéneres
de la superficie expuesta al incesante batir de las
olas.

El bentos reside en el fondo del mar esta
representado por organismos que se arrastran,
deslizan o bien son sésiles. Algunos animales
abismales como cangrejos, caracoles, estrellas de
mar, ciertos gusanos también arrastran sobre el
sustrato. Las almejas y gusanos excavan en la arena
o0 las rocas del fondo del mar. Las esponjas,
anémonas de mar, corales, briozos, crinoideos,
ostras, percebes tunicados estan adheridos al
sustrato.

Por su parte la mayoria de los peces de la region
abisal son generalmente pequefios y de forma
peculiar, muchos poseen érganos luminiscentes que
pueden servir de sefiuelos para las formas de que se
alimentan.

Los organismos pelégicos, viven en altamar y son
nadadores activos, y son llamados necton; los que
flotan con la corriente son el plancton, que esta
constituido por algas, protozoos, pequefias formas
larvales de variedad de animales y algunos gusanos;
el necton comprende medusas calamares, peces,
tortugas, focas y ballenas.

Como regiones tipicas de elevacion estan las costas
occidentales de los continentes, como California,
PeriG y Portugal y éstas costas son las mas
productivas de todas las areas marinas. Estas
elevaciones son muy importantes en la devolucién de
elementos como fosforo a la superficie para un nuevo
ciclo. Aunque la salinidad del mar es relativamente
uniforme constituye un factor de primera importancia
como limitantes de productividad biol6gica en una
region dada.

Los animales pelagicos son fuertes nadadores y en
general se alimentan por filtracion tamizando
particulas antes que estas lleguen al fondo. Todos
los consumidores se encuentran estratificados
horizontal y verticalmente, y el mayor nimero de
peces se localiza en areas septentrionales, por lo que
¥, partes de la pesca mundial consiste de arenque
bacalao, salmén, lenguado, macarela y atun.
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Sin embargo, también los ecosistemas costeros
mexicanos en general y las lagunas en particular
presentan una regién con un mosaico de habitat cuyos
recursos estan divididos generalmente en: arrecifes
coralinos, manglares, playas, estuarios y lagunas Por
lo que se recomienda su manejo adecuado y de
programas de aprovechamiento sustentable. Por lo que
el aprovechamiento sustentable de la zona costera
mexicana que debe estar basado en la planificacion
previa.

En cada una de estos sistemas, se debe realizar una
evaluacion de los beneficios ecolégicos, econémicos y
sociales, haciendo énfasis en los puntos sensibles de
cada sistema e ilustrando los casos donde ha habido
conflicto de intereses entre los recursos, el sistemay la
actividad orientada al desarrollo.

Actualmente, se ha propiciado toda una corriente
mundial sobre la conservacion de los humedales,
tierras humedas - costeras o epicontinentales- que
forman los habitats més frecuentes de anidacion,
descanso, alimentacion, crias de aves y organismos
marinos (Figura 1).

Figura 1. Organismos acuéticos

Reconocemos que ciertas zonas del medio ambiente
marino, tales como los arrecifes coralinos, los
manglares y los estuarios se clasifican entre los
ecosistemas mas productivos del planeta. Ofrecen
proteccion a las zonas costeras y aportan alimento,
energia, turismo y desarrollo econémico, por tal
motivo México esta comprometido a protegerlas.

Aunque la impresion pueda ser otra, el manglar es un
bosque. Es decir, es una comunidad vegetal. En
tanto comunidad, la integran distintas especies de
plantas que son el sustento del ecosistema; y
constituye uno de los mas productivos, aunque no lo
parezca.

Como ejemplo existe una correlacion positiva entre la
extension de un manglar y el volumen de captura de
camarén en las aguas adyacentes. Por tanto, es
razonable inferir que la captura pesquera declina en
proporcion directa a la destruccion de los manglares.




Es mas, se estima que hay una pérdida anual de 800
kg de camarén y peces de importancia comercial por
cada hectarea de manglar destruido. El valor de los
manglares como hébitat de apoyo a las pesquerias
es mas importante que cualquier otro uso, pues son
sitios criticos en el ciclo de vida de la mayoria de las
especies de camardn, en particular de la especie
Litopenaeus durante sus etapas de postlarva y
juveniles. Sin embargo, los manglares también son
importantes en la economia de una regién por ser el
ambiente utilizado por mdltiples usuarios y para usos
diversos, ademas esta su valor ecolégico.

Problemas antropogénicos

En nuestro pais, los asentamientos humanos en
zonas costeras no cuentan generalmente con las
plantas previas de tratamiento de aguas de desecho,
y estas se vierten directamente sobre rios y esteros.

Por los asentamientos industriales, la contaminacién
alcanza proporciones dramaticas. Ademas de no
contar con tratamiento previo, los desechos son
usualmente materiales altamente tdéxicos para la
biota, y en ellos se halla desde sustancias no
biodegradables y cantidades considerables de acidos
que se introducen directamente.

Algunas recomendaciones para su conservacion

Se requiere de amplios estudios de la biogeoquimica a
fin de conocer las caracteristicas fisicas, quimicas y
bidticas iniciales de las zonas estuarino-lagunares.

