OO G

UNIVERSIDAD  NACIONAL  AUTONOMA 7
DE  MEXICO ¢/Q

e i t g L A e e Lt s e

FACULTAD DE CIENCIAS
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADOQ

EFECTO TOXICO AGUDO DE COMPUESTOS
NITROGENADOS Y NIVELES LIMITANTES DE
OXIGENO EN POSTLARVAS DE CAMARON BLANCO
Penaeus setiferus (Linnaeus, 1767)

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRA EN CIENCIAS
P R E 8 E N T A
VERONICA ESPINOSA LEMUS

DIRECTOR DE TESIS: DRA. GUILLERMINA ALCARAZ ZUBELDIA.
Af‘ﬂ‘
MEXICO, D, F, Q) 9 AGOSTO 1998

TESIS CON A/
FALLL DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo fue realizado el Laboratorio de Ecofisiologia de la
Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional Autdnoma de México

bajo la direccién de la Dra. Guillermina Alcaraz Zubeldia.



DEDICATORIA

A mis padres por su conflanza y amor
A Monzerrath por la alegria que me da cada dia
A Ana por su apoyo incondicional
A Paty por que siempre esta dispuesta a escucharme

A Guille por ser como es

Verodnica Espinosa Lemus.



A mi Familia



Agradecimientos

A la Dra Guillermina Alcaraz Zubeldia por la direccion del presente trabajo, su paciencia y por
haberme dado la oportunidad de trabaijar en el proyecto.

A la Dra. Cecilta Vanegas Pérez por sus constantes correcciones y apoyo incondicional para la
revision de este trabajo.

Al Dr. Xavier Chiappa Carrara por sus valiosas aportaciones a este trabajo

Ala Dra Sonia Espina por compartir su conocimiento

A todos los miembros del jurado Dra. Elva Escobar Briones. Dr. Rene de Jesis Cdrdenas
Vazquez, Al Dr. Carlos Rosas Vazquez y a fa Dra. Patricia Ramirez Romero. A todos ellos
gracias por sus valiosas aportaciones y sugerencias

AIM en C. Alvaro De Tomas por sus importantes sugerencias a este escrito de tesis

A mis compafieros del Laboratorio de Ecofisiologia: Catalina Maldonado, Aurora Fierro, Fabian
Contreras, Gaby Palomino y Cristina Pascual y muy especialmente a mis compatfieros del grupe de

trabajo que me apoyaron en la parte experimental Ceci Robles, Hugo Molina y Luz Elvira Pifia.

Al Dr. Carlos Rosas Viazquez, Dra. Gabriela Gaxiola y M. en C. Adolfo Sanchez por haber
proporcionado [os organismos utilizados en esta tesis.

A mis amigos Alejandra Soto y Alfonso Bezares por sus constantes 4nimos para la conclusién de
esta tesis.

A Fabian Palacios por su amistad.
Al proyecto PAPIT IN 204295 del cual forma parte el presente trabajo

Al CONACYT porque gracias a su apoyo he concluido mis estudios de maestria,



RESUMEN

EFECTO TOXICO AGUDO DE COMPUESTOS NITROGENADOS Y NIVELES
LIMITANTES DE OXIGENQ EN POSTLARVAS DE CAMARON BLANCO
Penaens seliferus.

El camardn blanco Peraeus setiferus es una especie que habita en el Golfo de México. Se
ha considerado que esta especie es susceptible de ser cultivada debido principalmente a la talla
comercial que alcanza y a su elevada tasa de crecimiento. De aqui se desprende la importancia de
evaluar en postlarvas de esta especie el efecto de algunas condiciones ambientales.

En particular en los sistemas de cultivo, la acumulacién de amoniaco y nitrito asi como
bajas concentraciones de oxigeno disuelto son algunos de los principales factores limitantes de la
produccion acvicola. El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad aguda del amoniaco y del
nitrito en las postlarvas de camarén blanco P. sefiferus y estimar los cambios respiratorios como
resultado de fa exposicion a diferentes niveles de oxigeno (5 a 1 mg O,/L) en combinacién con
diferentes concentraciones subletales de amoniaco y nitrito.

El efecto toxico agudo del amoniaco y del nitrito se evalud mediante bicensayos de tipo
estitico. Las concentraciones letales medias (CLso) de las postlarvas de camarén blanco P.
sefiferus fueron 1.55, 1.20y 1.11 mg N-NHy/L correspondientes a 14.72, 9.51 y 9.01 mg de
N-amonio total/L{NH;+*NH"s) y las de nitrito fiieron 279, 240 y 167 mg N-NO'YL a las 24, 48 y
72 h, respectivamente. Se observd que las CLsp tanto del amoniaco como del nitrito decrecen con
el tiempo de exposicion. Los resultados obtenidos demuestran que las postlarvas de P. sefiferus
son mas tolerantes al amoniaco y al efecto toxico del nitrito que otras especies de peneidos como
P. Patdensss.

Con respecto & los experimentos en diferentes niveles de oxigeno disuelto y
concentraciones subletales de amoniaco y nitrito, en los organismos del grupo control se observad
un comportamiento oxirregulador en un intervalo de 5 a 3 mg QL y oxiconformador entre 3 y 1
mg O/ La tasa respiratoria de las postlarvas expuestas en 0.4 mg N-NHa/L fuse similar a la de las
postlarvas del grupo control. En las postlarvas expuestas a 0.7 mg N-NH,/L, la tasa respiratoria
disminuyd significativamente y en combinacion con 2 mg O,/ resulté letal para los organismos.

Con relacién al nitrito, las postlarvas expuestas a 5 mg N-NO/L presentaron un
comportamiento oxirregulador y oxiconformador similar al grupo control. Las postlarvas
expuestas a 10 y 17.5 mg N-NO"/L presentaron un comportamiento respiratorio similar entre si,
observando una reduccién significativa en el consumo de oxigeno entre 5 y 3 mg Qu/L en el
medio; sin embargo en 2 mg Oy/L ef consumo de oxigeno se incremento. En estas concentraciones
de nitrito la tasa respiratoria de las postlarvas no presenté diferencias significativas con respecto a
los organismos controf en 1 mg O,/L.

Se propone que en los sistemas de cultivo de P. sefiferus se deberd procurar que los
niveles de amoniaco y nitrito no sean mayores de 0.4 mg N-NHy/L y 5 mg N-NO5/L y menores.
3 mg OJL. Asi mismo se sugiere que Ia exposicion a amoniaco y nitrito puede resultar de alto
riesgo para la produccion cuando la concentracion de oxigeno disminuye.
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I. INTRODUCCION

En los tltimos afios la camaronicultura ha sido considerada como una actividad econémica
altamente rentable que se ha desarrolfado intensivamente en las costas de México, constituyendo
una practica alternativa a las pesquerfas. La produccion pesquera de camarén en el afio de 1996 en
el Pacifico mexicano fue de 57,429 toneladas y en el Golfo de México y el Caribe de 21,450
toneladas. La produccion total de camarén correspondiente a la acuacultura, fue de 13,315
toncladas, de las cuales 12,783 toneladas corresponden al Pacifico mexicano y 532 corresponden

al Golfo de México vy el Caribe mexicano (SEMARNAP, 1995).

En el Golfo de México, la captura de camarén involucra varias especies entre las cuales
destacan, por su talla y volumen de captura, el camaron rosado Penaeus duorarum (61%), el
camaron café Penaeus aztecus (21%) y el camarén blanco Penaeus setiferus (18%) (Arredondo,
1990) En esta region, el cultivo del camar6n blanco P. setiferus es considerado como una
alternativa de desarrollo camaronicola debido a que cumple con diversas caracteristicas que
garantizan su elevada produccidn con respecto a otras especies. Entre éstas, destacan su tolerancia
a condiciones de cultivo, resistencia a enfermedades, capacidad para reproducirse en cautiverio,
disponibilidad de semilla para los sistemas de cultivo y alta sobrevivencia a lo largo de su

desarrollo en condiciones de cautiverio (Sandifer ef af., 1993).

Un aspecto basico a considerar en el cultivo camaronicola es el papel que desempefian
algunos factores ambientales como el amoniaco, el nitrito y el oxigeno disuelto en el medio.

Niveles inadecuados de éstos factores puede conducir al deterioro de la calidad del agua y en



consecuencia afectar de manera negativa la sobrevivencia, el crecimiento y la salud de los animales

(Cheny Lin, 1992; Rosas et al, 1997 ).

