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RESUMEN 

En Jos sistemas de cultivo Intensivos y semi-intensivos de camarones peneidos, la acumulación del 
amonio es uno de los principales procesos que desencadenan alteraciones en los organismos a nivel 
bioquímico, fisiológo y conductuaJ, disminuyendo la producción de! recurso acuático. En el presente 
trabajo se evaluó el efecto subletal del amonjo en juveniles de Utopenaells setiferus, especie con 
gran potencial de cultivo en el Golfo de MéXICO. Con este propósito se realizaron bioensayos de corto 
plazo de 1 día y crónicos de 21 días en juveniles (1.58 ± 0.03 9 peso húmedo). Las concentraCIones 
subletaJes evaluadas fueron 0.2, DA Y 0.7 mg N-NH3 ¡-1 (1.9, 3.7 Y 6.6 mg N-AT r\ 
respectivamente); un grupo sin exposición al amonio se consideró como grupo testigo, los 
bioensayos se realizaron a 28 ± 1°C, 25 ± 1 %0 de salinidad, pH 8.2 ± 0.1 y S.4 mg O2 ¡-l. Al cabo 
de los 21 días de exposición, sólo en la condición de mayor concentración de amonio se obtuvo una 
mortalidad del 30%. El consumo de oxígeno de los camarones se alteró en exposiciones a corto 
plazo (10-24 h) por la exposición a 0.4 y 0.7 mg N-NH3 ¡-1; sin embargo, en exposiciones crónicas 
(21 días) no se obse¡vó alteración en la tasa metabólica. La amplitud metabólica de los organismos 
se modificó por la acción del amomo independientemente del tiempo de exposición. La excreción del 
amomo de los camarones en exposioones cortas, se mantuvo sin cambios; en contraste, la 
excreción se inhibió en los organismos expuestos de manera crónica a 0.2 mg N-NH, ¡-l. La presión 
osmótica de los camarones fue mayor en 105 expuestas 1 día en 0.4 mg N-NH3 ]"1 Y se mantuvo sin 
cambios a los 21 días de exposICión. A pesar de qL'e la contribución de los Iones Na+, K+ y 0- a la 
presión osmótica de la hemolrofa permanece constante, la concentración del Na+ y del el" en la 
hemohnfa se modifica principalmente en 0.2 y OA mg N-NH3 ¡-l. La acumulación de) amonio en la 
hemolinfa en los organismos expuestos por 1 día al amonio es mayor en 0.7 mg N~NH3 r 1

; Sin 
embargo a los 21 días, la acumulación del tÓXlCO se obsenra en concentraciones desde 0.2 mg N
NH3 ¡-1; este comportamIento se relaCIona con la alteración de la excreción de amonio obtenido 
durante el mismo penado. los niveles del amoniO en el tejido branquial indICan que éste funciona 
como pnmer órgano blanco de acumulaCIón del amonio aún en expOSiciones a corto plazo, mIentraS 
que el hepatopáncreas funciona como órgano de acumulación del amonio en los dos tiempos de 
exposición¡ en contraste, la acumulación del amonio en el músculo no se ve alterada por la 
expOSICIón al contaminante. los resultados obtenidos permiten afirmar que fa urea no desempeña 
un papel central en la desmtoxicaoón del amoniO de Jos Juveniles de L setiferus. Así mismo, la 
actlVidad de la arginasa no indica claramente SI la urea se forma por esta vía en el caso de que 
desempeñara un papel en la deSintoxicación del amomo en estos organIsmos, por lo que se propone 
la rea!izaoón de estudios que permitan determinar la posible intelVención de la ruta ur¡colítlCa como 
el mecanIsmo de desintoxicacion del amonio en L. setlferus. 
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INTRODUCCIÓN 

El camarón blanco Litopenaeus setiferus (Linnaeus, 1767) es una especie que presenta un gran 

potencial para su cultivo en el Golfo de México (Sandifer et al., 1993). Dentro de los diferentes 

estadios del ciclo de vida de los camarones, la etapa juvenil es considerada como una de las más 

críticas durante el proceso de engorda y es la que además determina el éxito productivo del recurso. 

Al igual que para otros crustáceos, moluscos y peces, bajo condiciones de cultivo se presentan 

ciertas condiciones fisicoquímicas del agua que pueden alterar la integridad fisiológica de los 

organismos y por lo tanto limitar su producCión. En este sentido, la acumulación de! amonio 

determina su acción como contaminante en los ambientes acuáticos (Russo, 1985) y es uno de los 

principales factores que limitan el cultivo de los camarones peneidos (Chen et al., 1988) 

En los ambientes acuáticos, el amonio está presente en dos formas químicas: una ionizada (NH4 +) Y 

otra no ionizada, en estado gaseoso (NH3). La proporción de !as dos moléculas varía de acuerdo con 

la temperatura, salinidad y sobre todo con el pH de la solución. El amoniaco (NHJ disminuye con el 

incremento de la salinidad y aumenta con el incremento de la temperatura y del pH (Whitfield, 1974; 

Bower y Bidwel, 1978). El amonio es \a principal fiuente de nitrógeno del fitoplancton y de las algas 

en ambientes acuáticos, así como de las bacterias Nltrosomonas en ambientes terrestres y acuáticos 

(Collins el al., 1975 y Hargreaves, 1988); sin embargo en ciertas concentraciones, el amonio es 

considerado como un tóxico para los animales. La toxIcidad de este compuesto depende de la 

sensibilidad de cada especie. En los ambientes acuáticos, usualmente la mayor proporción se 

encuentra como ión amoniO. Sin embargo, en los animales acuáticos el amoniaco (NH3) se considera 

como el pnncipal tóxico debido a su tamaño, a su carencia de carga iónica y a su naturaleza IIpofíllca 

que facilita su difusión a través de las membranas celulares y por lo tanto a través de la branquia 

(Wrlght, 1995). En contraste, el NH/ es lipofóbico y penetra en menor grado por las membranas 

celulares (Kormanik y Cameron, 1981; Jobllng, 1994). 

A PC$ilf de! 1<1 rccl"~lrlr<lCiOll del (,('!1('r() P,'na"II;::(P"r(>7·F¡¡rl¡¡11te y Kl'nsley, 1901) cn el pi (>sCl1te Ilill)<1)0 5(' utlll/il ('1110ml)I,' 

lentifiCO rJ(, lil,) especies como "p,1r('rCIl en lo~ t'dl).IJO~. rrtJ(tos 
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Diversos estudios demuestran que el incremento de las concentraciones de amonio en los sistemas 

de cultIVo altera numerosas respuestas fisiológicas de los camarones. Alcaraz et al. (1999) 

establecen que el consumo de oxígeno de las postlarvas de Litopenaeus setiferus disminuye al 

exponerse en 004 y 0.7 mg N-NH3 ¡-l. En juveniles de L. setJferus la tasa respiratoria e reduce en 

organismos expuestos durante lhora (h) en 0.7 mg N-NH3 j'l (Robles, 1997). En los decápodos 

Notostomus gibbosus y cancer magister, la exposición a 20 mmol ¡-1 de N-Amonio total (N-AT; 0.36 

9 1") reduce la afinidad de la hemocianina por el oxígeno alterando de esta manera el metabolismo 

aerobio (Sanders et al., 1992). 

En concentraciones mayores de 10 mg N-AT ¡-1 la excreción nitrogenada de Penaeus chmensls es 

alterada, debido a la inhibición en el funcionamiento de las ATP-asas branquiales con la consecuente 

acumulación de amonio en la hemo!infa (C\len y Nao, 1992). De manera Similar en juveniles de L. 

setiferus la excreción de amonio se inhibe en organismos expuestos 1 h en 004 mg N-NH3 ¡-1 Y en los 

expuestos 10 días (d) en 0.4 y 0.7 mg N-NH3 1" (Robles, 1997). Por otra parte, concentraciones 

elevadas de amonio deterioran los procesos involucrados en la osmoregulación provocando una 

disminución significativa en los electrolitos de la hemolínfa de P. japonrcus eChen y Cheng, 1993a; 

Un et al., 1993 y Chen y Chen, 1996). 

El amonio a su vez puede alter<lr fu tLlsa de muda y el creomiento de los peneldos. A\ respecto, Chen 

y Kou (1992) reportan que en juveníles de P. japonicus el crecimiento se reduce en un 35% y 55% 

en concentraciones externas de amonio de 0.35 y 0.7 mg N-NH3 1", respectivamente. En postlarvas 

de P. monodon el crecimiento disminuye un 4.4 y 6.5% en 3 y 6 mg I: de amonio (Noor-Hamid et 

al., 1994), en tanto que en postlarvas y juveniles de P. setlferus el creCimiento relatIVO se reduce 

significatIvamente en un 97 y 50%, respectivamente a\ ser expuestas 5 d (postlarvas) y 10 d 

Uuveniles) en 0.7 mg N-NH:o 1" (Robles, 1997). 

Dependiendo tanto de la concentración del amonio como del tiempo de exposición a éste, los 

organismos poseen mecanismos que permiten contrarrestar su acción tóxica. Al respecto, Che n y 

Cheng (1993b) reportan que a partir de 4.6 mg N-AT ¡-1 en 105 subadultos de P. monodon se 

presentan mecanismos de desintoxiCaCIón al amoniO al cambiar su patrón de excreción de 

amomotélicos a ureotéhcos. De esta manera, \a formación y ehmlnaClón de urea se propone como 

un mecanismo que reduce el efecto tóxico del amonto acumulado ('r\ el mediO Interno de los 

peneldos. Sin embargo, no se conoce con cX<lctltud cual es la f ula mctJbóllciJ por la cual la urea se 

sintetiza en los crustáceos. De manera general, se propone que la sinlec;6 de urea en los 

organismos OCurre por el Ciclo de J¿:.l urea, por la ruta urlcolítlca o por la hidróliSIS de la argmrnJ J 

través de la argrnasiJ {FlgurJ Al B Y e de Anexo, respectivamente; ClJybrook, 1983; Campbcll, 
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1991). Claybrook (1983) Indica que en crustáceos la urea se origina a través de dos rutas diferentes: 

la hidrólisis de la arginina y la degradación del ácido úrrco a través de la ruta uricolltica¡ debtdo a 

que carecen de un ciclo de urea funcional. Se propone que P. J8ponicus y P. monodon son capaces 

de sintetizar urea a partir de la hIdrólisis de argmma en ambientes elevados de amonio Chen y Chen, 

1997; Chen y Chen, 2000). Así mismo¡ se propone que en Juventles de P. monodon la urea se 

sintetiza a partir de CO2 y de amonio al exponerse en concentraciones mayores de 9.6 mg N-AT r1 

(Chen y Cheng, 1993b j. 

Se han propuesto otros mecanismos de desintoxicación de! amonio en organismos acuáticos. 

Spaargaren (1985) indica que en Carcinu5 maenas la formación de! nitrato puede participar en la 

desintoxicación del amonio (citado en Chen y Chen, 1997). Por su parte Schmitt y Santos (1999) 

sugieren que los juveniles de P. paulensis al ser expuestos en concentraciones subreta/es de amonio, 

acumulan una gran cantidad de amonio en alguna región corporal o es transformado a otros 

compuestos nitrogenados a excepción de urea y urato. King et a/., (1985) señalan que la glutamina 

desempeña un papel importante en la desintoxicación y el transporte de! amonio en Carcinus 

maena$ CBncer irroratus y Cancer boreaf¡s. Por su lado, Greenaway (1991; citado en Chen y Chen, 

2000) propone que en crustáceos decápodos eXIsten a su vez varias rutas involucradas en /a 

desintoxicaCIón del amonio cuando éste se acumula en niveles elevados en el interior de los 

organismos o cuando la excreCIón es inhibida¡ las rutas propuestas incluyen la síntesIs de glutamina¡ 

de ácido glutámlco, de aJanina, de sefIna¡ de punnas y de urea. En este sentIdo, en cancer pagurus 

la concentración de) grutamato se incrementa durante la emerSión, al ser Incapaces de excretar 

amomo (Regnault, 1992). 

Estudios previos señalan que la excreCJón de amonio en luvenlles de L. setiferus al exponerse 1h en 

concentraCiones desde 0.4 mg N-NH 1 ) 1 es negatIVa (-561.17 }lg N-AT hc1g'IPH) )0 que sugiere la 

incorporaCión de este compuesto haoa el media interno de los camarones. Este comportamiento 

sugiere que estas organismos poseen mecanismos de deSintoxicaCión del amonio (Robles, 1997). 

Por lo antenor, se destaca la ImportanCIa de realizar estudios que permitan determinar cuales son 

los mecanismos por los cuales los organlsmos de esta especIe son capaces de elIminar este 

compuesto, así como conocer los probables efectos fISiológICOS y/o las estrategias adaptativas ante 

el amonio como estresor ambiental. 



OBJETIVOS 

OBJETIVOS 

GENERAL 

Determinar el efecto de concentraciones subfetafes de amonio a diferentes respuestas fisiológicas y 

bioquímicas en juveniles de Litopenaeus setlferus. 

PARTICULARES 

1. Determinar el efecto del amonio sobre el consumo de oxígeno de jos juveniles de L setlferus. 

2. Determinar si las concentraciones subletales de amomo modifican el patrón y la forma de 

excreción del nitrógeno. 

3. Determinar el efecto del amonio en la regulación iónica y osmótIca de Jos juveniles. 

4. Evaluar la acumulación de amonio y de urea en la hemo[lnfa y en el tejido (branquia, 

hepatopáncreas y músculo) de los camarones. 