Debe determinarse el papel relativo de fuentes de
energia, como manglares, algas y detritus en estuarios
tropicales, poniendo especial atencién en el efecto que
causa la perturbacion de tales fuentes sobre la trama
tréfica; deben ademds puntualizarse con detalle las
alteraciones fluviales y sus dafios a la productividad de
marismas y estuarios. Se deben realizar
investigaciones para conocer certeramente los limites
de los organismos acuaticos y estuarinos frente a los
contaminantes.

Antes de iniciar programas de industrializacion o el
establecimiento de comunidades humanas, debe
estimarse las consecuencias ecolédgicas potenciales.

Ecosistemas costeros

Las lagunas costeras, estuarios y manglares
presentan alta productividad primaria y esto se debe
principalmente a la disponibilidad de nutrientes que
provienen de los rios y escurrimientos terrestres
(Figura 2).
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Figura 2. Sistemas estuarinos

La elevada fertilidad de las lagunas costeras y
estuarios mantienen una rica y compleja cadena
alimenticia caracterizada por una elevada produccion
pesquera. En algunos casos parte de esta fertilidad
exportada contribuye con la riqueza pesquera de la
zona costera adyacente. Por otro lado, es importante
destacar que el 90% de la pesca mundial se realiza
en las regiones costeras y de ésta, el 70% Ilo
constituyen organismos estuarinos o aquellos que en
algin periodo de su vida transcurren en un
ecosistema lagunar estuarino.

Los humedales son en escencia terrenos inundados
con aguas estancadas o corrientes de régimen
natural o artificial, ya sea en forma temporal o
permanente, constituyen una fragil interfase entre
ecosistemas terrestres y acuaticos, tanto de agua
dulce como marina. Por los intensos intercambios de
energia con sus alrededores son capaces de
soportar una alta diversidad de especies en un
espacio relativamente reducido.

En México se tienen registrados 23 de los principales
humedales de agua dulce en el mundo, a los que se
suman los asociados con las aguas salobres de méas
de 130 lagunas costeras.

En nuestro pais, los manglares ocupan una extension
de 6,000 Km®. La Republica Mexicana cuenta con
11,592.77 Km. de litoral del cual 160,000 Ha
pertenecen a superficies estuarinas, y de estas 12,
500 Km? son lagunas costeras; ello representa el 30
del 35% de dicho territorio.

Los llamados manglares, constituyen un tipo de
vegetacion esencialmente tropical, formado por
arboles tolerantes al agua salobre y a la fluctuacion
de los niveles de salinidad. Los manglares son de
enorme importancia para mantener el balance
quimico del agua, suministran nutrientes y provee de
habitat a muchas especies de  peces,
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invertebrados y plantas epifitas. Las especies de
mangle mas abundantes son el mangle rojo
Rhizophora mangle, el mangle blanco Luguncularia
racemosa, el mangle negro Avicennia germinans 6
botoncahui.

Sinaloa, cuenta con el flujo permanente de 11 rios,
asi como el de 242 arroyos de flujo estacional y con
una extension estimada de manglares entre 486,040
a 660,000 Ha.

Instrumentos para  prevenir el deterioro:
ordenamiento ecolégico

Con la promulgacion de la Ley General de Equilibrio
Ecolégico y la Proteccion al Ambiente en 1988, se
establece por primera vez en Meéxico, el
Ordenamiento Ecoldgico como instrumento basico de
la politica ambiental para planear el uso del suelo en
el pais. Con esto, se cristaliza uno de los mas
importantes esfuerzos hacia la conservacion del
equilibrio ecolégico y los recursos naturales. La
planeacion del uso de los recursos naturales a través
del ordenamiento ecolégico, se basa en la
identificacion de la vocacion y aptitud del suelo, en
funcioén de sus caracteristicas.

De acuerdo a los datos disponibles el porcentaje
original de manglares perdidos en México durante los
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ultimos veinticinco afios, es aproximadamente 79,
681 Ha. Dependiendo de la localidad, el impacto
destructivo sobre el manglar es altamente variable ya
que ha sido causado por la: tala; actividades de
diversion en agua dulce; conversién a agricultura;
conversién para desarrollo urbano; construccion de
puertos hasta la conversion para acuicultura.

Las principales amenazas a las que se enfrentan
los recursos costeros de nuestro pais son:

La acuicultura se ha constituido en una de las
principales respuestas a la demanda nacional e
internacional de alimento, pero esta actividad ha
crecido a costa de los sistemas costeros, ya que ha
sido necesario abrir espacios en zonas de manglar,
en barras costeras, humedales y lagunas costeras,
afectando la reproduccion, el habitat, y etapas de
desarrollo de diferentes de especies comerciales.

Modificacién del entorno, que se lleva a cabo por
diversas actividades humanas, como; la tala de
extensas areas de manglar, el relleno con distintos
materiales y para distintos fines de las areas bajas
inundables (zonas intermareales), el dragado o
formacién de canales, la remocién de los lechos de
pastos marinos en forma masiva y la fractura de las
estructuras arrecifales.
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