En ambientes marinos el amonio existe en solucion en forma ionizada (NH's) y no ionizada
(NH,) donde la proporcién de ambos compuestos depende del pH, la salinidad vy la temperatura.
La forma no ionizada (amoniaco) es la mas toxica para los organismos por su naturaleza lipofitica
y capacidad de difundirse mas rapidamente a través de las membranas celulares. La forma ionizada
penetra con menos facilidad las membranas celulares debido a su tamafio y carga 16nica por lo que
presenta menor solub;lidad lipidica (Whitfield, 1974). Sin embargo, los efectos adversos de la
forma jonizada del amonio (NH's) se presentan en algunas funciones fisiologicas. De esta manera
Shaw (1960) sefiala reduccion significativa de la entrada de sodio al medio interno de Astacus
pallipes como resultado de la exposicion a amonio. Por otra parte Armstrong ef al (1978)
establecieron que la inhibicién de la entrada de sodio al medio interno de! organismo es el principal

factor que contribuye a la toxicidad del amonio a un pH bajo.

En los sistemas acuaticos naturales los niveles de los compuestos nitrogenados dependen del
proceso de nitrificacién. Las bacterias nitrificantes del género Nifrosomonas, oxidan el amonio a
nitrito y las del género Nitrobacter oxidan el nitrito a nitrato Sin embargo, en condiciones de
cultivo, este proceso puede ser inhibido o alterado por diversos factores como la reduccion del
oxigeno disuelto en el medio, aspecto frecuente en los estanques de produccién. El proceso de la
nitrificacion es méas eficiente cuando los niveles de oxigeno en el medio son elevados, en tanto que
en bajas concentraciones de oxigeno disuelto el nitrito puede acumularse en el sistema debido a

que las bacterias del género Nifrobacter son sensibles a condiciones hipoxicas. Otros factores que



modifican la actividad de estas bacterias son la fotoiluminacién y la temperatura ambiental (Spotte,

1970)

El amoniaco y €l nitrito son compuestos nitrogenados que se acumulan frecuentemente en
fos estanques de cultivo debido a recambios de agua inadecuados, al exceso de materia organica
provocado por sobrealimentacion y la elevada densidad de organismos; esto dltimo relacionado

con la excrecion amoniacal (Allan ef al., 1990; Chen y Lin, 1991).

El amonio es el principal producto de excrecitn de los crustaceos, resultado del catabolismo
de las proteinas. (Regnault, 1987). En crusticeos la excrecion de amonio se lleva a cabo en el
epitelio branquial por difusion pasiva del NH; y del NH"; , el intercambio del ion amonio (NH'4)
con el Na' ambiental y con protones (H') y la conversién de amonio a una forma menos tdxica,

como es la urea (Pequeux y Gilles, 1981),

En crusticeos, la accidn toxica del amoniaco aitera los procesos respiratorios, la excrecion
nitrogenada, el balance idnico y osmético, el crecimiento y la frecuencia de muda y en Gltima
instancia ocasiona la muerte de los organismos. Chen y Lin (1992), reportaron que en juveniles de
P. monodon la exposicion cronica a 4, § y 20 mg de N-amonio total/L (N-NH," + N-NHj;) reduce
¢l crecimiento de [os organismos. Por su parte Chen y Kou, (1992) seffalaron que en juveniles de
P. japonicus la exposicion prolongada a 0.70 mg N-NH/L correspondiente a 10.1 mg N-amonio

total/L disminuye el crecimientc de los camarones.



En camarones peneidos la exposicion al amonio también puede modificar la concentracion
de la hemacianina, pigmento respiratorio de los crusticeos, alterando el suministro de oxigeno a
los tejidos, En juveniles de 2, Japonicus 1a exposicion aguda (24 h) a 10 y 20 mg de N-amonio
totall. provoca que aminodcidos libres se incrementen en el plasma como producto del
catabolismo de ta hemocianina, Asi misimo en exposiciones agudas a 5 mg de N-amonio total/l, ef
patrdn de excrecion de este peneido cambié de amoniotélico a ureotélico, como un mecanismo de

desintoxicacién del amonio (Chen y Cheng, 1943)

De manera glol:;a!, diversos autores sugieren que la tolerancia al amoniaco se incrementa al
avanzar el estado de desarrollo de los organismos. Jayasankar y Muthu (1983) obtuvieron una
concentracion letal media (CLs} de 24 h de 0.29,095y3.17 mg N-NH;/L en nauplios, protozoea
y mysis de P. mdicus, respectivamente. Chen y Lin (1991) establecieron una Cl.sy 24 h de 0.25,
034, 1.08 y 185 mg N-NHy/L para nauplios, zoea, mysis y postlarvas de P, chinensis,
respectivamente. Sin embargo Ostrensky y Wadielesky (1995) sefialaron que no existe relacion
directa entre el desarrollo de esta especie y su tolerancia ai amoniaco y reporta CLs; en 24 horas
de exposicién de 4.25, 1.79, 2.91 ¥ L4 mg N-NH./L en nauplios, zoea, mysis ¥ postlarvas de P

Paulensis, respectivamente

Al igual que numerosos contaminantes, la toxicidad def amoniaco se incrementa con el
tiempo de exposicion. De esta manera diversos autores sefialan el aumento de [a toxicidad del
amoniaco en diferentes especies de postlarvas de peneidos a medida que el tiempo de €xposicion

es mayor (Tabla 1).



Tabla 1. Concentracién letal media (CL) de amonjace (mg N-NH3/L) a distintos tiempos de
exposicion en postlarvas de diferentes especies de pencidos. Se incluyen valores del intervalo
de confianza (IC) de tas CLy,

TIEMPO (n)
ESPECIE 24 48 72 REFERENCIA
. 47 2.50 1.54
P. monodon 3760 2.13.0 14-1.9 Chin y Chen (1987)
1.85 1.20 0.73
P. chnensis 1620 0.96-1 5 0.50.9 Chen y Lin (1991)
23 L7 1.4
P. japonicus 1728 1322 1.2-1.7 Lin et af {1993)
1.40 0.40 0.33
P paulensis I1-L5 0.4-0.6 0204  Ostrensky y Wasiclesky (1995)

Con respecto al nitrito, diversos trabajos seflatan que este compuesto altera los procesos
respiratorios. En peces, el nitrito convierte la hemoglobina a metahemoglobina y se sugiere que
este proceso puede ocurrir con la hemocianina de los crustdceos (Nedham 1961). Chen y Cheng
(1995) observaron que durante la exposicion aguda de juveniles de P, japonicus a 20.57 mg
N-NO/L, las concentraciones de hemocianina en la hemolinfa decrecen y se altera el transporte de
oxigeno a los tejidos. Por su parte Chen y Chen (1992a) establecieron que en juveniles de P.
monodon expuestos 24 h a 20 mg N-NOy/L se alteran los patrones de excrecion de N-NO°,, el
catabolismo de proteinas y la osmorregulacion. En crusticeos también se ha observado que el
nitrito modifica el crecimiento y la frecuencia de muda. Al respecte Chen y Chen (1992b)
reportaron que en juveniles de P. monodon la frecuencia de muda se incrementa at ser expuestos a

concentraciones subletales de N-NO",.

Al igual que el amonio, la accién téxica del nitrito disminuye con el desarrollo de los
camarones. Al respecto Chen y Chin (1988) obtuvieron una CLs 24 h de 5.0, 13.20, 20.65 y

61.87 mg N-NO»YL en nauplios, zoea, mysis y postlarvas de P. monodon, respectivamente.



Jayasankar y Muthu (1995) refieren que existe incremento en la tolerancia al nitrito con respecto
al estado larval de P. indicus, en nauplios, protozoea y mysis y obtienen CLsg 24 horas de 10.23,

20.43 y 33.87 mg N-NO',/L, respectivamente.

La toxicidad del nitrito se incrementa también con el tiempo de exposicién Chen y Chin,
(1988) establecieron CLy 48 y 72 h de 14.91 y 9.69 mg N-NO*/L ¢n postlarvas de P. monodon
respectivamente. Asi mismo Chen y Nan (1991) sefialaron en postlarvas de Melapenaeus ensis

CLso 24, 48 y 72 h de 70.6, 27.10 y 12,76 mg N-NO"/L, respectivamente {Tabla 2). ’

Tabla 2. Concentracidn letal media de nitrito {mg N-NO'5/L) en postlarvas de diferentes especies
de pencidos. Se incluyen valores de intervalo de confianza (IC) de la CLs,.