5. Evaluar la actividad enzimática de la arginasa en condiciones subletales de amonrO y reraClonada 

con el posible mecanismo de desintoxicación del amonío, 

MATERIALES Y METODOS 

1. CAPTURA Y MANTENIMIENTO 

Los Juveniles de L. setiferus fueron capturados en la laguna de Términos de Cd, de! Carmen, Camp" 

con una red de arrostre tipo "chango" y con tiempos de arrastre menores de 5 minutos para eVitar 

un estrés excesIvo de los animales, Durante la captura la salln'ldad varió de 4 a 10%0, el oxigeno 

disuelto se mantuvo a saturaCión y la temperatura osciló entre 20 y 250(, los camarones de 2 g de 

peso húmedo se transportaron al laboratOrio de Biología Manna Experimental en bolsas de 

po!letileno con agua de la zona de captura. Los Juveniles se colocaron en estanques de 500 I de 

capaCidad y se mantuvieron durante dos días bajo las mismas condiciones flslcoquímicas del agua 

del lugar de la captura. 

los organismos se transportaron a la ciudad de MéXICO al laboratOrio de Ecoflslología en bolsas de 

poftetífeno en un ambiente saturado de oxígeno y con una temperatura de 22 a 25 oC, para 

disminUir su metabolismo y asegurar una disminUCión de) estrés. Una vez en la Ciudad de MéXICO los 

organismos se colocaron en acuarros de 200 ! de capaCidad adltados con filtro biológICO, el cual 

mantuvo los niveles de <:lmonlO y de nitrito en valores cercanos a Celo n'9 1> El agua de los acuanOs 

:,~ ll1",lnluvo u tCllIpC1',:¡tura ambtcnLC', el pH entre 8.2 y 8.3, la sallf1!dad <"1 10 O/ll(l, el oxigeno dlSllCllo 

(OD) d <:J(.tHJCrón yel (otopc.r-íodo en ¡7.:12 fl fu,"o'>rlJricl¿¡(1 f<..t(l'-> C\;r1dlílOnl'~ S0 rl1ilntllVIc:rOl1 



OBJETIVOS 

OBJETIVOS 

GENERAL 

Determinar el efecto de concentraciones subletales de amonio a diferentes respuestas fisiológicas y 

bioquímicas en juveniles de Litopenaeus setiferus. 

PARTICULARES 

1. Determinar el efecto del amonio sobre el consumo de oxígeno de los juveniles de L setlferus. 

2. Determinar si las concentraciones subletales de amonio modifican el patrón y la forma de 

excreción del nitrógeno. 

3. Determinar el efecto del amonio en la regulacJón Jónica y osmótlCa de los Juveniles. 

4. Evaluar la acumulación de amonio y de urea en la hemolinfa y en el tejido (branquia, 

hepatopáncreas y músculo) de los camarones. 

5. Evaluar la actividad enzimática de la arginasa en condiciones subletales de amonio y relacionarla 

con el pOSible mecanismo de deSintoxicación del amonio. 

MATERIALES Y METODOS 

1. CAPTURA Y MANTENIMIENTO 

Los Juveniles de L. setlferus fueron capturados en la laguna de Términos de Cd. del Carmen, Camp., 

con una red de arrastre tipO "chango" y con tiempos de arrastre menores de 5 minutos para evitar 

un estrés excesIVO de los animales. Durante la captura la salinIdad varió de 4 a 10%0, el oxígeno 

disuelto se mantuvo a saturaCIón y la temperatura osciló entre 20 y 250C. Los camarones de 2 g de 

peso húmedo se transportaron al Laboratorio de Biología Marina Experimental en bolsas de 

polletileno con agua de la zona de captura. Los Juveniles se colocaron en estanques de 500 I de 

capaCidad y se mantuvieron durante dos días bajo las mIsmas condiciones flslcoquímicas del agua 

del lugar de la captura. 

Los organismos se transportaron a la ciudad de MéxICO al laboratOrio de Ecofislologla en bolsas de 

polletileno en un ambiente saturado de oxígeno y con una temperatura de 22 a 25 oC, para 

disminUir su metabolIsmo y asegurar una disminución del estn§s. Una vez en la CIudad de fl.1éxlCo los 

organismos se colocaron en acuanos de 200 I de capaCIdad adItados COIl fIltro biOlógico, el cual 

mantuvo los nIveles de amonio y de nltnto en valores cercanos a cero mg l. El agua de los ¿KUJnOS 

se mantuvo Z\ lcmpcr.Jlur.J ambienle, el pH entre 8.2 y 8.3, la Sallnl(!ilc1 a 10 %0, el oxígeno disuelto 

(OD) a saturaCión y el fotoperíodo en 12 12 )1 IUi'.oscundJcJ [c;t~'" c0ndlClOnl'S se 11l~1ntLlvlcl'on 
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durante tres días (d), para permitir la recuperación del estrés de los organismos originada por la 

manipulación y el transporte. Una vez transcurrido este tiempo se Incrementó la temperatura y la 

salmidad lOC/d y 2%o(d, hasta llegar a l80 e y 250/00, respectIvamente. Los organismos se 

mantuvieron en estas condictones 8 días antes de la exposición a las concentraciones subletales de 

amonio. Las mediciones de los parámetros fisicoquímicos del agua se evaluaron diariamente con un 

termómetro (Brannan ± 0.5 OC)¡ un potenciómetro (Trans Instrument ± 0.05), un refractómetro 

(Atago ± 0.5 %0) Y un oxímetro (YSI 54A ± 0.05 mg O2 ¡-l). 

Durante el tiempo de mantenimiento los camarones se alimentaron tres veces al día con camaronina 

35% de proteína (Purma S. A. de C. V.; Tabla A Anexo.) al 10 % de su peso corporal que son 

condiciones apropiadas para el requerimiento nutritivo de los juveniles (Gaxiola, 1994). Las horas de 

alimentación fueron a las 8, 14 Y 20 hr. 

2. PRUEBAS DE TOXICIDAD 

Las concentraciones subletales de amonio utilizadas en el presente estudio se eligieran a partir de 

bioensayos prevIos de toxicidad crónica en postlarvas y juveniles tempranos de L. seliferus (Robles, 

1997). Lo anterior permItió a su vez establecer comparaciones entre dlferentes estadios de la 

especie para profundizar en la capacIdad de respuesta de los organismos ante la acumulación 

ambIental del amomo. A su vez éstas concentraciones se determinaron a partir de bloensayos de 

tOXICidad aguda y además son concentraciones que se presentan en sIstemas de cultivo Intensivo y 

semHntensivQ de camarones peneidos. En P. penjci//atus las concentraciones de N-NH3 en sistemas 

de cultiVO llegan alcanzar valores de 0.16 hasta 0.87 mg 1'1 (Chen et a/., 1988). En MéXICO, en el 

cultIVO semi-Intensivo del camarón L. styl/Tostris se obtienen concentraciones de 0.03 a 0.8 mg N

NH31-1, que dependen tanto del cido diurno como del anual (Franco, 1998). 

Las concentraCiones de amonio utilizadas fueron 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NH3 ¡-l, correspondientes a 1.9, 

3.7 Y 6.6 mg amonio 1'1; un grupo de organlsm:JS sin expOSICIón al amoniO se conSideró como 

testigo Las concentraciones experimentales de amonio no ionizado (NH3) se obtuvieron a partir de 

una solUCión madre de cloruro de amonio (NH.,CI, Baker¡ 99.7% pureza), considerando la salinidad, 

la tempcrJtura y el pH del agua de los acuanos experimentales. Las concentraCiones de N-amonio 

lolal (mg N-AT J t) se determinaron a pilrtrr de la técnrciJ coIonlllétnca azul de. Indore.nol (Tabla 1; 

Rodler, 1981) de muestras de Zlgua de los acuan05. Las ConcentraCiones del N'amonto no \Ol\tl.dC!O 

mg N-NH { Ir) se determinaron a pJrtlr de los eCUJClO(ll!'; dt.:: Gowcr y f-1\cl'Nell (1978): 



%N- NH 3 ~(100/(1+ ant¡[og(pK(T) -pH))) 

Tabla 1. Técnica calonmétnca Azul de Indofenol. 
Rodier, 1981. 

REAmvo VOLUMEN 
Muestra 

Sol. Fenal 

Sol. Nltroprusiato 

Sol. Oxidante 

2.5 mi 

100 ~I 

100 ~I 

250 ~I 

Mezclar y leer a 645nm 
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Las exposiciones a las concentraoones subletales de amonio se establecieron de corto plazo (24 h o 

1 d) Y de largo plazo (21d). Para la exposición a 24 horas se colocaron 20 organismos en acuanos 

de 40 I por condición expenmental y se mantuvieron sin alimento. Al final de las pruebas de 

tOXICIdad de corto y largo plazo, se sacnficaron los organismos y se obtuvo el peso húmedo (g PH) 

de los camarones en una balanza analítica (Sartonus; ± 0.05 mg). 

Para determinar el efecto de la exposición crónica (21 d) al amonio en los JuvenIles de L setFferus se 

realizaron bloensayos semiestátlcos con recambio diario del 33% del volumen de agua de los 

acuarios durante el cual se retiraron las heces y el alimento remanente. lo anterior ¡mpldlÓ el 

mcremento del amonio originado por la excreción misma de los organIsmos y por la amonlficaClón de 

las heces y del alimento remanente, a su veZ evitó un cambiO en el pH del medro acuático que 

conllevaría a un cambiO en la concentraoón de! amoniaco. Así mIsmo, la concentraCIón homogénea 

del amonio en cada disposlt'lvo expenmental se obtuvo a través de la alreacrón permanente Que 

presentaba cada acuarro. la aIreación se mantuvo en un n¡ve! mímmo neCesa~10 para eVitar la 

dIfusIón del NH J haoa la atmósfera pero que a su vez fuera sufiCiente para mantener una 

concentración de oxígeno disuelto mayor a 4 O mg r1 para eVitar que los organISmos estuvieran en 

condlclanes de hipoxia. 

En la exposICión a ¡argo plazo (21 d) los Juveniles de L. setlferus(l.S8 ± 0.03, 9 PH) se colocaron al 

azar en acuarrOS de 40 I de capacidad y acondICionados con 12 diVISIones de malla de polietdeno 

cada uno. Para cada concentraCión de amonIo se emplearon dos acuariOs nlontenldos en las mismas 

condiciones. Diez organismos por concentraCión de am0l110 se colocJron en cada una de las 

diVISiones d~ los acuarIos; en una de las dIViSIones se colocó el tClmostJto que lllJnlCfllfJ consttlnl(' 

la lempCrZlhll<:l (2.S°C) y en la ¡estante se calütó la [1lrCJcrón. Los Cdrll,',('llicS '>l: ColoC,lron en lo::. 
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acuarios 24 horas antes de la dosIficación de las concentraCIones de amonio, período en el cual 

permanecieron en ayuno (MallOa et al., 1997). En los ensayos crónicos, los organismos se 

alimentaron con camaronina una sola vez al día (35%; Purlna S.A de C.V.; Tabla A Anexo) al 5% de 

su peso corporal únicamente una vez al día para ev'ltar el estrés producido por el retiro diario del 

alimento remanente y de las heces producidas. 

En los b!oensayos de corto plazo (24 h) las evaluaciones de la concentración externa de amonio se 

realizaron mmediatamente después de la dosificación del contaminante, En los bioensayos crónicos 

estas determinaciones se realizaron 2 veces al día¡ antes y después del recambio del agua, Durante 

los experimentos los parámetros fisicoquímicos del agua (temperatura, salinidad, oxígeno disuelto y 

pH) se mantuvieron similares a los de la etapa de mantenimiento (Rosas et al., 1999). 

Para determinar el efecto tóxico de la exposlc¡ón a corto y largo plazo de concentraciones subletales 

de amomo, se evaluó el consumo de oxígeno, )a excreCión de amonio y de urea, Tamb¡én se 

determinó la acumulación de amoniO, de urea y de los iones Na+, K+ y el" en la hemolinfa. Así 

mismor se deterrnnó la acumulación del amonio y de la urea y la actividad enz:imática de la 

arginasa en las branqu"¡as, el hepatopáncreas y el músculo de los orgamsmos. Todos los camarones 

analizados se encontraban en etapa de ¡ntermuda por ser una condición en donde no se presentan 

los cambios fiSiológicos y bioquímicos originados por el cambio de la muda (Skinner, 1985). 

3. RESPUESTAS FISIOLOGlCAS 

a) Consumo de oxígeno 

la tasa respiratOria (mg Ol h"¡ 9 PH"1 ) se evaluó a través del consumo de oxígeno en cldos de 24 

horas. Se util1zó t:n sistema de flUJO semlContínuo y termorregulado (Flg,l) que constaba de 11 

cámaras resplrométncas de vid no de 430 mI de capaCIdad. 