ESPECIE THHEMPO (h) REFERENCIA
24 48 72
61.87 33.17 20.53
P. monodon SL6742 268411 162260 Chen y Chin (1988)
70.6 27.10 12.76
Metapenaeus ensis 57.2-85.9 132-40.8 7.1-230 Chen y Nan (1991)
2778 41.6 14.5
P. paulensis 22583434 312555 6.8-27.1 Ostrensky y Poersch (1992)

Con respecto al oxigeno disuelto, se conoce que es uno de los principales factores limitantes
en la produccion acuicola. Diversos organismos acuiticos son tolerantes a la disminucion del
oxigeno en el medio. Los organismos son considerados oxirreguladores cuando su consumo de
oxigeno es independiente de la concentracién de oxigeno ambiental y oxiconformadores cuando su
consumo de oxigeno depende de la concentracion de oxigeno en el medio (Seidman y Lawrence,

1985).



En crustaceos, bajos nive;les de oxigeno disuelte reducen el crecimiento, la sobrevivencia,
alteran fa frecuencia de muda, [a capacidad de osmorregufacion y en general, deterora ¢l estado
fisiologico de los organismos. Seidman y Lawrence (1985) fundamentan que el crecimiento y la
sobrevivencia de juveniles de P. monodon y P. vannamei se redujeron significativamente por la
exposicion cronica en 1.2 mg Oo/L. De manera similar se ha observado que la sobrevivencia y el
crecimiento de adultos y juveniles de P. vannamei disminuye en concentraciones de 1.5 mg O»/L
(Aquacop y Soyez, 1988). Clark (1986) al exponer juveniles de P. sermisulcatus durante 17 dias en
2 mg OyL observd una mortalidad def 50 % e inhibicion del proceso de muda. A su vez,
Charmantier, ef af (1994) establecid que en P. vannamei expuesto 4 h a3 y2 mg QfL, la ‘
capacidad de osmorregulacion decrece en un 17 %. Por su parte Martinez ef al (1998) reportaron
una CLsp 48 h de entre 1.27 mg/L (15 %o y pH de 8.0) y 2.4 mg/L (15 %o y pH de 6.0) de oxigeno

disuelto en juveniles Penaeus setiferus.

Bajos niveles de oxigeno disuelto ocasionan que el efecto téxico de algunos contaminantes
como el amonio se incremente. En juveniles de Metapenaeus macleayi 'y P. monodon la
exposicion aguda a 1.60 mg N-NHy/L y 2.3 mg O,/L causa una mortalidad del 90 %,; sin embargo
durante este mismo tiempo de exposicién y en concentraciones de 1.63 mg NHA/L y 5.7 mg O/L.

fa mortalidad se redujo en un 33.3 % (Allan ef ai, 1990).

Asi, el deterioro de la calidad del agua, en funcién de la acumulacion de compuestos
nittogenados y decrementos de la concentracion de oxigeno disuelto en el medio, son factores
potenciales capaces de reducir la eficiencia de la produccién camaronicola. Es por esto que el

generar informacidén conducente al establecimiento de condiciones adecuadas de estos factores



quimicos en los sistemas de produccitn es crucial para el Gptimo desarrollo de especies con un
elevado potencial de cultivo, como es e! caso de P. setiferus en las zonas costeras del Golfo de

Meéxico.



1. OBJETIVOS

Objetivo General:
Estimar en postlarvas de P. sefiferus e efecto toxico agudo del amoniaco y del nitrito y

determinar el efecto subletal de éstos compuestos sobre el consumo de oxigeno en diferentes

niveles de oxigeno disuelto.

Objetivos Particulares:
a) Determinar la concentracion letal media del amoniaco y del nitrito a partir de bioensayos
agudos
b) Estimar el consumo de oxigenc y el comportamiento oxirregulador y oxiconformador
de las postlarvas de camardn blanco P. setfiferus en diferentes concentraciones de oxigeno
disueito
<) Evaluar el consumo de oxigeno de camardn blanco en concentraciones subletales de

amoniaco y nitrito en diferentes niveles de oxigeno disuelto.



HI. MATERIAL Y METODO

A. Obtencién y Mantenimiento de las postlarvas

Este trabajo se realizb en el laboratorio de Ecofisiologia de la Facultad de Ciencias de la
UNAM. Las postlarvas de camardn blanco Penaeus sefiferus utilizadas se obtuvieron de cultivos
experimentales y fueron proporcionadas por el personal del Laboratorio de Biologia Marina
Experimental de la Facultad de Ciencias U. N. A. M., en Cd. Del Carmen, Campeche. Los
organismos se transportaron al laboratorio en una hielera de 100 litros de capacidad, en bolsas de
polietileno con atmdsfera saturada de oxigeno y con agua del medio de cultivo a 35 %. y 20° C,

En el laboratorio, los organismos se colocaron en acuarios de vidrio de 40 litros de
capacidad, con agua de mar artificial (Instant Ocean) a 3é 1%,23%x1°C,82+005depHYy
5+ 1 mg Oy/L. Posteriormente, la temperatura y la salinidad se ajustaron diariamente en 1°C y
I*/; hasta alcanzar 28 °C y 25 */,. Diariamente se llevaron a cabo recambios de agua del 50 % del
volumen de los acuarios. Tanto en el periodo de mantenimiento, aclimatacién asi como en todas
las prucbas experimentales, se utilizd agua de mar artificial preparada a partir de diluciones de

salinidad con agua dulce declorada y filtrada.

Durante el periodo de mantenimiento, aclimatacién y en el transcurso de los experimentos,
se llevaron a cabo registros diarios del oxigeno disuelto con un oximetro con sensor polarogréfico

YSI 54 A (£ 0.05 mg Oy/L), de la salinidad con un refractémetro ATAGO (x 0.5 %/, ), del pH con
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un potenciometro WalkLab (+ 0.05) y de la temperatura con un termdmetro de mercurio Brannan

(+0.5°C).

A los organismos se les suministré alimento balanceado peletizado al 120 % de su peso
corporal dos veces al dia (8:00 y 14:00 hrs). Durante la noche (20:00 h), se les suministraron
nauplios de Artemia franciscana con 24 horas de eclosion, en una proporcion de 9 nauplios por
organismo con el fin de complementar los requerimierntos alimenticios de las postlarvas de
acuerdo a lo propuesto por Gaxiola (1994) El fotoperiodo se mantuvo en 12:12 h luz:obscuridad.

Previo a todas las pruebas experimentales fos organismos se mantuvieron sin alimento 24 horas.

B. Bicensayos de Toxicidad Aguda

En los bioensayos de toxicidad aguda de amoniaco y nitrito se utilizaron postlarvas 20 y 25
dias de edad con un peso himedo (PH) de 8.10 + 0.55 y 9.93 * 0.42 mg respectivamente. El
efecto toxico letal del amoniaco y del nitrito se evalud a través de bicensayos agudos de tipo

estatico (sin recambio de agua) en exposiciones de 24, 48 y 72 horas.

Los bioensayos de toxicidad aguda del amoniaco y del nitrito se realizaron por duplicado
considerando en cada caso cuatro concentraciones experimentales y un control sin adicion del

compuesto nitrogenado.

Las concentraciones expetimentales utilizadas en las pruebas de toxicidad aguda, tanto del

amoniaco como del nitrito, se establecieron de acuerdo a resultados obtenidos en biobisquedas

11



(bivensayos previos para la eleccion de las concentraciones experimentales definitivas) las cuales
fucron seleccionadas con base en la lteratura existente para peneidos Las concentraciones de
amoniaco utihzadas en las biobiisquedas fueron 0.5, 1.0, 2.0 4.0 y 8 0 mg de N-NHJ/L y las de

mtnito correspondieron a 15, 30, 60, 20 y 240 mg N-NO/L.

Las concentraciones experimentales de amoniaco se prepararon a partir de una solucién
madre de cloruro de amonio (NHLCI; Baker, 99.7 % de pureza) y fueron 1, 12515y 20
mg N-NHS/L correspondientes a 9.51, 11.9, 142 y 190 mg de N-amonio total/L. Las
concentractones experimentales de N-NH; se estimaron considerando el pH, la salinidad y la
wemperatura del medio de acuerdo a Bower y Bidwel (1978). Durante fos bioensayos, las
concentraciones de N-amonio total se’evaluaron diariamente utilizando el método de azul de

indofenol, con una sensibilidad de 2 pg N-amonio total/L (Rodier, 1981).