Para evaluar el erecto del amonio a corto plazo (24 h), para cada condICión expenmental se 

emplearon 10 Juveniles provenientes de los acuarIOS de 40 I Y se colocaron de manera IndiVidual en 

las cámaras resplrométJ Icas con agua con características fislcoquÍmlcas semejantes a las 

estableCidas duranLe el mantenimiento Una cámara Sin orgamsmo se conSideró como testigo. los 

olgaJllsmos permaneCieron en dichas cámaras durvotc 3 haloS con flujo continuo prevIo a I;;J adIClon 

dc:1 ¿¡monlO (20 mI mln 1) con el rln de disrnlllLllr el cstré" oC¿l<;lonado por 10 mün¡pulución (MolIrlZl, el 

al., 1997). Un.] ve,:? t¡,lnscur/¡cJo ~:,tc tIempo 'i(~ ddruono c:n IO<i tr2S~rvOtroS el volumen de <,oluCtón 
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madre de NH4C1 requerido para la obtención en cada caso, de las diferentes concentraciones 

experimentales de amoníaco y se procedió al recambio del agua de las cámaras respirométricas, 

manteniendo un flujo continuo durante 1 hora para asegurar el recambio total del agua dentro de 

estaS (Cech, 1990), 

Figura 1. S\stemas resplrométnco de flUJO semlcontínuo. A: cámaras 
resplrométricas; B: baño termorregulado; C: Reservono, D: Termostato 

La tasa respiratoria de los organismos expuestos 21 d en amonio se evaluó de la manera antes 

descrita a diferenCia que durante las 3 horas de aclimatación a las cámaras respirométricas las 

concentraciones de amonio fueron similares a las de cada condición expenmental. 

En ambos periodos de exposición (corto y largo plazo), después de! tiempo de aclimataCión a las 

cámaras resplrométncas se midió la concentraCIón de oxígeno en muestras de agua de cada cámara 

(021) e inmed'latamente se suspendió el flUJO de agua. El tiempo de cerrado de las cámaras varió de 

45 min a 1 hora, después del cual se midió la concentración de oxígeno en nluestras de agua de 

cada cámara (O;f) y se restableCiÓ el flUJO de agua durante 1.5 h. Este procedimiento de repitió 

cada tres horas durante 24 h. En todos los bioensayo5 las evaluaCiones se iniciaron 

aproxmladamente a las 13:30 hrs y termmaron a la misma hora del día siguiente. 

La taSJ ¡espiratoria individual (mg 0 7 11- 1
) se determinó a partir de la diferenCia entr'e las 

conce.nlraclones del oxigeno disuelto IOICi81 [0.,11 y rUlal [O.>J(, conSiderando el volulllen de las 

cámaras (V, 1) Y el tiempo de cerrado (t, h) de las !1lISIlJa$ (Cech, 1990): 
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Los resultados se corrigieron por los valores obtenidos en la cámara testigo, sin organismo. El 

consumo de oxígeno se relacionó con el peso de los organismos (9 PH) Y se expresó en mg Ozh-1g-1 

PH. 

b) Excreción nítrogenada. 

La tasa de excreci5n de amoniO y de urea de los Juveniles se realizó a corto (24 h) Y largo plazo (21 

d) Y se evaluó en los mismos organismos y en el mismo sistema descrito para la evaluación de la 

tasa respiratoria, pero utilizando muestras de agua independientes. La cuantificación del nitrógeno 

de amonio se efectuó en muestras de 2.5 mI y se consideró una dilUCión de 5 veces para el caso de 

0.2 y 0.4 mg N-NH3 ¡-l Y de 10 veces para 0.7 mg N-NH3 r\ en las muestras de agua de! grupo 

testigo no se efectuaron diluciones. Para la determinaCión de la excreción de urea se utilizaron 

muestraS de 100 ¡JI Y no se realizaron diluciones en nmguno de los diferentes tratamientos. 

La concentración del nitrógeno de amonio (mg N~AT r 1
) en las muestras Iniciales y finales de agua 

se determ'maron por la técnica azul de indofeno! (Rodier, 1981; Tabla 1). Las concentraciones de 

urea se obtuvieron mediante el método enzimático-colonmétrico de diagnóstico clínico de Urea 

(No,124770, Lakeslde Ca.). El método permite determinar la cantidad de amonio producido a partir 

de la degradación de urea por parte de la ureasa y la canbdad de amonio eXIstente per se en la 

muestra para (o cual una mIsma muestra se analiZÓ con (Cu) y s10 (Su) adición de !a enzima (Tabla 

2). Las absorbancias de las muestras se obtuv'leron en un espectrofotómetro (Spectro 22, Labomed, 

Ine.) a 645nm. 

Tabla 2, TécnICa erlZlmátlCa-co\onmétnca de Urea. 
REAOIVO VOLUMEN, ~I 

Cu Su 

Ureasa 10)JI 

Muestra lOO ~I 100 ~I 

Incubar 10 mm a 37°( 
-O-~--:C.~--~---

Sol. de Fenol 2.5 mi 2.5 mi 

Sol, de Hlpodonto 2.5 mi 7...5 mI 

-~-- --I~lCubar 15 miO. él 37°( 
Leer a 6'45 nm 
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El nitrógeno de amonio excretado por cada camarón se determinó a partir de la diferencia entre la 

concentración de las muestras finales [N-ADte iniciales [N-AT]ide agua considerando el tiempo de 

cerrado de las cámaras (t, h) Y el volumen (V, 1) de las mismas: 

N-AT=(([N-ATJf- [N-ATJi) V)¡ t 

ConSiderando que la excreción nitrogenada de los organismos ocurre de manera puntual y que no es 

continua, los valores obtenidos a Jo largo de cada cido de 24 h de las diferentes concentraciones 

externa de amoniO se promediaron. 

De manera similar, la excreción de urea de los organismos se calculó a partir de la diferencia entre 

la concentración de las muestras finales [Urea]f e Iniciales [UreaJi de agua (con y sin adición de 

ureasa) considerando el tiempo de cerrado de las cámaras (ti h) Y el volumen (V, 1) de las mismas: 

Urea = (([Urea]f- [UreaJi) V)¡ t 

Los valores de la excreción de amonio y de urea se COrrigieron por 105 obtenidos en la cámara 

testigo 51n organismo, se relaCIonaron con el peso de los orgClni::;mo::; (g, PH) Y se expresaron en !lg 

N-NH4+ h -¡ 9 PH·¡ para amonio y en mg Urea \).¡ 9 PH'¡ para urea. Las determinaciones de la 

excreCIón de amonio y de urea se hicieron cada 3 y 6 horas durante 24 horas, respectivamente. 

e) Acumulación de amonio y urea en hemolinfa. 

La evaluaCIón de amonio y urea en la hemollfa de los camarones se determinó en Juveniles 

expuestos 24 h Y 21 d en 0, 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NH3 rl.. En cada caSO se utilizaron de 6 a 8 

organismos. La hemolinfa se obtuvo del seno mfra-branqUlal empleando Jeringas para insulina de 

1ml Impregnada en sus paredes con hepanna sódJCa (200 U ml-¡). La hemolinfa se diluyó con agua 

deslonizada 10 y 4 veces para las determinaCiones de amonio y urea, respectivamente_ Todo el 

trabajo se hiZO en frío. 

La determinaCión de las concentraCiones de amonio se realizó en muestras de 500 )JI empleando la 

técnICa de azul de Indofenol (Rodler, 1981; Tabla l). Lu delermmoCión di:! la conccntrBclón de ule-a 

se hiZO con muestras de 501.11 a través del método enzJnlátlco-colonmélnco del kit de urea 

(No.124770, L¿¡kcslde; Tabla 2). Para determinar la direrenCla entre la cantid<1d de 2.nl0niO rorIllado 

a partir de la degri'lrli'lCrón de la urca y !a cantidad de amomo presente p(!r se en la hC'molll1fJ, se 
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hicieron evaluaciones con ureasa (eu) y sin ureasa (Su), la diferencia obtenida de esta manera se 

consideró como la cantidad de urea acumulada (mg Urea r1
): O 

mg Urea ¡-1= (mg Urea ¡-1 (ClJ) - mg Urea ¡-1 (Su)) 

Los valores de amonio y urea obtenidos se cOrrigieron por el factor de dilución considerado en cada 

caso. Al término de la extracción de la hemolinfa, los organismos se enjuagaron con agua 

desionlzada, se secaron con papel absorbente y se pesaron en una balanza analítica (Sartorius; ± 

0.05 mg). 

d) Acumulación de amonio y urea en tejido. 

Para la evaluación de amonio y urea en el tejido, los organismos se enjuagaron con agua 

desionizada, se secaron y se pesaron en una balanza analítica (SartoriUS¡ ± 0.05 mg). En el caso de 

las branquias únicamente se disectaron 105 filamentos branquiales con la ayuda de tijeras de punta 

fina¡ el hepatopáncreas se disectó completamente eliminando el segmento digestivo que se 

encuentra dentro de él; para el músculo se obtuvo únicamente la porción perteneciente a la primera 

somita de! abdomen. Los teJidos dlsect.ados se enjuagaron con agua deslonlzada, se pesaron y se 

homogeneizaron durante un minuto con agua desionizada en una proporción de O.lg m¡-l. El 

homogenado se centnfugó a 10000 rpm durante 30 mino a 40 e (Mlcrocentrífuga Eppendorf 4515 e, 

Hamburg Germany). Posteriormente, el sobrenadante obtenido se diluyó 8 veces con agua 

desionizada. Todo el trabajo antes menCionado se realizó a 4°C. 

Los niveles de amonio se evaluaron en muestras de 500 ¡JI del sobrenadante a través de técnica azul 

de indofenol (Rodier, 1981). La urea se evaluó en muestras de 100 ¡JI. Para el cálculo de la 

concentraCión de amonio y urea se conSideró la dilUCión efectuada y se sigUieron los mismos 

procedimientos descntos para su cuantificación en la hemolmfa. 

e} Concentración jónica V osmótica en hemolinfa. 

La presión osmótica y la concentración del Na' I K' Y c¡- de la hemolinfa de los Juveniles de L. 

setlferus se evaluó en las mismas muestras de hemollnfa obtenida para cuantificar la acumulaClón 

de amoniO y se utiliZó de Igual manera unél dilUCión de 10 veces. La presión osmóllca se detelnlrnÓ 

con un Illlcro'oSnlómetro (Tlle Advanced, Mod. 3300; ± 0.5 mOsm Kg 1); los viJlores se COrrigieron 

por el (actor de dilUCión correspondiente y se expresaron en mOsm kg 1. Las concentraciones de 
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Na+, K+ Y er se determinaron en un multlanaJizador de iones (Easylyte Plus; ± 0.05 Na+, 0.005 K+ Y 

0.05 en, se corrigieron por el factor de dilución correspondiente y se expresaron en mmol ¡-l. 

f) Actividad de la arginasa 

La actividad de la arginasa se determinó a partir de la técnica de Hanlon (1975) y se utilizaron las 

mismas muestras de tejido empleadas para la evaluacIón de amonio y urea. La técnica consIste en la 

determinaclón de la actividad de la arginasa a través de la cuantificaCión de arnitIna formada. Una 

vez obtenido el homogenado de Jos tejidos se tomó una muestra de 100IJI y se colocaron los 

reactivos en la secuencia señalada en la tabla 3. Para cada una de las muestras de tejido se realizó 

su respectivo blanco que consistía en adicionar ácido acético desde un inldo de la reacCión para 

inhibir la actividad de la arginasa por el cambio de pH y conocer de esta manera la intensidad de la 

reacción que no es originada por la enzIma arginasa. Los resultados se corrigieron por el tiempo que 

duró la reacción (60 mIo) y por gramo de tejido. Lo resultados se reportaron en mmoJ ürn¡tina min-
r 

9 -1 tejido. 

Tabla 3. TéCnica para la determinaCión de la actIVidad de (;:. ilrglnas3 de 
branquia, hepatopáncreas y músculo de Juveniles de L. setlferU$ 
expuestos en concentraCiones subletales de amo nro. Modificada de Hanlon 
(1975). 

REACf1VO 

ACldo acétíco !JI 

Homogenado )Ji 

MnS04 ~I 

L-Arginina 111 

MUESTRA 
EXPERIMENTAL 

100 

12.5 

37.5 

MUESTRA 
BLANCO 

100 

100 

12.5 

37.5 

Mezdar e mcubar a 37 oC durante 60 mino 

Acido acético !JI 100 

Centrifugar 12 000 rpm, 10 mm. 

-Sobrenadante !JI 

Nmhidnna !JI 

Agua destIlada )JI 

125 

125 

250 

125 

125 

250 

, Ba-ñó~~íél a--ebl¡illcrón durante 1i mm y en(rla~ -,;;; tel~~pcratura 
iJm~~c_lJ!~ _._ 

-Aé. -acébco-rr¡¡- 1.25 1.25 

Incubar a 85 oC y cnf~laraT anlbu.:nte. leC( a 525 nm 
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4. ANAUSIS ESTADISTICO 

Para determinar el efecto significatIVo de las concentraciones de amonio sobre las diferentes 

respuestas bioquímicas y fisiológicas evaluadas se utilizó el anáhsls de varianza para métrico 

(ANOVA). Las diferencias significatNas (P<O.05), tanto por efecto del tiempo de exposición como de 

la concentración de N-NH3, se determinaron a través de la prueba paramétrica de comparación 

múltiple de Newman-KeuJs (Zar, 1984). 
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RESULTADOS 

En tos juveniles de Litopenaev5 setiferusdeJ grupo testigo se obtuvo una sobrevivencia del 100%, al 

igual que en los grupos expuestos a 0.2 y DA mg N-NH3 1-1 21 d. Sin embargo, en los organismos 

expuestos a 0.7 mg N-NH3 rIla sobrevivenCla fue del 70% al término de los 21 días de exposiCIón al 

contaminante. 

1. Consumo de Oxígeno. 

En los camarones expuestos 24h al amomo, la tasa respIratoria (mg O2 h-1 g-l PH) de los organismos 

del grupo testigo presentó un ritmo circádico bimoda! con valores máximos en horas de la 

madrugada (0.49 mg O2 h-1 9-1 PH) Y mínimos en la mañana (0.23 mg O2 h"¡ g-l PH). De Igual forma, 

el consumo de oxígeno de los organismos expuestos a 0.2, DA Y 0.7 mg N-NH3 ( presentaron la 

mayor y menor tasa metabólica en horas similares al grupo testigo. En 0.2 mg N-NH3 ¡-J, 105 

camarones mantuvieron un ntmo Clrcádico bimodal; sin embargo, al aumentar el amonio externo 

(0.4 y 0.7 mg N-NH3 r1
) el comportamiento respiratorio fue unimodal. La tasa respiratoria de 105 

organismos expuestos a 0,2 y 0.4 mg N-NH3 1'1 fue similar al miclo y al fina) del ciclo de 24 horas 

(P>O,05). En contraste, en los camarones expuestos a 0.7 mg N-NH3 r1 el consumo de oxígeno se 

incrementó a las 25 h 55% respecto a la primera hora de exposición (P<D.05; Tabla 2; Flg, 2). 
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Al final de la exposición de 24 h a 0.2 y 0.7 mg N-NH3 ¡-l los peneídos presentaron un incremento 

significativo en la tasa metabólica, mientras que los expuestos a 0.4 mg N-NH3 ¡-I ésta se reduJo. 

(Fig.3). 

Tabla 2. Consumo de oxígeno (mg 0, h·¡ g.¡ PH; X±ES, n=10) de juveniles de 
Litopenaeus setlferusexpuesto5 durante 24 h en djferentes concentraCiones subletales de 
amonjo. 

Tiempo N-NH3 mg L-1 

de exp. Hora O 0.2 0.4 0.7 
h 

1 13:30 0.35 ± 0.03ab12 0.47 ± O.04al 0.28 ± 0,03ab2 0.40 ± O.04ab12 

4 16:30 0.39 ± O,OSabl 0.36 ± 0,04a1 0.27 ± 0.03dbl 0.36 ± 0.03al 

7 19:30 0.33 ± 0.06ab1 0.41 ± 0.04al 0.29 ± O.OSabl 0.36 ± 0.03al 

10 22:30 DAD ± O.osabl DAS ± 0.04aU 0.37 ± 0.03al 0.57 ± 0.02t62 

13 1:30 0.49 ± 0.Ola12 0.71 ± 0.04b3 0.36 ± 0.04al 0.57 ± 0.OScd23 

16 4:30 0.44 ± O.OSabl 0.46 ± 0.04al 0.41 ± O.Olal 0,43 ± 0.03abcl 

19 7:30 0.23 ± 0,04b1 0.42 ± O.OSa2 0.18 ± 0.04bl 0.37 ± O.04a2 

22 10:30 0.32 ± O.06ab1 0.55 ± O.07a2 0.16 ± 0.03b1 0.54 ± O.OSbCd2 

25 13:30 027 ± 0.03~bl 0.41 ± O.O4~2 0.12 ± 0.02" 0.62 ± 0.03d~ 

Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias significativas (P<O.OS). 
Números diferentes en una misma fila denotan diferenCias significativas (P<O.OS) 

La ampHtud metabólica. del grupo testigo fue de 0.25 mg O2 h'¡ g-I PH Y se mantuvo sin cambiOS en 

los organismos mantenidos en las diferentes concentraCiones de amoniO, a pesar de que en 0.2 y 

0.4 mg N-NH 3 1 1
, la amplitud metabólica respecto al grupo testigo fue 34 y 12% mayor, 

respectivamente (P>O.05; Flg. 4). 
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Figura 4. Amplitud metabólica de juveniles de L. setiferus 
expuestos 1 y 21 d en amoniO. Se grafican valores X±ES. 

RESULTADOS 

De.spués de 21 días, el consumo de oxígeno de los camarones del grupo testigo presentó un 

comportamiento blmodal, con la mayor tasa metabólica a las 22:30 h. En los c.:Hllamnes expuestos a 

0.2 y 0.7 m9 N-NH" J I plesentó un comportamiento brmodal Similar al grupo tcstlgo. En contrastc, J 

004 m9 N-NH'1l \ el ntmo Clrcadlco fue llnlmodal (TablJ 3; Fig 5). Al nnal de la exposlClon de 24 ha 

0.2 y 0./ mg N-NH, r l los pencldos prcscnlJlon un rnocrncnlo significativo en 1(1 t,l;;a 1l1ct<lboIICJ, 

llllentrdS que los expueslos en O 4 rng N-NH, 1I cstJ ~e reduJo. (Flq. JI 



RESULTADOS 

El consumo de oxígeno de los juveniles expuestos de manera crónica al amonio (21 días) presentó 

los mayores valores en el período nocturno, de manera similar al grupo testigo (P>0.05), excepto en 

0.2 mg N-NH3 ¡-1 donde la mayor actividad fue en horas de la mañana (10:30 h) con un incremento 

del 56% respecto a la máxima tasa metabólica del grupo testigo (P<O.OS). En las diferentes 

condiciones experimentales el consumo de oxígeno de la última medición del Ciclo de 24 horas 

regresó a los valores iniciales (Tabla 3; Fig. 5). 

Tabla 3. Consumo de oxígeno en un ciclo de 24 h (mg02 h'l g'l PH; X± ES, n=10) de 
juveniles de Utopenaeus setfferus expuestos 21 d en concentraCiones subletales de 
amonio. 
Tiempo N-NH3 mg L'! 
de exp. Hora O 0.2 0.4 0.7 

h 

1 13:30 0.32 ± O.Olal 0.39 ± O.03a l 0.51 ± 0.04a2 DAD ± O.03ab! 

4 16:30 0043 ± 0.04a1 0.38 ± 0.02" DAS ± 0.04a1 0.35 ± O.03ab1 

7 19:30 0.31 ± 0.04al 0046 ± O.02~d2 0.33 ± 0.02al DAD ± 0.03Jb12 

10 22:30 0.48 ± O.Ola l 0.46 ± 0.05~dl 0.48 ± 0.04a1 0047 ± 0.07Jbl 

13 1:30 0.42 ± 0.06al 0.60 ± 0.03b2 0.42 ± o.osa l 0.30 ± 0.04al 

16 4:30 0.43 ± 0.osa 1 0.56 ± C.03 bd2 0.43 ± 0.04a1 0041 ± O.03Jb1 

19 7:30 0.38 ± O.08 a1 054 ± O.OSbdl 0.37 ± 0.06a' 0.50 ± 0.06b1 

22 10:30 0.27 ± O.03a l 0.75 ± 0.05° 0.34 ± O.02a D 0043 ± O.03Jb3 

24 13:30 0.38 ± o.oga' 0.47 ± O.02adl 0.41 ± O.04a1 0.36 ± 0.03'lb1 

Letras diferentes en una misma columna denotan diferenCias Significativas (P<O.OS). 
Números diferentes en una misma fila denotan diferenCias Significativas (P<O.OS). 
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Figura 5. Consumo de oxígeno en un ciclo de 24 h de JuvenJ!es de L setlferus 
expuestos 21 d en concentraciones subletales de amonio. Se Indica X ± ES. 

La amplitud metabólica de los juveniles expuestos a 0.2 mg N-NH3 r1 (0.38 mg O2 h- 1 g"l PH) fue 

81 % mayor que la obtenida en el grupo testigo (P<O.OS). Sin embargo, en los organismos 

expuestos a 0.4 y 0.7 mg N~NH3 L-11a amplitud metabólica no se modificó respecto al grupo testigo 

(Fíg.4). 

2. Excreción Nitrogenada. 

La excrecIón de amonio (JJ9 N~NH4 h'\ 9" PH) de los organismos expuestos 24 h a las diferentes 

concentraciones de amonio no presentó diferenCias significativas respecto al grupo testigo (P>O.OS), 

SI bien se obtUVieron Incrementos del 155, 116 Y 93% en 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NH3 r1, 

respectIVamente (P>O.OS; Tabla 4, Fig. 6). 

La eXcreCión nitrogenada de los organismos del grupo testigo fue similar en los dos tiempos de 

evaluaCión (24h y 21 d) con valores de 19.07 y de 21.13 jJg N-NH'I tl 1 9 1 PH. respectlvamenle 

(P>O.OS). En los orgalllsmos expuestos 21d a las diferentes condiCiones experimentales, la excreCión 

de amonio presentó valores negativos en los grupos mantenidos a 0.2 y O 4 rng N-NH 1 I 1, IOl 

disminUCión de la tasa, respecto al grupo testigo fue de 136 y 103%, respeclivamente. En contlaste, 

en 0.7 mg N-NH¡ l' los Juvcniles Incremcnlaron su excreción 72'Yo respecto JI grupo LC'itlgo 

(P>0.05, TalJla 4, Flg 6). 
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Figura 6. Excreción de amonio de juveniles de Utopenaeus setlferus 
expuestos a corto y a largo plazo en concentraciones subletales de 
amonio. Se grafican valores X±ES. 

Tabla 4. ExcreCión de amonio (JJg N~AT h-1 g-l PH; X±ES) de 
juvenHes de Litopenaeus setlferus expuestos en concentraciones 
subletales de amonio_ 

Tiempo de exposIción, d 
NAT N-NH) 

~¡-l mg ¡-1 21 

O O 19.01 ± 2.39 a1 21.13 ± 2.13bc1 

1.9 0.2 48.56 ± 9.81,1 -7.69 ± llA9a) 

3.7 0.4 41.16 ± 25.23a1 ~0.59 ± 3.8ybl 

6.6 0.7 36.80 ± 22.28 a1 36.34 ± 11.18'1 

Letras diferentes en una misma columna denotan diferenCias sl~jñ~ficatl-vas 
(P<O OS). 
Números diferentes en una misma fila denotan diferenCias significativas 
(P<O.OS). 

RESULTADOS 

El efecto del tiempo sobre la excreCión de amonio ce los organismos expuestos en 0.4 y en 0.7 mg 

N-NH ¡ 1 1 no fue signifICativo él pesar de que en DA mg N-NH1 1 \ la cxcrcClón de ElnlOfllO a los 21 d 

dc' eXrOSIClón fue 101% menor que al primer díJ. En contraste, en 0.2 1119 N-NH,i 1 J Id excreCión a 

los 71 (j fue mellor 116% que en el prwncr díJ de 1,) cVJluJclón (P...:O.05; Tablél 4). 



RESULTADOS 

Cabe señalar que debido a errores metodológicos no se pudo determinar la excreción de urea de los 

juveniles debido a que Jos resultados no mostraron ninguna relación lógIca entre las dIferentes 

concentraciones de amonio. La probable razón de este resultado es que el amonio impidió la 

degradación de la urea debido a que es un inhibidor de la ureasa, enzima utilizada en la técnica que 

slntetíza amonio a partir de la degradación de urea. 

3. Medio Interno. 

a) Concentración de amomo y urea. 

Los niveles de amonio (mg NAT ¡-1) en la hemoHnfa de los organismos del grupo testigo fueron 

SImilares en los dos tiempos de evaluación (7.1 mg NAT ]"1). En el prImer día de exposición al tóxico, 

la concentración del amonio en el medIO Interno de los organismos expuestos en 0.2 y 0.4 mg N-NH3 

r1 no presentó diferencias significativas respecto al grupo testigo, a pesar de que se observa una 

lIgera tendenCIa a incrementarse la concentraCIón externa de amonio (P>0.05). Sin embargo, en los 

camarones mantenidos en 0.7 mg N-NH3 1'1, el amonio en el medio Interno fue 37% mayor que en el 

grupo testigo (P<O.OS) y 13 Y 18% que en los expuestos en 0.2 y 0.4 mg N-NH3 ¡-1, respectivamente 

(P>0.05; Tabla 5, Fig. 7). 

Tabla 5. AmoniO (NAT, mg r 1
; X:±ES) en hemolmfa de Juveniles 

de L. setiferusexpuestos 1 y 21 d en concentraCiones subletales 
de amoniO. 

Tiempo de exposiCión, d 
NAT N·NH3 

~Jl mg r1 1 21 

O O 7.1 ± O.3(lI 7.1 ± 0.3,\1 

1.9 0.2 8.0 ± o.sa l 9.2. ± O.4l>l 

3.7 0.4 S.4 ± o.sa l 13.1 ± O.4c2 

6.6 0.7 9.7 ± O.SIl! 12.7 ± 0.8 r7 

letras'-d¡ferentes Qn una misma -co\unlnadcnot;~ldJCrenc;as 
slg:llficatlvas (P<O OS). 
NÚ:)1(~ros diferentes en una rl1ISnla fria denolan dlferCllclcls significativas 
(P<Ü.OS) 



RESULTADOS 

No se observó un efecto a lo largo del tiempo, en la acumulación del amoniO en la hemolínfa en lo 

organrsmos de 0.2 mg N-NH3 r1
, a pesar de que a los 21d de exposición se observó un incremento 

de lSo/IJ respecto al primer día de exposíción. En 0.4 y 0.7 mg N-NH3 1'1 se observó un incremento 

significativo de 56 y 31% a los 21d de exposición, respecto al primer día (P<O.OS; Tabla 5). 

A los 21d de exposición al amonio la acumulación de este compuesto se incrementó 

significativamente al incrementarse la concentración del tóxico. El incremento respecto al grupo 

testigo, fue de 30, 85 Y 79 % en 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NH3 ¡-l, respectivamente (P<O.05; Tabla S, Flg. 

7). 
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Figura 7. Amonio en hemolmfa de Juveniles de L. setlferus 
expuestos 1 y 21 d en concentraciones subletales de amonio. Se 
grafican valores X±ES. 