Las concentraciones experimentales de nitrito se prepararon a partir de una solucién madre
de nitrito de sodio (NaNOz; Baker, 99 76 % pureza). Las concentraciones experimentales de
nitrito seleccionadas fueron 50, 220, 250 y 300 mg de N-NO7%/L. Los niveles de nitrito en los
acuarios de exposicion se evaluaron diariamente utilizando el método de sulfanilamida, con una

sensibilidad de 2 pg N-NO7, /L (Rodier, 1981).

En cada condicion experimental se utilizaron acuarios de 3 L de capacidad en fos cuales se
colocaron 10 organismos que fueron seleccionados a! azar del acuario de aclimatacion Una vez
que los animales permanecieron 6 h en los acuarios experimentales, se adicionaron las soluciones

de cloruro de amonio y nitrito de sodio para obtener en cada caso las concentraciones



mencionadas. Durante el transcurso de las pruebas se mantuvieron constantes la salinidad en 23
£ 1 %y, la temperatura en 28 + 1 9 el oxigeno disuelto en 5+ 0.5 mg O/l y el pHen 82+

0 05. Asi mismo se mantuvo el fotoperiodo en 12:12h luz:obscuridad.

Los registros de sobrevivencia de los animales se efectuaron a las 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36,
48, 56, 64 y 72 horas de exposicion al contaminante. La muerte de los organismos se establecio
por la falta de respuesta cuando se tocaron con una varilla delgada de vidrio con punta roma. Las
postlarvas muertas se retiraron de los acuarios para evitar la descomposicion de los animales y
mantener la calidad del agua de los acuarios experimentales. Se obtuvo su peso himedo (PH) en
una balanza analitica (Sauter + 0.05 mg). Al finalizar los bioensayos de 72 horas de exposicion, los

organismos sobrevivientes s¢ sacrificaron y se pesaron como se sefiald previamente

C. Respuesta respiratoria.

El mantenimiento de los organismos utilizados en esta fase experimental fue igual al descrito
previamente en los bioensayos de toxicidad aguda La edad de las postlarvas utilizadas fue de 30 a
35 dias y 15.19 4 0.93 mg de PH, la alimentacion de los organismos se suspendiG 24 h antes de

iniciar el experimento.

En esta fase experimental se evalud el comportamiento respiratorio de las postlarvas de P.
sefiferus en 5 concentraciones de oxigeno disueito (5, 4, 3, 2y 1 mg 01} y diferentes
concentraciones subletales de amoniaco y nitrito. Las concentraciones subletales evaluadas fueron

0.4 y 0.7 mg N-NHy/L correspondientes a 5.8 y 10.1 mg N-amonio total/L. respectivamente y 5.0,
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10 y 17.5 mg N-NO/L, las cuales se establecieron a partir de las pruebas de toxicidad aguda

efectuadas.

Para evaluar el comportamiento respiratorio de las postlarvas sometidas a cada condicion
experimental, se utilizo un sistema respirométrico de flujo semicontinuo termorregutado (Fig 1).
Sc empleo un reservorio de plastico con capacidad de 20 litros, con un calentador de inmersion
sostenido por una barra de unicel y debajo de ésta una membrana de plastico, para evitar el
intercambio de oxigeno con ef medio. Este reservorio fue conectado a 11 cimaras respirometricas
de acrilico con capacidad de 16 ml por medio de un tubo de PVC de % de pulgada con Haves de
pasp, 2 través de las cuales se tomaron muestras de agua para comprobar que las concentraciones

de oxigeno que entraban a las cimaras fueran las adecuadas

Las camaras respirométricas estaban sumergidas en un bafio termorregulado a 28 0.5 °Cy
aireacidn continua, con la finalidad de mantener la temperatura constante y homogénea. Las
camaras respirométricas presentaban llaves de regulacion de entrada y salida de agua lo cual

permitio recambiar e! agua mediante-flujo controlado.

Para evaluar el efecto de cada concentracién subletal del amoniaco y del nitrito se utilizaron
10 animales, los cuales se retiraron aleatoriamente de los acuarios de aclimatacion y se colocaron
durante 3 h en 10 camaras respirométricas con 5 mg Oy/L, 25 %/, 28 °C y 8.2 de pH. Una cédmara

sin organismo se utilizd como cdmara control.
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(k) ﬁ

— (3)

T T

==}

Fig 1. Sistema respirométrico empleado para evaluar el efecto de concentraciones subletales

del amoniaco y del nitrito y en diferentes concentraciones de oxigeno disuelto. a. Reservorio,

b calentador de inmersion, ¢ ilave de toma de muestra de agua de entrada a las camaras, d.

distnibuidor de agua a las cAmaras respirométricas, e. camara respirométrica, f. llaves de

regulacion de flujo de agua, g. bafio termorregulado, h. suministro de nitrdgeno gaseoso.

Una vez que los organismos permanecieron bajo estas condiciones durante tres horas, se
adiciond al reservorio 1a solucién de cloruro de amonio o de nitrito de sodio en volumen adecuado

para obtener las concentraciones adecuadas de amoniaco o nitrito (Fig. 3). Inmediatamente se

colocd la membrana de plastico sobre el reservorio.

Tabla 3 Concentraciones del toxico para cada uno de los
diferentes niveles de oxigeno disuelto.

Toxico
{mo/L) Oxigeno disuelto
{ma/L)
N-NH, N-NO",
04 5.0
0.7 10,0 5,4,3,2y1
17.5
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El flujo de agua a las camaras respirométricas se mantuvo constante durante una hora.
Posteriormente se tomo la concentracion de oxigeno (O,,) de! agua de entrada a cada cdmara y se
suspendio el flujo de agua durante una hora. Una vez concluido el tiempo de cerrado se midié la
concentracion de oxigeno (O ;) en muestras de agua de cada cimara y posteriormente se
restablecié el flujo de agua durante una hora Durante el tiempo que permanecieron cerradas las
cémaras se sustituyo el reservorio el cual presentaba agua con el siguiente nivel de oxigeno
disuelto y con la misma concentracién subletal del toxico Los niveles de oxigeno disuclto se

obtuvieron inyectando directamente nitrdgeno gaseoso al reservorio,

La tasa individual del consumo de oxigeno (V0,) se calculd a partir de la diferencia entre la
concentracion inicial {0y ) v final ( Oy ) del oxigeno disuelto (mg/L) en las muestras de agua de
las cadmaras respirométricas y en relacion al tiempo que permanecieron cerradas. Estos valores
fueron corregidos por los valores obtenidos en la camara control. El consumo de oxigeno de fas
postlarvas de P. setiferus (V0,) se expres6 en refacion al peso himedo (mg Ox g ' PH ") y se

calculo a partir de la siguiente ecuacion (Cech, 1990).

VO, ={[05],-{0:l v
t
donde
3, = concentracion de oxigeno inicial (mg/L)
03¢ = concentracion de oxigeno final (mg/L)
t = tiempe de cerrado de la cAmara (h)

v = volumen de agua de la camara (0.016 L)
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Una vez finalizadas las mediciones los organismos se sacrificaron y se midi6 el peso himedo

(PH, mg) en una balanza analitica ( Sauter, +0.05 mg).

Andlisis Estadistico

La determinacion de la concentracion letal media del amoniaco y det nitrito (CLso} 2 las 24,
48 y 72 horas de exposicion se efectué empleando el modelo Probit-log-X, a través del programa
de Computo Dores (Ramirez, 1989). Para establecer las diferencias significativas en los valores de
las CLso en los diferentes tiempos de exposicion se estimaron los intervalos de confianza de las

correspondientes CLsy a partir de: CLso £ ES t g0, (Zar, 1974).

Para determinar tanto el efecto significativo de la reduccion del oxigeno disuelto en la tasa
respiratoria de [as postiarvas de £, sefiferus como el efecto de las concentraciones subletales del
amoniaco y del nitrito sobre el comportamiento respiratorio de los camarones se aplico la prueba
de comparacion multiple no paramétrica de Kruskal-Wallis. Esta prueba es utilizada cuando no se
cumplen las suposiciones de normalidad o cuando los datos a analizar son solamente rangos. Las
diferencias significativas en el consumo de oxigeno por efecto de los niveles de oxigeno y de cada
uno de los toxicos se establecié mediante la prueba de Student Newman-Keuls utilizada cuando

las medias de las muestras son rangos (Zar, 1974).
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1V. RESULTADOS

Durante los periodos de mantenimiento y aclimatacion de las postlarvas de Penaeus
setiferus no se registrd mortalidad en los organismos. Asi mismo, en las pruebas de toxicidad
apuda efectuadas para determinar ja concentracion letal media de cada contaminante no se

observd mortalidad en los grupos control.

En cuanto a los parametros fisicoquimicos registrados durante los periodos de
mantenimiento y aclimatacion, asi como en la etapa experimental no se observaron variaciones
(P> 0 05). La temperatura, la salinidad, el oxigeno disuelto y el pH se mantuvieron constantes

en 28 £0.5°C, 25+ 1 %o, 5.1 £ 0.5 mg O, y 8.2 £ 0.05, respectivamente.

A. Bioensayos de toxicidad aguda

En los ensayos realizados para determinar el efecto toxico letal del amoniaco, se observd
morialidad a partir de 1.25 mg N-NHs/L a las 24 h de exposicion (Tabla 4, Fig. 2). La
mortalidad de los organismos en las diferentes concentraciones experimentales se incrementd al
aumentar el tiempo de exposicion, observindose las mayores mortalidades a las 72 horas.
Durante las primeras 24 h de exposicion, la mortalidad de las postlarvas de camarén blanco se
incrementd en un 60 % entre 1.25 y 1.50 mg N-NH5/L, a las 48 y 72 h de exposicion ia

mortalidad se incrementd 75 % y 65 % entre 1 y 1.50 mg N-NHs/L, respectivamente.
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Tabla 4. Mortalidad (%) obtenida en los bioensayos de toxicidad aguda en postlarvas de camarén
blanco P. sefiferus expuestas per 24, 48 y 72 h a diferentes concentraciones de amoniaco (mg N-

NH,/L).
TIEMPO N-amonio total N-NH/L MORTALIDAD
(horas} (mgh) (mg) (%)
0 : 0 0
9,51 1.0 ]
24 1.9 1.25 15
14.29 1.5 80
19.0 . 20 80
0 4] 0
9.5 10 15
48 1.9 1.25 65
14.29 1.5 90
19.0 2.0 05
0 ) 0 Q
9.51 1.0 30
119 1.25 70
72 14.29 1.5 95
19.0 2.0 100

A las 24 horas de exposicion la mortalidad mas alta fue de! 80 % entre 1.5 y 2.0
mg N-NHy/L, en tanto que a las 48 horas la mayor mortalidad correspondié al 95 % en 2.0
mg N-NH4/L; Gnicamente en los organismos expuestos a la mayor concentracién (2.0 mg

N-NHy/L) del amoniaco y a fas 72 hde exposicion se obtuvo el 100% de mortalidad.

La concentracion letal media (CLso) del contaminante disminuyé con el tiempo de
exposicion (Tabla 5, Fig. 3), de esta manera las CLs, obtenidas fueron 1.55, 1.20y 1.11 mg
N-NHy/L en 24, 48 y 72 h, respectivamente (14.72, 9.51 y 9.01 mg N-amonio total/L.). Los

coeficientes de determinacion del modelo PROBIT-log X utilizado fueron de 0.93, 0.89y0.99
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tiende a incrementarse al aumentar el ttempo de exposicién, no se observaron diferencias

significativas (P > 0.05) en los valores de las CLgp + IC a las 24, 48 y 72 h de exposicidn

(Tabla 5).

100 + 72h
A8 4

80 4

80 + 4 24 h

Montalidad (%)
(%]
S

40 1
30 -

20 +

10 +

0 - t t t t 1 t } 1 tmmmef
08 09 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2

N-NH, (mg/L}
Fig. 2. Mortalidad observada en las postlarvas de camardn blanco
expuestas a diferentes concentraciones de amoniaco (mg N-NH,/L)
durante 24, 48 y 72 horas de exposicitn,
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Tabla 5. Concentracion letal media (CLso) del amoniaco para las postlarvas
de P. setiferus. Se incluyen los valores del intervalo de confianza (X + IC), y
el coeficiente de determinacion del modelo PROBIT-log X empleado.

Clsg £1C
Tiempo N-amonio tatal N-NH; Coeficicnte de
{horas) (mg/L) (mg/L) determinacion
24 14.72 1.55 0.98
{1.2-1.9)
48 9.51 1.20 0.89
{0.98-1.4)
72 2.01 1.11 0.92
0.93-1.3)
1.7 +
16 + }
g ~
% 14 + AN
Z R
(o]
~
% 13 1 .
N
=)
O N
11+ - E
1 t —+ t t + !
24 48 72

Tiempo (h}
Fig. 3. Concentracion letal media {CLsg) del N-NH, de postlarvas

de camarén blanco P, seniferus a las 24, 48 y 72 h de exposicion.
Se incluyen valores de X + ES,

Con respecto a fas pruebas de toxicidad aguda del nitrito, no se observaron mortalidades

del 100 % en ninguna de las concentraciones experimentales (Tabla 6, Fig. 4). Alas24 hla .
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mayor mortalidad se presentd en 70 %, la mortalidad més alta observada a las 48 h fue del 75

%, en tanto que la mayor mortalidad observada a las 72 h fue del 95 Yo enla concentracion méas

alta del contaminante (300 mg N-NO®L).

De la misma manera que en los experimentos con amoniaco, fa concentracion letal media
de nitrito decrecié al aumentar el tiempo de exposicion (Tabla 7, Fig. 5). Asi para las 24, 48 y
72 horas se obtuvieron valores de la CLy de 279.43, 24035 y 167.33 mg N-NO»/L,

respectivamente.

Tabia 6. Mortalidad {%) obtenida en los bioensayos de
toxicidad aguda en postlarvas de P. setiferus expuestas en
24, 48 y 72 h a nitrito (N-NO"»/L)

TIEMPO N-NO"» MORTALIDAD

{horas) {mgll) (%)
] 0

50 5

24 220 25
250 40

300 70

0 (]

50 10

48 220 30
250 50

306 75

0 ¢

50 20

72 220 50
250 80

300 95
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100 +
72h

&

o
=
!

48 h
24N

Mortalidad (%)
r-9 h (=23 ~J
o [=] (=) o

b
=
n

20 &

0 t t } t } : t -
0 50 100 150 200 250 300 350

N-NG (mg/)

Fig 4. Mortalidad observada en tas postlarvas de camarén blanco P. setiferus

expuesias a diferentes concentraciones de nitrito  (mg N-NO',/1) durante 24, 48 y
72 b de exposicion.

Con respecto a las primeras 24 horas la toxicidad del nitrito se incrementd 14 % y 40.12
% después de las 48 y 72 h de exposicion, mientras que entre las 48 y 72 h la toxicidad se
incrementd en 30.38 %. Sin embargo al considerar el intervalo de confianza de las CLso, s¢

observaron diferencias significativas solamente entre las 24 y las 72 h de exposicion.



CLso (mg N-NO',/L)

Tabla 7. Resultados de la concentracion letal media de
nitrito dc las postlarvas de P. setiferus. Se incluyen los
valores del intervalo de confianza de las CLy (X £ IC) v
el cocficiente dc determinacidn del modelo PROBIT-log

X empleado.

Cls
Thempo N-NO, Coclicientes de
(bovas) (mgfL) Determinacién
24 27943 0.830
215.1-323.7)
48 24035 0.870
(138.8-341.9)
72 167.33 1 2047 0.866
(102.2-232.5)
350 +
300 1
250 | It
.
200 | Sl
e -
~ -
150 4 ‘E
100 4
50 +
0 T v L
24 48 7
Tiempo (horas)

Fig. 5. Concentracitn letal media (ClLy, ) de nitrito (mg N-NO'J/ ) en
poala.rv.asdcc_amrénblanmPeng_eusmgferus alas 24, 48 v 72 hde
cxposicién. Se incluyen valores de X +ES.
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B. Respuestas respiratorias.