El incremento en la concentración del amonio en los camarones expuestos 1 y 21 d en niVeles 

subletales de amoniO, respecto el los niveles base de! amonio en la hemolmfa de! grupo testigo, se 

visualiza en la figura 8. Al primer día de exposición al amoniO, la concentración de este compuesto 

en la hemolinfa de los camarones es menor que los niveles del mediO externo. Sin embargo, a los 

21 d de exposICIón, el incremento en la concemraClón de amonio en la hemohnfa de los camarones 

expuestos.J 0.2 Y 0.4 mg N-NH, 11 (1.9 Y 3.7 mg NAT I J) es mayor que el aumento en los niVeles 

de amonio total del mediO externo En contrastc, en 0.7 mg N-NHJ 11 el aumcnto en los niveles 

Internos de amonio de los CiJl1Iarones es menor que el registrado el1 el mediO externo. 
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RESULTADOS 

FIgura 8_ Incremento del amonio en la hemolinfa de los camarones 
expuestos 1 y 21 d en nIVeles subletales de amonIO, respecto al grupo 
testIgo. 

Para estimar los nIveles teóricos del N~NH3 y N~NH4+ (mg 1-1) en la hemolmfa de los camarones y 

establecer las variaCIones entre las concentraciones del medio interno y del medio externo, se utilizó 

el valor de pH de la hemolmfa de 7.6 (Chen y Cheng, 1993a). De acuerdo al autor,. P. japonicus el 

pH del mecho lnterno permanece constante en 7.6 aún en camarones expuestos a 20.3 mg N-AT ¡-1, 

concentraciones mucho más elevadas que las evaluadas en el presente estudio. De tal manera, a las 

24 h de exposición nIVeles de NH 3 y de NH4+ incrementaron en un 38 y 36 %, respectivamente sólo 

en la mayor concentración, de 0.7 mg N-NH3 1'1 (P<O.05); sin embargo, en la exposiCión crónICa 

(21 d) a 02,0.4 Y 0.7 mg N-NH} 1
1
, el NH3 se Incrementó, respecto al grupo testigo, en un 31, 92 Y 

85 %, respectivamente mientras que el NH4" (ue 29, 84 Y 78 % mayor, respectivamente (Tabla 6). 



RESULTADOS 

Tabla 6. Niveles teóricos de N~NH3 y N~NH/ (mg r1
; X±ES) en hemoJinfa de juveniles de L. 

setíferus expuestos 1 y 21 d en concentraCiones subletales de amonio. * 
Tiempo de exposición, d 

N-NH4 -t- N-NH3 21 
mg ¡-1 mg ¡-1 N-NH3 N-NH4 + N-NH3 N-NH/ 

O O 0.13 ± O.Olal 6.97 ± 0.28a1 0.13 ± O.Ol al 6.97 ± O.28al 

1.7 0.2 0.15 ± 0.02al 7.84 ± 0.82al 0.17 ± 0.01b1 8.99 ± O.39bl 

3.3 0.4 0.16 ± O.01a l 8.24 ± 0.7Sal 0.25 ± 0.01c2 12.85 ± O.39c2 

5.9 0.7 0.18 ± 0.Ol b1 9.49 ± O.54b1 0.24 ± 0.14c2 12.43 ± 0.76c2 

letras diferentes en una misma columna denotan dIferenCias slgnrficatlVas (P<O.OS). 
Números dIferentes en la misma fila ele cada tiempo de exposIción denotan diFerencias significativas 
(P<O 05) 
* va/ores obtenidos considerando un pH en la hemollnfa de 7.6. (Chen y Cheng, 1993a). 

Los niveles base de urea (mg urea rl
) en la hemo1infa de los camarones del grupo testigo, fue 

Similar en los dos tiempos de exposición (P>0.05; Tabla 7). En los camarones expuestos a las 

diferentes concentraciones de amonio, la concentración de urea a/ primer dÍd de expOSición no 

presentó cambiOS Significativos en las dIferentes condiCiones experimentales (P>O.OS), si bien tendió 

a disminuir al incrementarse la concentración externa de amonio. A los 21 d de exposioón al 

amonio, también se observó una disminución en los niveles internos, de 65, 8 Y 45 %, respecto al 

grupo testigo en 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NH3 r1
, respectivamente; Sin embargo, solo en la primera 

condición ésta disminUCión fue signifIcativa (P<O.05; Tabla 6, Flg. 9). Al Incrementarse el tiempo de 

exposición al amoniO, de 1 a 21 d la concentración de urea en el mediO interno fue Similar en los 

camarones del grupo testigo y en los expuestos a 0.2 ya 0.7 mg N-NH3 r1
; solo en los organismos 

expuestos a 0.4 mg N-NH3 1'1 la acumulación a los 21 d fue 86% mayor que al pnmer día de 

expOSición (P<O.05; Tabla 7). 



Tabla 7. Niveles de urea (mg r1
; X±ES) en la hemolmfa de 

Juveniles de L. setlferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones 
subletales de amonio. 

Tiempo de exposición, d 
NAT N-NHJ 

mg ¡-1 mg 1'1 1 21 

O O 48.1 ± l.Sal 61.1 ± 6.7~1 

1.9 0.2 33.4 ± 5.0a1 21.4 ± 5.Sb1 

3.7 0.4 30.1 ± 5.1al 56.0 ± 9.3a2 

6.6 0.7 38.0 ± 3.1~1 33.5 ± 5.9<11)1 

Letras diferentes en una misma columna denotan diferenCias 
Significativas (P<O.OS) 
Números diferentes en una misma fila denotan diferencias significativas 
(P<O.05). 
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Figura 9. Niveles de urea en la hemoltnfa de los Juveniles de L. 
setiferus expuestos 1 y 2!.. d en concentraCiones subletales de 
amoniO. Se grafiean valores X±ES. 

b) P¡cslón osmótica. 

RESULTADOS 

li) presión osmótica del mediO externo de lo:. camarones fue de 7:)7 mOsll1 kg 1 correspondlcntc el 

una 5<Jhnid<Jd de. 2S ± 1%0. Oc tal manc::rJ, los Juvenlh~s de L. 'í('!liefl/~ l¡l¡)l/aclos en 10$ blot:n';dytJ~ 



RESULTADOS 

Al primer día de exposición la presIón osmótica de la hemolinfa de los organismos expuestos a 0.2 y 

a 0.7 mg N-NH3 ¡-1 fue similar al grupo testigo, mientras que en 004 mg N-NH3 ¡-1 ésta fue 22% 

mayor (P<O.OS). A los 21d de la evaluacIón no se observaron diferenCIas significativas entre ninguna 

de las cuatro condiciones experimentales (P>O.OS; Tabla 8, Fig. 10). A los 21 d de transcurrido el 

bioensayo, la presión osmótIca del medIo interno de los juveniles del grupo testigo disminuyó 11% 

respecto al primer día (P<O.OS; Tabla 8). 

En las cuatro condIciones experimentales, la presión osmótica fue significativamente menor a los 21 

d de exposición respecto al pnmer día de la evaluación. Las disminuciones fueron del 16, 32 Y 13% 

en los organismos expuestos a 0.2, DA Y 0.7 mg N-NH3 1'1, respectivamente (P<O.OS; Tabla 8). 
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RESULTADOS 

e) Iones. 

Los niveles de Na+, K+ y el" en el medio externo de los camarones fueron similares en todas las 

condiciones experimentales y en los dos tiempos de evaluación (1 y 21 d), de 357, 9 Y 327 mmoll-1
, 

respectivamente (P>O.05; Tabla 8). La contribución de los iones a la presión osmótica del medio 

externo fue en su orden 51.5, 1.3 Y 47.2%. 

la concentraCión del Na+ (m mol r1
) en la hemolinfa de los camarones del grupo testigo fue Similar 

en los dos tiempos de exposición al amonio, con un valor promedio de 267.9 mmol ¡-l. En los 

organismos expuestos ld a 0.2 y 0.7 mg N-NH3 1'1 la concentración de este ion f Je similar que la 

obtenida en el grupo testigo (P>O.05); sm embargo, en los expuestos a 0.4 mg N-NH3 r l se observó 

un Incremento significatlVo del 15%. En la exposición a 21 d, el sodio en hemolinfa de los 

camarones expuestos a 0.7 mg N-NH3 ¡-1 fue similar al obtenido en el grupo testigo; en contraste, 

en los expuestos a 0.2 y 0.4 mg N-NH3 1'1 la concentrac!ón disminuyó 25 y 19%, respectiVamente 

(P<O.05; Tabla 8, Fig. 10). 

Así, solo en las condiCiones de 0.2 y DA mg N-NH3 ["1 la concentraCIón de Na- a los 21 d de 

experimentación fue respectivamente 25 y 19% menor que al pnmer día de exposición (P<0.05; 

Tabla 8). 

la concentraCión del K+ (mmol ¡-1) en los organismos testigo fue Similar en los dos tiempos de 

evaluación con un valor promedio de 8.85 mmol ¡-l. la concentraCión de este ion en los organismos 

expuestos un día a las concentraciones subletales de amonio fue Similar, excepto en los expuestos 

en 0.4 mg N-NH3 1'1 donde tuvo un Incremento significativo del 28% (P<O.OS). A los 21 d de 

exposICIón el grupo expuesto a 0.7 mg N-NH3 r1 no tuvo deferenCias respecte al testigo, sin 

embargo, en Jos expuestos a 0.2 y 0.4 mg N-NH3 ¡-1 los niveles del K" fueron 19 y 18% menores, 

respectivamente (P<0.05; Tabla 8, FIg. 10). 

Solo en 0.2 y 0.4 mg N-NH3 1"1 los niveles de K' en la hemolmfa de los camarones se modificaron 

significativamente al aumentar el tiempo de expOSición al amonio; a los 21d de exposICIón la 

dlm1l1uclón fue 21 y 37<:'/0, respectivamente con relaCión a la concentraCión reglstradJ en los 

CJOlarOnes expuestos 1 d al amonio (P<0.05; Tabla 8). 

las concentraCiones del el' (mmoll l
) en el mediO interno del grupo testigo no presento (j1(Cll~llcr,l<' 

SIC)nlflcatlvas en los do.:; tIempos de expoSICión al tOXICO y se obtuvo l'rt \':'\10' P\OI1lC,;,Q Cl~ HO ¡l1I1iO\ 

l' [11 loe, QIQJIlI:'>n10S c'\puesto" un die¡ JI iJr1l0nlQ ";010 <;0 obtU\''.'210' .• dlkl~',',(' '<., "1~,11\k,'\I\"l", 



RESULTADOS 

respecto a! grupo testigo en !a concentración de D.4 mg N-NH3 rl., que mostró un Incremento del 

22% (P<0.05). En la exposición a 21d la concentración de este ion en 0.7 mg N-NH 3 ¡-1 fue similar 

que la obtenida en el grupo testigo; en cambio, en 0.2 y 0.4 mg N-NH3 1'1 las concentractones 

disminuyeron 28 y 22%, respectivamente (P<O.05; Tabla 8, Fig. 10). 

En diferentes condiciones experimentales el ion cloro en la hemollnfa de los camarones se modificó 

significativamente por efecto del tiempo de exposicrón al amonio. En 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NH3 1'1, las 

concentraciones disminuyeron significativamente 38, 47 Y 2.6%, respectlVamente con relaCión al 

primer día de exposiCión al amonio (P<0.05; Tabla 8). 

Tabla 8. Presión osmótica (mOsm kg' l ; X± ES) y niveles de Na+, K+ y cr (mmol 1'1; X±ES) en la 
hemol¡nfa de juveniles de Utopenaeus setlferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones 
subletales de amonio. Los valores de error estándar se señalan entre paréntesis. 

N-NH, , 
ma ¡-

O 

0.2 

0.4 

0.7 

Medio 
externo 

1d 

547a1 

(11) 
530 al 

(8) 
66g b1 

(34) 
552 Jl 

(11) 

21d 1d 

487a2 284.5a1 

(18) (9.6) 
444a1 259.9 a1 

(14) (3.6) 
45Sa2 328.0 bl 

(3) (9.3) 
482a2 260.3 al 
(21) (5.7) 

737 

21d ld 21d 1d 

251.2a1 8.9 a1 s.sa1 152.7a1 

(13.8) (0.6) (0.5) (6.5) 
188.5" 9.0al 7.1 b2 147.1a1 

(8.0) (0.3) (0.3) (9.7) 
202.3b2 11.4 b1 7.2bl.. 186.7 b1 

(16.5) (0.7) (OA) (6.S) 
242.7al 9.1dl 8.1 ab1 1679"bl 

(12.8) (0.3) (0.4) (S.4) 

357 9 327 
Letras diferentes en una misma columna denotan diferenCias significativas (P<O.OS). 
NúmeroS diferentes en la misma fila de cada ion denotan diferenCias slgnlficat1vas(P<O.OS). 