En general se observd que la tasa respiratoria de las postlarvas de P. sefiferus expuestas
a diferentes niveles de oxigeno disuelto y concentraciones subletales de amoniaco y de nitrito
disminuyé con respecto a los organismos control. De acuerdo con la literatura existente
(Hagerman, 1988, Truchot y Lallier; 1992; Regnault, 1993 y Anderson y Taylor, 1994) en el
presente estudio la hipoxia moderada y la hipoxia severa se consideraron en 3 mg 0./l y menos

de 2 mg Oyf1 respectivamente,

Los resultados obtenidos sefialan que las postlarvas del grupo controf (Tabla 8, Fig. 6)
presentaron un comportamiento oxirregulador en el intervalo de 5 a 3 mg Q0,/1. donde los
valores del consumo de oxigeno en estas concentraciones no fueron estadisticamente distintos
entre si (P >0,05).

Sin embargo en el intervalo de oxigeno disuelto de 2 a 1 mg O,/L. el consumo de oxigeno
de las postlarvas, disminuy6 drésticamente, con decrementos de 57 % y 74.7 % respecto a la

respiracion observada en 3 mg O/l (P<0.05).

Las postlarvas expuestas a 0.4 mg N-NHy/L y diferentes concentraciones de oxigeno
disuelto (Tabla 8, Fig 6) presentaron una tasa respiratoria similar (P> 0.05) al observado en el
grupo control. Las postlarvas expuestas a esta concentracion del amoniaco presentaron un
comportamiento oxirregulador entre 5 a 3 mg O/L y donde a partir de 3 mg O/L ¢l consumo

de oxigeno decrecio 75 % en las postlarvas expuestas en 1 mg O/L (P< 0.05).
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Tabla 8. Consumo de oxigeno (mg O; g' PH b + ES) en postlarvas de P. setiferus

expuestas a diferentes concentraciones de amo

niaco y miveles decrecientes de oxigeno

disuelto.
N-NH; /L
O,
(my/ L) g 04 0.7
5 0.98 £0.033 0.86 +0.027 0.59 + 0 067
(la) (1a) {ib)
4 0,95 +0.022 0.79 £0,044 0.24 £ 0.049
(la) (1a) (2b)
3 0.79 £ 0.008 0.72 £0.008.9 0.31 £0.043
(la) (la) (2b)
2 0.34 £ 0,041
@) 4 ¥
1 0.20+ 0,049 0.13+0.014
(3a) (2a)
8 :no evaluado

1 : organismos muertos

Nimeros diferentes (en paréntesis) indican diferencias significativas por efecto de la

disminucién de oxigeno disuelto en cada concentracién de amoniaco

Letras diferentes (en paréntesis) indican diferencias significativas por efecto de fas
concentraciones de amoniaco en cada uno de los niveles de oxigeno disuelto

En las postlarvas de camarén blanco expuestas a la mayor concentracion del ampniaco
(0.7 mg N-NHy/L) el consumo de oxigeno se redujo (P< 0.05) con respecto al observado en
las postlarvas del grupo control. La tasa respiratoria fue 39.8 %, 74.3 % vy 60.8 %

menor (P < 0.05) respecto a los organismos control en niveles de exposicion de 5, 4y 3 mg

Oy/L, respectivamente {Tabfa 8, Fig. 6).

El consumo de oxigeno de las postlarvas expuestas a 0.7 mg N-NHy/L disminuyd en

59.3 % al disminuir el oxigeno disuelto en ¢l medio de 524 mg Ox/l y 475 % de 5 a3 mg

O/L. Todas las postiarvas murieron en 2 mg O»/L.
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De manera evidente los organismos expuestos a 0.7 mg N-NHy/L. presentaron menor
tasa respiratoria que las postlarvas expuestas a 0.4 mg N-NHy/L en 5, 4 y 3 mg O,/L; estas

diferencias corresponden a una disminucion del 31.4 %, 69.62 % y 57 %, respectivamente

(P<0.05).

1.2 T

o~ Contro!
=

E 0.4 tng N-NHyL
.o 0.8 1

c 07 mg N-NH L
5 06

[=]

[=3

h

Z

S 04

[

-

o

£

2 02

=

<

L]

[ —
1 2 3 4 5

mg O,/

Fig 6. Consume de oxigeno en postlarvas de camarén blanco P. setiferus
expuestos a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto (mg Oy/L ) y
amoniaco (g N-NH 3/L)

El consumo de oxigeno de las postlarvas expuestas a 5 mg N-NO/L (Tabla 9, Fig. 7)
fue menor de 5 2 3 mg OofL y mayor de 2 a 1 mg O2fL con respecto 2 las postlarvas del grupo
control {P<0.05). Al igual que en los organismos control, el intervalo de oxirregulacion de las

postlarvas expuestas a 5 mg N-NO»/L fue entre 5 y 3 mg Oo/L. Al aumentar los niveles
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subletales de nitrito, el consumo de oxigeno de las postlarvas expuestas a las concentraciones
de 10 y 17.5 mg N-NOy/L. presentaron un comportamiento similar (Tabla9, Fig.7 ). La tasa
respiratoria de las postlarvas fue menor entre 5y 3 mg OyfL (P< 0.05) con respecto a los
organismos del grupo control (P< 0.05) Al disminuir el oxigeno disuelto a 2 mg/L, el
consumo de oxigeno fue mayor que el del grupo control (P > 0 05). Sin embargo en niveles de
hipoxia de 1 mg Oy/L no se observaron diferencias significativas en la tasa respiratoria de los

camarones del grupo control y los expuestos a 10y 17.5 mg N-NO/L.

Tabla 9. Consumo de oxigeno (mg O; g' PH i*: X + ES) en postlarvas de Penaeus
seliferus expuestos a diferentes concentraciones de nitrito y nivcles decrecientes de oxigeno

disuclto,
N-NO", {mg/L)
o) 5
{mgfL) 0 10 175
5 09840033 08140056 0.78 £ 0,011 0.74 £ 0.011
(la) {la) (la) (la}
4 0.05+0.022 0.73£0060  0.59+0, 023 0.65 + 0.0084
(1a) (l1ab} (1b) (1b)
3 0.79 + 0,0088 0.76 + 0.04 0.49 + 0.0096 045 £0,043
(1a) (la) {lbc) (1o
2 0.34 £ 0.041 062+ 0.012 0.54 £ 0010 0.53 £0.019
(22} (2b) (1b) (1b)
! 020+0049 03600076 02540022 0.16 £ 00079
(2a) (3a) - @ (2a)

Nimeros diferentes (cn paréntesis) indican diferencias significativas por efecto de [a
disminucién de oxigeno disuelto en cada concentracion del nitrite.

Letras diferentes {(en paréntesis) indican diferencias significativas por efecto de la
concentracién del nitrito en cada nivel de oxigeno disueito.
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Consume de oxigeno (mg O, g PH )

1.2 5

0.8 -
06

|
0.4 -

02

Control

5.0mg N-NOJL
10.0 mp N-NOy/L
17 5 mg N-NOYL

1 2 3 4 5
mg O/L
Fig. 7. Consumo de oxigeno en postlarvas de camarén blanco Penaeus

setiferus expuestos a difercntes concentraciones de nitrite y de oxigeno
disuelto {mg O,).
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Vv DISCUSION

A. Limites letales de amoniaco y nitrito.

Elevadas concentraciones tanto de amoniaco como de nitrito retardan el crecimiento,
alteran 1a frecuencia de muda y en tltima instancia ocasionan la muerte de los organismos en
cultivo Es por esto que los estudios sobre toxicidad aguda de éstos compuestos
nitrogenados en postlarvas de peneidos con potencial econdmico, son de vital importancia
para comprender el efecto que tienen en las primeras fases del desarrolio de éstos

organisimos, en particular del camarén blanco Penaeus setiferus

En el presente trabajo uno de los objetivos fue determinar la concentracion letal media
{CLso) del amoniaco y del nitrito en las postlarvas de camarén blanco P. setiferus, asi como
determinar su comportamiento respiratorio en exposicién a diferentes niveles de oxigeno
disuelto y concentraciones subletales de amoniaco y nitrito Las causas de Ia acumulacién
del nitrito como del amoniaco en sistemas de cultivo obedecen fundamentalmente a las tasas
inadecuadas de recambio de agua, la acumulacion de alimento que no se consume, la elevada
densidad de organismos y cambios del pH (Bower y Bidwel, 1978; Chen y Kou, 199]; Chen

y Lin, 1991)

El amonio es un compuesto newrotdxico, capaz de alterar mecanismos
neurotransmisores. En peces exposiciones agudas ocasionan hiperventilacion, nado errético,
convulsiones y en Gltima instancia la muerte (Meijer ef a/, 1990, Jobling, 1994) En

camarones peneidos elevados niveles de este compuesto también modifican la funcion
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nerviosa. En el camarén Nephrops norvegicus, en exposiciones agudas elevadas
concentraciones de amonio provoca hiperventilacién e incremento de la tasa cardiaca
(Schmitt y Uglow, 1997) En postlarvas de P. sefiferus en exposiciones de 72 h a niveles
mayores de 0.5 mg N-NHs/L inhiben la actividad locomotora y altera las respuestas
conductuales al estrés térmico (Alcaraz ef al, 1997). Asi mismo, exposiciones agudas en
niveles mayores a 0.69 mg/L. de N-NH; (10 mg de N-amonio total/L) alteran el balance
acido-base del medio interno de P. japonicus (Chen y Kou, 1992). Otros de los efectos
reportados del amoniaco son, el deterioro de la funcién osmorreguladora de Homarus
americanus (Young-Lai el al 1991), alteracién de la funcién normal de pigmentos
respiratorios de P. monodon (Chen y Cheng, 1995) y en ultima instancia son letales para los

crusticeos {Chen y Kou, 1992).

Las concentraciones letales medias obtenidas a las 24, 48 y 72 horas de exposicion
fueron 1.54, 1.20 y 1 11 mg N-NHy/L, respectivamente, similares a las reportadas en varias
especies de peneidos Como se puede observar después de 24 h de exposicion al amoniaco
las postlarvas de chinensis son igualmente sensibles que P. setiferus (Tabla 1). En contraste,
después de 48 y 72 h de exposicion las postlarvas de P, sefiferus fueron mas tolerantes al
amoniaco que las postlarvas de P. paulensis. Sin embargo, durante estos periodos de
exposicion (48 y 72 h) P. setiferus fue més sensible al amoniaco que las postlarvas de P.
monodon Chin y Chen (1987). Asi se puede observar que en general P. sefiferus es
relativamente tolerante al amoniaco en su estadio postlarval ya que solo las postlarvas de P,

monodon resultaron mas tolerantes al amoniaco que las postlarvas de este estudio.
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En las postlarvas de P. sefiferus, la accion toxica del nitrito fue menor respecto a fa del
amoniaco. Las postlarvas de camarén blanco P, sefiferus bresentaron CLsg 24, 48 y 72 horas
de 279.4, 2403 y 167.3 mg N-NO'»/L, respectivamente. Al igual que con el amoniaco, en
este caso fue evidente que la toxicidad del nitrito se incrementé al aumentar el tiempo de
exposicién al contaminante. El incremento en la toxicidad del nitrito con el tiempo de
exposicién fiue menor en P. sefiferus que en otras especies de postlarvas de peneidos. Por
ejemplo, en P. sefiferus 1a toxicidad del nitrito fue 37.4 % mayor a las 72 h de exposicion,
que a las 24 h, mientras que en P. pawlensis [a toxicidad se incremento 19 veces en el mismo

periodo de exposicion.

De manera global fas postlarvas de P. sefiferus son mas tolerantes al nitrito con
respecto a diferentes especies reportadas en la fiteratura. Chen y Chin (1988) sefialan para
postlarvas de P. monodon CLsy 24, 48 y 72 h de 61.87, 33.17 y 20.53 mg N-NOL,
respectivamente, Por su parte Chen y Nan (1991) establecen en postlarvas de Metapenaeus
ensis CLsgo 24, 48 y 72 h de 70.06 y 27.10 y 12.76 mg N-NO7/L, respectivamente, Asi, la
concentracion letal media reportada para ambas especies de peneidos es considerablemente
menor que la obtenida en P. setiferus para los mismos tiempos de exposicion, Los resultados
obtenidos sefialan a las postlarvas de P. seiiferus como organismos altamente tolerantes al

nitrito,
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B. Respuestas respiratorias

Al igual que en [os organismos acudticos, la tasa respiratoria de los camarones
peneidos se modifica en funcion de fa variacién ambiental de factores bioticos y abidticos.
Entre los factores bidticos incluyen el tamafio de! animal, condicidén nutricional y la etapa de
muda, mientras que entre los abidticos se pueden destacar la concentracién de oxigeno
disuelto del medio, [a salinidad, la temperatura y la presencia de contaminantes {Alcaraz,
1974, Vanegas, 1997). Uno de los objetivos de este estudio fue determinar la tasa
respiratoria de postlarvas P. sefiferus expuestas a concentraciones subletales de amoniaco y
nitrito, en combinacién con diferentes niveles de oxigeno disuélto, considerando que éstos
factores inciden directamente en los procesc;s respiratorios, ¥ que ocurren de manera

simultinea en los sistemas de cultivo.

Herreid (1980) menciona que los organismos aerobios acudticos se caracterizan con
base en su dependencia metabdlica a la concentracion de oxigeno ambiental; de tal manera
los organismos se comportan como oxiconformadores cuando su consumo de oxigeno varia
directamente con la presién parcial de oxigeno en el medio y como oximreguladores cuando
el consumo de oxigeno es independiente de este factor, Este mismo autor menciona que
dichos comportamientos se pueden modificar y dependen de factores ambientales bidticos y
abidticos. En el presente estudio se observo que la tasa respiratoria de fas postlarvas de
camarén blanco en diferentes concentraciones de oxigeno disuelto, sin adicion de

compuestos nitrogenados, presentaron un comportatniento oxirregulador en un intervalo de
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5 a3 mg Oy/L y oxiconformador de 3 a 1 mg O,/ ya que en este (ltimo, la tasa respiratoria

se modifico en funcién de la concentracién de oxigeno en el medio.

El comportamiento de la tasa respiratoria observado en las postlarvas de P. setiferus
es similar al obtenido por Martinez (1996} en juveniles de la misma especie expuestos a
concentraciones de oxigeno disuelto en un intervalo de 2 a 5 mg Oy/L, donde los mayores
valores del consumo de oxigeno se presentaron en § mg Ox/L y los menores se registraron
durante la exposicion de los organismos en 2 mg Oo/L. De tal manera, es posible afirmar que
la sensibilidad de P. sefiferus al oxigeno disuelto en el medio es similar en postlarvas y

juveniles

Durante la exposicién de los animales a diferentes niveles de oxigeno disuelto sin
contaminante no se presentd en ning(n caso mortalidad, por lo que se puede sefialar que los
niveles letales de oxigeno disuelto para postlarvas de camardn blanco en exposiciones a
corto plazo se encuentran en niveles menores de 1 mg O/L. Sin embargo, en periodos de
exposicion mas prolongados, Martinez (1996) estima CLsy 48 h en 2.2 mg Oy para
postlarvas de P. sefiferus mantenidas en 38 %o y pH de 8. A su vez Allan y Maguire (1991)
reportan en juveniles de P. monodon CLsy 96 h de 0.9 mg Oo/L. Por lo tanto es evidente
que las postlarvas de P. sefiferus son més sensibles a la exposicion a niveles bajos de

oxigeno que los juveniles de P. monodon.

La exposicién al amoniaco en combinacién con diferentes niveles de oxigeno disuelto

tendid en general a disminuir la tasa respiratoria de las postlarvas P. sefiferus. En los
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organismos expuestos a 0.4 mg N-NHy/L (5.8 mg de N-amonio total/L) el consumo de
oxigeno fue similar al grupo cor;trol, ya que presentaron un comportamiento oxirregulador
similar en el intervalo de 3 a S mg O»/L, oxiconformador de 1 a 3 mg OyL.. Asi, podemos
afirmar que bajos niveles de amoniaco en exposiciones a corto plazo no modificaron de
martera evidente la tasa respiratoria de las postlarvas. Asi mismo, es posible que 0.4
mg N-NH;/L sea una concentracién a partir de la cual se presenta el efecto toxico de éste

compuesto en [as postlarvas de P. setiferus.

Al aumentar la concentracién de amoniaco a 0.7 mg N-NHy/L (10.1 mg N-amonio
total/L}) el consumo de oxigeno de las postlarvas decrecid significativamente en el intervalo
de 5 23 mg Oy y en niveles de 2 mg Oy/L todos los organismos murieron. Robles (1997)
demostré que durante la exposicion (1 hora) de juveniles de P. setiferus a 0.7 mg N-NH,/L
y 5.1 mg OJL, la tasa respiratoria decrecié con respecto a los organismos control,
registrandose una mortalidad def 9 % en los camarones. Allan y Maguire (1990} en
exposiciones agudas de juveniles de Metapenaeus maeclayi a 1.63 mg N-NHy/L y 5.7
mg OL observd mortalidad de! 33 %; sin embargo en los expuestos a fa misma
concentracion de amoniaco y 2.3 mg Oy la mortalidad se incrementé al 90 %. De tal
manera es evidente que bajas concentraciones de oxigeno disuelto incrementan )a toxicidad

del amoniace.