21d 

127.2a1 

(3.9) 
91.0b2 

(4.0) 
98.ill 

( 4A) 
124.9Jl 

(7.5) 

A pesar de las diferencias encontradas tanto en la presión osmótica de la hemollnfa como en la 

concentración de 105 Iones plasmáticos (Na+, K' y CI) de los camarones expuestos al amonio, la 

contribUCión de los Iones a la presión osmótica permaneCió Similar en las diferentes concentraciones 

expenmentales de amonio y en el grupo control, así como en los dos tH~mpos de expOSICIón (1 y 21 

d). Así, el Na', K' y cr contribuyeron a la presión osmótica del mediO Interno de 59.5 a 65.8 %, de 

2.0 a 2.3 % Y de 31.8 a 38.4 %, respectIVamente (Tabla 8; Fig. 10) 



RESULTADOS 

4- Análisis de Tejido 

a) Amonio 

La concentración de amonio (IJmol NAT g-l tejido) en la branquia de los organismos del grupo 

testigo no se modificó a lo largo del tiempo de experimentación y presentó un promedIO de 42_6 

IJmol NAT g-l tejido. El nivel de este compuesto después del primer día de exposición, fue 

significativamente mayor en todas las condiciones experimentales, siendo 56, 59 Y 122 % mayor 

que el grupo testigo en 0.2, 0.4 y 0.7 mg N-NH3 ¡-1, respectivamente. A los 21 d de exposición los 

valores de amonio en branqUIa en [os organismos expuestos a 0.4 y 0.7 mg N-NH3 ¡-1 fueron 

similares a los evaluados en el grupo testigo; en contraste, en los juveniles expuestos a 0.2 mg N

NH3 ¡-1 la concentración se incrementó 41% de manera SignificatIVa (P<O.OS; Tabla 9, fig. 11). 

Tabla 9. Niveles de amoniO (IJmol g-l te]; X±ES) en branquia de 
Juveniles de Litopenaeus setlferus expuestos 1 y 21 d en 
concentraciones subletales de amonio. 

NAT 
mg r! 

o 

1.9 

3.7 

6.6 

o 

0.2 

0.4 

0.7 

Tiempo de exposicrón, d 

1 21 

42.7 ± 3.8a! 42.5 * 8.0a! 

66.5 ± 4.gb
! 72.0 ± 5.6b

! 

67.9 ± 5.5b
! 38.8 :±: 2.2 a2 

94.7 ± 4f t 40.0 :±: 7.6a? 

Letras diferentes en una misma columna denotan diferenCias 
Significativas (P<O.05) 
Números diferentes en una misma fila denotan diferenCias 
Significativas (P<O.05) 

Al aumentar el periodo de exposloón al amOnio de 1 a 21 d la acumulaClón del amoniO en este 

tejido disminUyÓ de manera Significativa en las concentraciones de 004 y 0.7 mg N-NH 3 1
I a 

magnitudes de 43 y 58 %, respectivamente (P<0.05). En contraste, en 0.2 mg N-NH 3 1"1 las 

concentraCiones ["\0 presentaron dIferenCias SIgnIfIcativas entre los dos lH::mpos de evaluaCión 

(P>0.05; Tabla 9). 
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Figura 11. Niveles de amonio en branquia de juveniles de 
Lltopenaeus setiferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones 
subletales de amonio. Se granean valores X± ES. 

RESUlTADOS 

La concentración de amonIo (Ilmol NAT g-l tejido) en el hepatopáncreas del grupo testIgo fue 

similar en los dos tiempos de evaluaCión con un valor promedio de 148.2 Ilmo! NAT g-l tejido. En el 

prrmer día de exposICIón al amonio el nivel de este compuesto en los organismos expuestos en 0.4 

mg N-NH) 1'1 fue similar al obtenido en el grupo testigo; Sin embargo, en 0.2 y 0.7 mg N-NH3 1'1 se 

observó un Incremento de 48 y 114%, respectivamente (P<O.OS). A los 21 d de exposICión, la 

concentración de este tóxico en el teJido fue 67,87 Y 117% mayor respecto al grupo testIgo, en los 

camarones expuestos a 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NHJ 1'1, respectivamente (P<O.OS; Tabla lO, Fig. 12). 

Tabla 10. Niveles de amonio (¡.¡mol NAT g'l teJ; X ± ES) en 
hepatopáncreas de juvenIles de Utopenaeus setiferus expuestos 
lY. 21 d en amonio. 

NAT N-NH) -----Tiempo de exposIcIón, d 
__ ~m~g~I_·' ____ ~m~q~I"' ________ ~I"-. 21 

o o 1482 ± 9.7il1 148.2 ± 9.7il1 

1.9 0.2 219.2 ± 1O.gb ! 247.2 ± 32.8"' 

3.7 0.4 145.6 ± 16.7" 276.8 ± ID. Sil) 

66 07 3p2±8.1c1 

letras --diferentes' . en - (lna 1111501<1 columna 
321..? _± 8l:1 

denoLíJn diferenCIas 
SIQf1lIlC;¡tlV;=¡S (P<O.05) 
NúmerOS diferentes en un,l IlW,llld filJ denot,m ddcrcnCldS slgl1lf1catlv¡lS 
(P<0 OS) 



RESULTADOS 

En las concentraciones de 0,2 y 0.7 mg N-NH3 1", la exposición crónica al amonio no modificó los 

n'lveles de amonio en este tejido y se mantuvo semejante que en el primer día de exposICión al 

tÓXICO, En cambio, en 0.4 mg N-NH3 r1 se obtuvo un incremento del 90% a los 21 de exposiCIón, 

respecto al primer día (P<O,05; Tabla 10), 
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Figura 12, Niveles de amonio en hepatopáncreas de Juveniles de 
Litopenaeus setlferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones 
subletales de amonio, Se grafican valores X±ES, 

la concentración de amonio en el músculo de los Juveniles del grupo testigo, permaneCIó sin 

cambios significativos en los tiempos de evaluación con un valor promedio de 40,05 !Jmol NAT g" 

tejido (P>O,05), En los camarones sujetos a la exposiCión de amoniO no se presentaron diferenCias 

significativas en el primer día de evaluaCIón entre ninguna de las condiciones experimentales; de 

igual forma, los n¡veles de amonio en tejido, a los 21 días de expOSICión no presentaron cambios 

significativos (P>O,05; Tabla 11, Fig, 13), 



Tabla 11. Niveles de amonio (IJmol N-AT g-1 teJ; X ± ES) en 
músculo de Juveniles de Litopenaeus setiferus expuestos 1 y 
21d en amonio. 

NAT N-NH3 

mg r1 mg r1 

o O 

1.9 0.2 

3.7 0.4 

6.6 0.7 

Tiempo de exposición, d 
1 21 

42.17 ± 1.39a1 37.93 ± 2.97a' 

42.19 ± 2.91a! 38.90 ± 1.77a! 

39.07 ± 3.02a1 45.85 ± 1.99a' 

45.01 ± 2.49a1 43.27 ± 2.34,1 
Letras diferentes en una misma columna denotan diferencias 
significativas (P<0.05). 
Números diferentes en una misma fila denotan diferencias 
significativas (P<D.05). 
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Figura 13, AmoniO en músculo de Juveniles de Utopenaeus 
setlferus expuestos en concentraciones sub letales de amonio. Se 
graflcan valores X±ES, 

RESULTADOS 

Los niveles de amoniO en el músculo de los camarones no se vieron afectados pOI el tiempo de 

experlmenlaclón a las diferentes concentraCiones de amoniO, a pesar de que en [os organismos 

expuestos (1 04 mg N-NH, I I se observó LIn Incremento del 171Yo, éste no es slgl1lflcatlvo (P>O.05¡ 

T()bl¿111) 



RESULTADOS 

b) Urea. 

La concentración de urea en la branquia (mmol urea g-l tejido) de los organismos del grupo 

testigo fue slml!ar en los dos tiempos de evaluación con valores promedio de 2.1 mmol Urea g-l 

tejido. Al pnmer día de exposición al amonio en los organismos expuestos a 0.2 y 0.4 mg N~NH3 ¡-1 

no se obtuvieron diferenCias SignificatIVas respecto el grupo testigo; en contraste, en los camarones 

expuestos a 0.7 mg N-NH, 1'1 se obtuvo un Incremento significativo de 116% (P<O.OS). A los 21 d de 

exposición, 105 nIVeles de urea fueron similares en todas las condiCiones expenmentales (P>O.OS; 

Tabla 12, Flg. 14). 

Tabla 12. Niveles de urea (mmol g-l tej; X±ES) en branquIa de 
los juveniles de Litopenaeus settferus expuestos 1 y 21 d en 
concentraciones subJetales de amonio. 

Tiempo de exposiCión, d 
NAT N~NH3 

m9 1'1 mg 1'1 1 21 

O O 2.5 ± a.3 al 1.7 ± 0.6al 

1.9 0.2 2.7 ± 0.4 a1 1.8 ± 0.401 

3.7 0.4 2.0 ± O.la l 2.7 ± o.sa\ 

6.6 0.7 5.4 ± 1.ab1 1.5 ± O.1~12 

letras diferentes en una misma columna denotan diferenCias 
Significativas (P<O.OS). 
Números diferentes en una misma fila denotan diferencias 
significatIVas (P<O.05). 

la acumulación de urea en la branqUia de los camarones expuestos durante 21 d en a 7 mg N-NH3 

1 1 presentó una disminución del 72% respecto al primer día. En el resto de las condiciones 

expenmentales, la concentraCión de amonio en el tejido branquial no se VIÓ afectado por el tiempo 

de expOSICIón al tÓXICO (P>D.05; Tabla 13). 
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Figura 14. Niveles de urea en branquia de los juvem!es de Utopenaeus 
setiferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones subletales de amonIO. 
Se grafican valores X±ES. 

RESULTADOS 

La concentraCión de la urea en el hepatopáncreas (mmol Urea g'l teJido) de los organismos del 

grupo testigo fue similar al primer día ya Jos 21 d de transcurrido el bJoensayo con valores promedio 

de 0.85 mmol Urea g'l tejido (P>O.05). En los grupos expuestos al amonio no se observaron 

diferenCias significativas en los dos tiempos de evaluaCión y tampoco se observó un efecto tiempo 

en nmguna de las condiCiones experimentales (P>O.05; Tabla 13, Fig. 15). 
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Figura 15, Urea en hepatopáncrms de Juveniles de Lltopcflacus 
sctiferu5 expuestos en conccntrJooncs subldiJlcS de ¿HT1onlO, Se 
griJflcJo v,:¡)orcs X:lES. 



Tabla 13. Niveles de urea (mmol urea g-1 te]i X±ES) en 
hepatopáncreas de Juveniles de Litopenaeus setlferus expuestos 
1 y 21d en amonio. 

NAT N-NH3 
mg 1"1 mg r1 

Tiempo de exposICIón, d 
1 21 

o o 0.91 ± 0.06a1 0.78 ± 0.12a1 

1.9 0.2 1.07 ± 0.19a1 0.69 ± 0.34a1 

3.7 0.4 0.75 ± 0.11 al 1.16 ±0.24a1 

6.6 0.7 0.50 ± 0.15 a1 Nd 
Letras diferentes en una misma columna denotan dIferenCias 
sIgnificativas (P<O.OS). 
Números diferentes en una misma fila denotan diferencias 
significativas (P<O.OS). 
nd= no determinado. 

5. Actividad de Arginasa. 

RESULTADOS 

La activIdad enzlmática de la arginasa (I-Imol orn¡tlna mln' l g'l tejido) en la branquia de los 

organismos del grupo testigo, se mantuvo sin cambios en todo e[ proceso de expenmentaclón con 

valores promedio de 13.7 I-Imol min"1 g-1 tejido. Cabe señalar que estos valores se mantuvieron por 

debajo de! resto de Jos grupos expenmentales. En el primer día de exposición al amoniO, la actividad 

de la arglnasa se Incrementó 211,75 Y 81% en 0.2, 0.4 Y 0.7 mg N-NH) 1- 1 respectivamente, SI bien 

solo se obtUVieron diferencias significativas en la pnmera condición (P<0.05). A los 21 d de 

exposición al amonio, la actividad de la enzima se incrementó a medida que se Incrementó la 

concentración externa de amoniO en los camarones expuestos a 0.2 y 0.7 mg N-NH 3 ['1 con 

Incrementos de 177 y 383%, respectivamente (P<O.05). En DA mg N-NH 3 rila actividad enzlmátlca 

fue similar al grupo testigo (P>0.05; Tabla 14, Fig. 16). 

La actiVIdad de la enZima no se modificó en los dos tiempos de evaluación, excepto en la mayor 

concentración del tóxico donde se observó un incremento Significativo de 221% a los 21d de 

exposición respecto al primer día de evaluación (P<0.05; Tabla 14). 



Tabla 14. Actividad de la arginasa (IJmol min"lg-l tejido; X±ES) 
en branquia de los juveniles de Litopenaeus setíferus expuestos 
1 y 21 d en concentraciones subletales de amonio. 

NAT N-NH3 Tiempo de exposición, d 
mg ¡-1 mg r1 1 21 

o O 1'6.2 ± losa l 11.2 ± 3.1 a1 

1.9 0.2 50.4 ± 9.Sb1 31.0 ± 4.3b1 

3.7 004 28.4 ± 4.6 a1 17.3 ± 3.1a1 

6.6 0.7 29.3 ± 0.4a1 54.1 ± 7.Sc2 

letras diferentes en una misma columna denotan diferencras 
significativas (P<O.05). 
Números diferentes en una mis11a fila denotan diferencias 
slgnlficatívas (P<O.OS). 
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Figura 16. Actividad de la arginasa en branquia de los juvef'\iles 
de Litopenaeus setlrerusexpuestos 1 y 21 d en concentraciones 
subletales de amonio. Se graflcan valores X±ES. 

RESULTADOS 

La acllvldad de la al grnaSJ cn cf hepatopáncreas de fos Juvenl!es del grupo contra! se rlli:lnLuvo Slll 

cambios en los dos tiempos de evaluación con un villor pl"01l1edlO 0.14 ¡.lmol 1l11n 1 9 1 tCJldo; un 

comportanllcnto similar se observó en 0.4 mg N-NH 3 11
• Al pnmer día de expOSICión al amoniO en 

0.2 y 0.7 019 N-NH, I : la acllVlcJiJd crmmiltlcJ respecto,J) grupo testigo se Incrementó 11 y "/ vetes, 

r~~¡J"':l.tlvan1l-'llk, ,\ los n deJe CXPO':,lclón JI compuesto nltrogcnJdo IJ JCt:Vlcj¿cj c:~ Ll ,'llgIIlJ'-.2 se· 



RESULTADOS 

incrementó a medida de que se incrementó la concentración externa de amonio en los camarones 

expuestos a 0.2 y 0.7 mg N-NH3 ¡-1 respecto al grupo testigo aumentaron 4 y 9 veces, 

respectivamente (Tabla 15, F(g. 17). 