En este sentido el efecto de 0.7 mg N-NHy/L y 3 mg O»/L en las postlarvas de
camarén blanco P. sefiferus resultd letal (100 % de mortalidad) para los organismos donde

fa condicién de hipoxia incremento el efecto adverso del amoniaco sobre los organismos.
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Sousa y Meade (1977) sefialan que en exposiciones del salmén Oncorhynchus kisutch a 0.1
mg N-amonio total/L se estimulo 1a glucofisis y esto ocasion6 una progresiva acidemia con
efecto negativo en [a capacidad de transporte de oxigeno hacia los tejidos por la
hemoglobina. Por su parte Chen y Cheng, (1993} mencionan que la concentracion de
hemocianina se redujo durante la exposicién de P. monodon a mas de 4.6 mg de N-amonio
total/L. De igual manera, es probable que la exposicion a la mayor concentracion del
amoniaco en combinacién con 2 mg O,/L ocasionara alteraciones similares en los procesos

respiratorios de las postlarvas de P. sefiferus.

Entre las respuestas fisiolgicas de los crusticeos a hipoxia se presenta decremento de
fa concentracidn de glucosa, incremento del dcido lictico (Anderson et af, 1994; Phillips e¢
al, 1977) asi como incremento de la afinidad de oxigeno por la hemocianina (Maltby, 1995).
Con respecto al comportamiento de los organismos, algunos autores sefialan que los
organismos expuestos a hipoxia incrementan la ventilacién, la frecuencia de batido del
escafognatito (Rantin ef al, 1996), patrones de hiperactividad; sin embargo también se sefiala
reduccion de la actividad locomotora, que permite mantener bajos niveles de lactato y en
consecuencia mayor capacidad de sobrevivir por periodos prolongados a hipoxia (Anderson
ef al, 1994). En sistemas de cultivo intensivo resulta comin encontrar concentraciones de 2
mg OfL (Chang y Ouyang 1988) y 0.7 mg N-NH/L (Wickins, 1976), lo cual advierte que
debe de tenerse especial cuidado en sistemas donde pueda presentarse la €xposicién conjunta

a elevados niveles de amoniaco y decrementos de oxigeno ambiental.
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En relacion al efecto de concentraciones subletales de nitrito sobre el consumo de
oxigeno de las postlarvas se observd de manera general que la tasa respiratoria de los
organismos expuestos a las tres concentraciones de nitrito tendié a disminuir con respecto a
los organismos control, Las postlarvas expuestas a 5 mg N-NO/L presentaron un
comportamiento oxirreguiador en el intervalo de 5 a 3 mg O./L y oxiconformador entre 3 a
1 mg O./L. En esta concentracidn el nitrito no modifico la respuesta respiratoria de las
postlarvas. Sin embargo, la reduccién del consumo de oxigeno de las postlarvas de P.
setiferus expuestas a 10 y 17.5 mg N-NOY/L en niveles de 5 a 3 mg Oy/L posiblemente
puede asociarse al efecto del nitrito sobre la funcion del pigmento respiratorio. En este
sentido, la respuesta respiratoria observada puede atribuirse a que este compuesto
incrementa la afinidad de la hemocianiné por el oxigeno, asi como la razon
proteina/hemocianina y en general puede disminuir el estado de oxigenacién de fa hemofinfa

{Nedham, 1961; Chen y Cheng, 1995)

Por otra parte, contrario a lo esperado, se observd que la tasa respiratoria de las
postlarvas expuestas a las tres concentraciones de nitrito (5, 10 y 17.5 mg N-NO»L} se
incrementd en baja concentracién de oxigeno (2 mg OJ/L), con respecto al consumo de
oxigeno de los organismos expuestos sin contaminante, En este caso, es posible que es'to
represente una respuesta compensatoria que las postlarvas despliegan ante condiciones
adversas con ef fin de contrarrestar el deterioro fisioldgico causado por el nitrito. Dentro de
las posibles respuestas a éste comportamiento, se sefiala que el incremento del consumo de
oxigeno en 2 mg Oo/L puede atribuirse al gasto energético asociado con la eliminacion de

nitrito en contra de un gradiente de concentracion, proceso que requiere de energia y puede
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verse reflejado en un incremento de la tasa respiratoria (Renaud, 1986). Al respecto, se ha
reportado, que el nitrito puede ser eliminado en contra de un gradiente de concentracion en
peces como la trucha arcoiris Salfmo gairdneri, la carpa comin Cyprinus carpio y el bagre

Ictalurus punctotus (Bath y Eddy, 1980; Lewis y Morris, 1986).

A su vez, el incremento de la tasa respiratoria de las postlarvas expuestas a 5, 10y
17.5 mg N-NO»/L y 2 mg Q,/L se podria atribuir a una mayor captacion de oxigeno por la
hemocianina inducido por el lactato producido en estas condiciones de hipoxia, el cual actia
como un modulador positivo de la hemocianina (Sanders ef af 1992). Por otra parte éste
incremento del consumo de oxigeno de las postlarvas expuestas a nitrito en bajas
concentraciones de oxigena disuelto podria atribuirse a un incremento de la actividad
locomotora de los organismos, posiblemente como respuesta de escape ante las condiciones
adversas (Phil y Baden, 1991). Al respecto Renaud {1986) establece que en postlarvas de P.

sefiferus expuestas a 2 mg Oy/L los organismos incrementaron su nivel de actividad.

El incremento de la respiracion en las postlarvas de P. sefiferus podria deberse a un
incremento de la sintesis de hemocianina. En este sentido Hagerman y Baden {1988) reporta
que durante la exposicion a hipoxia moderada (3 mg OJL) los crusticeos tienen la
capacidad de sintetizar hemocianina como proceso compensatorio cuando decrece la
disponibilidad de oxigeno en el medio. Sin embargo debido a la corta duracién de los

experimentos es poco probable que esto hubiera sucedido.
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Los resultados obtenidos permiten afirmar que ¢l amontaco y el nitrito pueden alterar
de manera significativa el comportamiento respiratorio de las postfarvas y con esto el
metabolismo general de los animales. Con base en lo anterior, se sefiala que concentraciones
subletates por debajo de 0.4 mg N-NHy/L, 5 mg N-NO/L y 3 mg O.JL no causan
alteraciones en la respiracién de las postlarvas y se proponen como concentraciones limite
para el desarrolio adecuado de las organismos en esta etapa de su desarrollo. Asi mismo es
importante destacar que la acumulacion de compuestos nitrogenados en sistemas de cultivo
donde las concentraciones de oxigeno disuelto disminuyen puede ser un riesgo para la

produccién.
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VI. CONCLUSIONES

La toxictdad del amoniaco y del nitrito se incrementa con €l tiempo de exposicion,

La CLs 24, 48 y 72 h de amoniaco y de nitrito son: 1.55, 1.20 v 1.11 mg N-NHy/L y 279, 240
y 167 mg N-NOW/L, respectivamente. El amoniaco es mas toxico que el nitrito para las
postiarvas de P. setiferus

Las postlarvas de camarén blanco presentan un comportamiento oxirregulador de 5 a 3 mg
0O3/L y oxiconformador de 3 a 1 mg O/

La concentracion de 0.4 mg N-NHi/L, asi como diferentes niveles de oxigeno disuelto no
modifican la tasa respiratoria de las postlarvas en tiempos cortos de exposicion.

L.a exposicion de fas postlarvas a 0.7 mg N-NHs/L en combinacion con 2 mg O2/L es letal para
los organismos.

La tasa respiratoria de las postlarvas no se modificd en 5 mg N-NOL. En 10 y 17.5 mg
N NOWL el consumo de oxigeno se redujo en concentraciones mayores a 3 mg OuL; sin
embargo en 2 mg Oy/L. este se incremento.

La disminucién de {a concentracidn de oxigeno incrementa fa toxicidad del amonio y del nitrito

en las postlarvas de Penaeus sefiferus.
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