Tabla 15. ActiVidad de la arginasa (¡Jmol min-1g-1teJido; X± ES) 
en hepatopáncreas de 10$ Juveniles de Litopenaeus setiferus 
expuestos 1 y 21 d en concentraCiones subletales de amoniO. 

NAT N-NH3 Tienpo de exposICIón, d 
mg ¡-l Mg P 1 21 

o O 0.14 ± 0.01a1 0.14 ± 0.01a1 

1.9 0.2 1.57 ± 0.22cl 0.51 ± O.06a1 

3.7 DA 0.12 ± O.Olal 0,08 ± O.OOal 

6.6 0.7 1.00 ± 0.21 bl 1.24 ± 0.20" 

Letras diferentes en una misma columna denotan diferenCias 
significativas (P<O.OS). 
Números diferentes en una misma fila denotan diferenCias 
significatiVas (P<O 05). 
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FIgura 17. Actividad de la arglnasa en hepatopáncreas de los 
Juveniles de Lttopenacus settferus expuestos1 y 21 d en 
concentraCiones subletalcs de amoniO. Se grarlcan valores X tES. 



RESULTADOS 

La actividad de la enzima en los camarones expuestos durante 21 d en 0.2 mg N-NH 3 r1 disminuyó 3 

veces respecto al primer día de exposición. En DA '{ 0.7 rng N-NH3 1'1 la enzima tuvo una actividad 

similar en ambos tiempos de exposición (P>0.05; Tabla 15). 

La actividad enzlmática de la argmasa en el músculo del grupo control no presentó camb¡os 

durante el bioensayo y se obtuvieron actividades promedio de 0.14 IJmol min>1 g"1 tejido. En el 

primer día de exposición al amonio la actIVidad enzimática se rncrementó significativamente en los 

camarones expuestos a 0.2 y 0.7 mg N-NH 3 r1, con incrementos de 3 y SS veces, respecto al grupo 

testigo. De Igual forma, a los 21 d de exposición la actiVidad de la enzima se Incrementó, en relación 

con el grupo testigo, 4.5 y 8.5 veces en 0.2 y 0.7 mg N-NH3 r1
, respectivamente (P<O.OS). En 

contraste en DA mg N-NH3 r1 la actiVidad enzimática no se modificó durante la exposición al amonio 

(P>0.05; Tabla 1,6, Fig. 18). 

El efecto del tiempo de exposición al amonio en [a actividad de la enzima, sólo se observ6 de 

manera significativa en la mayor concentración de 0.7 mg N-NH3 1'1 con un Incremento de 2.4 veces 

a [os 21 d respecto al primer día de expOSICIón (P<D.05¡ Tabla 16). 

Tabla 16. ActiVidad de la arglnasa (IJmol mm·1g-1tejido; X±ES) 
en músculo de Jos Juveniles de ütopenaeus setJferus expuestos 
1 y 21 d en concentraciones subleta!es de amonio. 

Tiempo de exposición, d 
NAT N-NH 3 

~gll mQ ¡-1 21 

O O 0.11 ± O.D3a l 0.17 ± O.Opl 

1.9 0.2 0.48 ± 0.04bl 0.77 ± O.14b1 

3.7 0.4 0.24 ± O.oga l 0.09 ± 0.01'" 

6.6 0.7 0.60 ± 0.07b
! 1.45 ~ O 39" 

Letras diferentes en ~Mmls~a---co¡u¡n-na denotan --dlfcren"cias 
Slgniflcatlvas (P<O.OS) 
Números dlferentes en una misma ftIa denotan dlferenClas 
Slgnlficatlvas (P<O.OS). 
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F!gura 18. ACtiVidad de la arginasa en e! múscu!o de los Juveniles de 
Litopenaeus setfferus expuestos 1 y 21 d en concentraciones 
subletales de amonio. Se grafican valores X±ES. 

RESULTADOS 



DISCUSIÓN 

DISCUSIÓN 

En los organismos acuáticos, el consumo de oxígeno como medida indirecta del metabolismo aerobio 

es considerado como un indicador global de su condición fisiológica (Schreck, 1990). La tasa 

metabólica puede ser alterada a diferentes niveles dependiendo tanto del grado como del tiempo de 

exposiCión a un estresor ambiental como el amomo (Jensen etal., 1993). 

En los juveniles de L setiferus del grupo testigo, la tasa metabólica (0.36 mg 02h'I g'l PH) se 

encuentra en el intervalo reportado para los juvenrles de la especie (0.28-0.51 mg O2 h'l g'l PHi 

Vanegas, 1996) y semejante a la obtenida en juveniles de P. japonicus (0.30 mg O2 h'lg'lpH; Chen y 

Lai, 1992). Sin embargo, la tasa respiratoria fue menor a la reportada en los juvenIles de L. setiferus 

(1.53-2.08 mg O2 h,lg'lpH) mantenidos en 15 y 35 %0 (Rosas et a/./ 1999). La diferencia en el 

comportamiento del consumo de oxígeno entre organismos de la misma especie mantenidos en la 

condiCión testigo, puede deberse a la diferencia de talla, así como a las diferentes condiciones 

experimentales. 

A diferencia de otras especies de peneldos, como los juvenIles de P. chinensis y las postlarvas de L 

vannamel y L setlferus donde la alteración en el consumo de oxígeno por efecto de la exposiCión al 

amonio externo sucede de manera inmediata (Chert et a1., 1991¡ Mohna, 1998 y Alcaraz et al., 1999) 

en 105 juveniles de L. setlferus la tasa metabólica no muestra 105 efectos de este contaminante en 

las primeras horas de expOSición al amonio. Este comportamIento, semejante al obtenido en 

juveniles de P. chmensis, sugiere una toleranCia al amonio en periodos cortos de expOSICIón, de 4 h 

(Chen y Un, 1992). 

Las alteraciones observadas en la tasa metabólica de L setlferus a las 24 h de exposición pueden 

ser reflejo de los diferentes niveles de acción tóxica del amonio. Vanos autores relacionan el efecto 

del amonio en el consumo de oxígeno de 105 organismos acuáticos, con alteraciones 

hlstopatológrcas, bioquímicas y fisiológicas. Fromm y Gillette (1968) señalan que el amoniO puede 

orlgrnar la rnhlblclón del ciclo de Krebs debido a la disminuCión en las concentraCiones del 0.

cetoglutarato y del otalacetato durante la transaminaCión. Así mismo, jobilng (1994) señala que los 

cambios en la tasa metabólica pueden ser originados por alteraciones hlstopalológlcas en la 

estructura de las lamelas secundanas de las branqUias, orrgmando una redUCCión en la superficie del 

álea sobre las cuales el intercambio de los gases y ce los Iones no ocurre eficientemente, 

En los juveniles dc L. scttfcrus expuestos 24 Il JI (',monIO el (Jumento en el consull1o dc oxígeno () 

m('olda de qlJe SL' rncrcmcntó IJ conccntr,JClón cxt(ln,l de amonio put.::cJt: <:>ugcnr \:1 ,~ljmC'nt() ('n 1(1 
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demanda energética de los organismos para contrarrestar la aCCIón tóxica del amonio, no obstante 

que la amplitud metabólica se mantuvo sin cambios respecto al grupo testigo. Así mismo, en los 

organismos expuestos a la mayor concentración de amonio (0.7 mg N~NH3 r1) el Incremento en el 

consumo de oxígeno puede relacionarse a su vez con la acumulación significatIVa de amonio en su 

medIo Interno, en contraste con Jo observado en Jos camarones expuestos a 0.2 y DA mg N-NH3 r1 

en donde el amonio no se incrementó en la hemolinfa. Incrementos en el consumo de oxígeno han 

sido reportados en postlalVas de L. vannamei al exponerse 24 h a 0.2 y 0.6 mg N-NH3 1- 1 (Malina, 

1998). 

por otro Jada, Smart (1981) sugiere que las primeras reacciones de peces expuestos en amonio son 

la hiperventilación y la hiperexcltabilldad que pueden a su vez reflejarse en el incremento del 

consumo de oxígeno de los organismos. Es posible sugerir que tales modificaciones puedan a su 

vez relacionarse con el aumento en la tasa metabólica desencadenada en L. setfferus. 

En L. setiferus expuestos a 0.4 y 0.7 mg N-NH3 ¡-1 la modificación del ritmo respiratorio al pasar de 

bimodal a unimodal puede ser reflejo del efecto tÓXICO del amonio a nivel neural (Hastings et al., 

1991). A su vez, la reducción en el consumo de oxígeno de los organismos expuestos 24 ha 0.4 mg 

N-NH3 ¡-1 puede ser resultado de alteraciones en la actlV!dad locomotora de los juveniles debido cJ su 

carácter neurotóxico. Este comportamiento lo proponen Alcaraz et al. (1997) quienes siguieren que 

el amonio Inhibe la actividad locomotora de postlarvas de L. setiferus en expOSICiones cortas a O 75 

Y 1.0 mg N~NH3 1'1. En el presente estudio, a 10 largo de la exposioón crónica se pudo observar de 

manera cualitativa la reducción en la actividad locomotora de jos organismos expuestos al amoniO, 

siendo más evidente en los organismos expuestos a 0.7 mg N-NHJ ¡-l. Este comportamiento ha sido 

demostrado por AleJandre (2001) en juveniles de la espeCie expuestos en concentraCiones subletales 

de amonio, en los que la activIdad locomotora disminuye al Incrementarse la concentraCión externa 

de amonio. 

la tasa metabólica y la amplitud metabólica de los organismos expuestos 21 d en las 

concentraCIones subleta\es de amonJO no se ven alteradas, a diferenCia de los camarones expuestos 

a 0.2 mg N-NH3 ¡-1 donde el Incremento puede ser reflejo de )a demanda energética para reducir el 

efecto tÓXICO crónico del amonio. Este Incremento difiere al obtenido en pnme.ros juvemles de 12> 

misma especie donde en concentraCiones Similares de amonio, la tiJ5J metabólica no se nlOdlflcó al 

cabo de 10 d de expOSición (Robles, 1997). En contraste, en postIarvas de /.. VDrln¡mJCI, la tosa 

mc:tabóhca se reduJo tll ser expuestos 12 d en 0.2,0.4 Y 0.6 019 N-NH,I: (Molina, 1998) 
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A pesar de que el consumo de oxígeno de los organismos expuestos 21 d presentó niveles similares 

al grupo testigo, éste no está reflejando el efecto adverso del amonio en los organismos expuestos a 

0.7 mg N-NH3 r1 debido a la mortalidad del 30% registrada al cabo del bioensayo. Lo anterior 

sugiere que en esta concentración los mecanismos de compensación y de desintoxicación a la 

exposición crónica de amonio no son eficientes, lo cual se refleja a su vez en la acumulación 

significativa de amonio en el medio Interno de los camarones. 

Los resultados obtenidos en L setlferus denotan la sensibilidad de estadio y de la especie al efecto 

tóxico del amonio ya que concentraciones de amonio, aún de 0.2 mg N-NH3 }"1 (1.? mg N-AT ¡-1) Y 

exposiciones cortas alteran el metabolísmo respiratorio de 105 camarones. Estos resultados 

contrastan con lo reportado en otras especies como en juveniles de P. chinensisdonde la expOSIción 

de 10 a 20 h a 0.2, 0.8 Y 1.4 mg N-NH3 1'1 no modifica el consumo de oxígeno de los organismos 

eChen et al., 1991), lo cual puede ser reflejo de una mayor tolerancia al amonio. 

En los Juveniles del grupo testigo, la excreción de amonio (19.07-21.13 IJg NAT h'1 g'l PH) fue 

semejante a la obtenida en subadultos de P. monodon. En los juven¡]es de L setlferus, la excreción 

nitrogenada no se modificó por la expoSición de 24 h al amonio externo. Estos resultados difieren al 

reportado en diferentes especies de peneldos en períodos similares de exposición; en subadultos de 

P. monodon esta respuesta fiSiológica se inhibe (Chen y Cheng, 1993b; Chen et a/., 1994). En Jos 

Juveniles de P. chinensis la excreción de amoniO se incrementó al exponerse en concentraciones 

subletales de amonio (Chen et a/'I 1991). 

En los camarones peneldos )a alteración en las tasas de excreción nitrogenada por efecto de la 

exposiCión al amonio se ha relacionado con la acumulaCión del compuesto en el medio Interno de jos 

camarones (Chen y Cheng, 1993a; Schmltt y Santos, 1999), Sin embargo, en los Juveniles de L. 

setlferus expuestos 24 h a la mayor concentración de amonio (0.7 mg N-NH3 ),1) la excreción de 

amonio no se modificó aún cuando la acumulación de amoniO en hemolinfa fue significativa, lo cual 

sugiere la participación de mecanismos de eliminaCión del amonio. 

En contraste, la reducción aún a valores negativos en la excreCión nitrogenada de L. setiferus se 

observó por efecto de la exposIción crónica al amonio (21 d) en los camarones expuestos a 0.2 y 0.4 

mg N-NH ¡ \ l. Este comportamlC':nto se relaCiona con la acumulaCión de amoniO en la hemolmfJ de 

los camarones, la cual fue mayor al aumentar la concentración externa de amonio. La inverSión de la 

excreción nitrogenada de los organismos puede mdlcar que en estas concentraciones los organIsmos 

se CllCli('lltr.)1l tr.)llsforrniJndo el JmonlO en olro compuc<;to nltrogen<ldo qUQ es (\cumul~do en formJ: 

nI.) to\ICd () dlllllnJdo JI mediO t.!xkrno, lo qU0 cJdvrlllrll:l C]Ul' se' :'IQ<1 Ii1COrpOIdl1do (>1l (:1 or~J<lnlSIllO 
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el amonIo del medio externo. Resultados similares son reportados en subadultos de P. monodon 

donde la "inhIbICión" en la excreción nitrogenada se relaciona con la acumulacIón de amonIo en la 

hemoJinfa producto de la inversión en el gradIente normal de difusión del amonio del medio interno 

al medio externo eChen y Cheng, 1993b; Chen et al., 1994). 

En los juvendes de L setíferus, la concentración de amonio total en hemolinfa fue mayor que en el 

medio externo lo cual sugiere un gracHente que permIte la dIfusión del amonio del interior al extenor 

de los organismos. De acuerdo a los valores teóricos de NH3 y NH/ en la hemol¡nfa, en donde la 

concentración de NH4 + es mayor en el medio mterno y la concentraCJón de NH3 es menor que en el 

exterior, es posible sugerir que en los camarones expuestos por 24 h al amonIO, la excreción 

nitrogenada ocurra fundamentalmente por difusión paracelular del NH/ a favor del gradiente de 

concentración o bien por el intercambio iónlco del NH//Na+ lo cual a su vez Impltcaría el aumento 

de Na+ en la hemolinfa de los camarones, si la enzima que esta actuando en este Intercambio es la 

Na+/K+ ATPasa como lo sugiere Wilkle (1997). RandaH et al., (1997) señala que la Na+j K+ ATPasa 

es altamente selectIVa; Sin embargo, Wi!kle (1997) la propone como el transportador actIVO del 

NH4 + /Na+ para ciertos peces. Estos mecanismos de excreción permitirían a su vez la reducción del 

amonio acumulado en la hemolinfa en partIcular en los camarones expuestos a 0.7 mg N~NH3 1"1. La 

difusión paracelular del NH/ al mediO externo es una ruta importante de eliminación del amonio en 

organismos acuáticos adaptados a ambientes salobres y marinos debido a que carecen de uniones 

paraceJulares fuertes como en el caso de organismos dulceacuícoJas, a su vez la sustituCión del NH4 '¡ 

por el K+ a nivel de la Na+/K+ ATPasa y/o el cotransporte Nai "j2crjK+ pueden tener contnbuClones 

Importantes en la excreCión de amonio (Wllkle, 1997). 

La inverSión (valores negativos) en la excreCJón nitrogenada en los camarones expuestos de manera 

crónICa al amonio explica la acumulación de este compuesto más que una inhibición global en la 

excreCIón mtrogenada como lo sugieren Chen y Lal (1992). Así, es probable suponer que el aumento 

en las concentraciones de amonio externo (fundamentalmente coma NH/) enmascara aún la poca 

ellmmación de amoniO que pudiera ocurrir, La acumulación de amonio se evidenCia por el 

Incremento significativo de éste en el mediO Interno de los Juveniles conforme aumenta la 

concentración externa de amonio. 

En los juveniles de L. sct/fcrus expuestos al amoniO, la concentraCión de NH, en el mediO externo es 

mayor que en el mediO mtcrno de los camarones, lo cual establece un gradiente que pe¡nllle la 

dlfusión del NH3 \I1VerSD al de NHI', del mediO externo al mediO Interno de 10$ olgcHlIsrnos. De tal 

mJnerJ, el Incremento de ¿¡monlO en los Juveniles puede ser debido J IJ Incoq')or.lcI0n por difUSión 

de! NIL del f11.:cJro exterllo (J IJ hr.mollntc dl.' loc, cJllliJ:oncs. 
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A pesar de que la acumulación del amonio en la hemolinfa de los organismos expuestos 21 d a 0.7 

mg N-NH3 ¡-1 fue semejante que en 0.4 mg N-NH3 rl, fa excreción de este compuesto se VIO 

favorecida; sin embargo, los mecanismos de eliminaCión de este tóxico no fueron tan eficientes 

debido a la mortalidad registrada (30%) en esta condición experimentaL Lo anterior hace sugerir 

que en condiciones crónicas el amonio en concentraciones externas de 0.7 mg N-NH3 ¡-1 es letal en 

los juveniles de L setlferus. La mortalidad pudo deberse al costo energético relacionado con el 

efecto tóxico global del amonio, aunado a la disminución de la alimentación de los camarones, la 

cual fue determinada cualitativamente. 

Cabe señalar que los niveles de amonio en la hemolinfa los organismos de L setiferus del grupo 

testigo es semejante al obtenido en P. monodon (7.13 mg NAT r1
). Sin embargo, es mayor a la 

obtenida en organismos de P. japonicus (2.98 mg NAT ¡-1; Chen y Kou, 1991) y menor a la de 

Juveniles de la misma especie (13.6 mg NAT ¡-1~ Ríos, 2001). Las diferencias entre estas respuestas, 

además de las causas mterespecíficas, pueden ser debidas a las diferentes condiciones en fas que se 

realizaron los experimentos. En el caso de los organismos de la misma especie, el incremento en la 

concentración de amonio pudo ser originado por la diferencia en las salinidades del mediO externo. 

Al respecto, se señala que el Incremento de la salinidad disminuye la excreCión nitrogenada de los 

organismos y por lo tanto origina un Incremento del amonio en la hemolinfa (Armstrong et al., 1981 

Citados en Regnault, 1987). 

El incremento de la concentración del amonio en el medio interno de los camarones expuestos en un 

corto período (24 h) Y en exposiciones crónicas (21d) a 0.7 mg N-NH) 1'1, concuerda con los 

resultados obtenidos en los Juveniles de P. pau/ensis donde en concentraciones de 50 mg N-AT r J 

se observa un Incremento SignificatiVO de este compuesto en la hemolmfa (Schmitt y Santos, 1999). 

De Igual forma, en los Juveniles de L. setlferus mantenidos en 17 %0 el amoniO acumulado se 

Incrementa de manera significatIVa al exponerse 24 h a 0.4 y 0.7 m9 N-NH3 1'1 (Ríos, 2001). Ef 

Incremento del amoniO en el medio interno de los Juveniles Indican que aún en exposIciones a corto 

plazo concentraciones subletales de amonio pueden ocasionar una alteraCión en el estado fiSiOlógiCO 

de los organismos. 

El efecto adverso de la exposiCión al amonio en la regulaCión iónica y osmótica en camarones 

pcnc!dos sc ha relacionado con la acumulaCión de amonio en su medio II1terno Tales alteraCiones se 

han documentado en camarones expuestos en concentraCiones elevadas de amonio externo (Che n 

d al., 1994, Che n y Chell, 1996 Rebelo et al., 1999). Chen y Chen (1996) reportan una dismInUCión 

del J8% en la conccnvaoón de Nu' y del 9°/'l en la concentrclCJón de CI en ros Juveniles de P. 

j2pOt1lCIIS cxpuc~tos Zl 1.1 019 N Nfi l' dUltll1tC 2'i 11, con unJ cons\xuC'ntc dlSnllnUClón ('11 lel 
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presIón osmótica. En contraste, Young-La¡ et a/. (1991) reportan que la presIón osmótica de 

Homarus americanus dIsminuyó al exponer los organismos durante 96 h a 3.18 mg N-NH 3 ( (200 

mg N-AT ¡-1); sin embargo, la concentración de Na+ y cr no se modificó sign¡ficatlVamente. Los 

resultados obtenidos en el presente estudio denotan que niveles subletales mucho menores a los 

empleados por 105 autores anteriores pueden alterar el balance iónico y osmótico de los camarones. 

En la presión osmótica del medio Interno de los organismos partiCipan principalmente 105 Iones Na+ y 

er. Al respecto Castille y Lawrence (1981) reportan que en los juveniles de L. setlferus la 

partiCipación de estos iones es del 76 al 94 %. Este Intervalo es similar al obtenido (70-80 %) en 

este estudio en 105 camarones del grupo testigo y cOincide con lo reportado en Juveniles de la 

especie por Ríos (2001). 

El incremento de la presión osmótica del medio interno de los organismos expuestos a 0.4 mg N-NH3 

1"1 durante 24 h es debido principalmente al incremento en las concentraciones del Na- y del cr yen 

menor grado al aumento de los niveles de K+, El Incremento del K+ puede relaCionarse a su vez con 

el Incremento en la permeabilidad de la membrana (Un et a!., 1993) y con la activación del 

intercambio iónico Na+ jNH/ mediante la Na+ jK+ ATP asa como un mecanismo de desintoxicaCión del 

amonio donde el NH/ sustItuye al K+ el cual se Incrementa en el medio interno (Spaargaren, 1990). 

A pesar de que en algunas células el potenCial eléctrico y el gradiente electroquímico del el es bajo 

y que por lo tanto contribuye en menor grado en el potencial de reposo de las membranas, el 

Incremento del el" en la hemollnfa de los Juveniles de L. setlferus expuestos 1 d a 0.4 mg N-NH 3 r1 

pudo OrIginarse para contrarrestar la pOlanzación de la membrana a causa del Incremento de la 

concentración de Na+ y K+ en la hemolinfa de estos organismos y mantener el equilibrio en el 

potenCial electroquímico, como ha sido sugerido por Spaargaren (1990), Randall et al. (1997) y 

Wilkie (1997). 

la disminuCión del Na' y del cr en la hemolinfa de los organismos expuestos 21d a O 2 Y O 4 mg N

NH 3 ¡-J, es semejante a lo obtenido por lrn eta/" (1993) qUienes reportan uniJ disminuCión de la 

LlNa+ y L'l.CI" a medida de que se incrementó la concentraCión externa de amoniO en Penaeus 

japomcus expuestos 48 h a 1.3 y 2.8 mg N-NH3 r 1
• los autores proponen que el amonio puede 

Incrementar la permeJbrlrdad branqUial y con esto la perdida de los rones al exterior Sin embargo, 

los Juveniles de L. st!trfeflJs son hipo-osmóticos e hipO-fóniCOS (pala el caso del NiJ y del el) al 

nledlo externo por lo que es prob.Jble suponer que la pérdida de Na' y CI pudl0ri'l 1t.'I,KIOlwrsc con 

la o.;US!ltuCiÓn d01 K' por el NHI' en el rnter'camblo Na'jNH.1 ' yen el cotran<;porl(~ .\J21'/7.CI fNH." 

como UIl,) Il1l~drd<l de d,~smtoxlcaClón del Jmonro acuI1lulado en 1,] !lenlolrnfíl, 'ir IJlcn I',r. l'rl las toso:; 
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y en la magnitud requerida para reducir su concentración en el medio interno. La eliminaCión del 

amonio por el mecanismo de cotransporte menCionado ha sido documentada por Wllkie (1997). Sin 

embargo, estos procesos no explican la reducción del r observado en los camarones. 

Por otra parte, ausencia de efecto del am.onio sobre la presión osmótica aunada a la disminUCión de 

los iones a Jos 21 d de expOSición a 0.2 y 004 mg N-NH3 1'1, Jos cuales contribuyeron en Igual 

proporción en la presión osmótica en las diferentes concentraciones de amonio y en los diferentes 

tiempos de exposición, pOdría ser explicada por la contribución de algún compuesto osmoefector. Al 

respecto Chen y Chen (2000) establecen que los niveles de amon/ácidos libres total de la hemolmfa 

de P. monodon incrementan al Incrementarse la concentración externa de amonio, origmado por el 

catabolismo de la hemocianina y de las proteínas de mediO mterno ante el efecto del amoniO en la 

osmoregulación de los organismos. 

Al Igual que en algunos teleósteos, se ha sugerido que los crustáceos peneidos presentan la 

capacidad de cambiar su patrón de excreción de amoniotéllCOS a ureotélicos al exponerse en 

elevadas concentraciones ambientales de amonio como un mecanismo de desmtoxlcación del 

amonio acumulado en el medio interno. Este comportamiento se ha observado en P. ¡apomcus y P 

monodon expuestos durante 24h a 0.35 y 0.07 mg N-NH3 1"1 eChen y Chen, 1993a y 1993b). Sin 

embargo, no se conoce con exactitud cual es la ruta metabólIca por la cual se sintetiza la urea en 

estos organismos eChen y Cheng, 1993b¡ Chen y Chen, 1997). Hochachka y Somero (1978) 

proponen que la urea puede ser smtetizada por la acción de la arginasa, mientras que C1aybrook 

(1983) sugiere dos rutas: la hidróliSIS de la arginma y la ruta uncolítlca. 

De acuerdo a los resultados obtenidos en L. setlferus, no se observa de manera clara SJ estos 

organismos tienen la capacidad de smtetizar, acumular y excretar urea como un mecanismo de 

deSintOXicaCión al amonio ambiental, debido a que el Incremento de la actiVIdad de la enzima 

argmasa no se relaCiona con los Incrementos en la concentraCión de urea. 

La concentraCión de la urea en la hemolmfa de los Juveniles del grupo testigo es semejante a lo 

obtenido en los juveniles de P. pau/ensls (37.4 rng N-urea 11; SchmItt y Santos, 1999) pero mayor a 

la repoltuda en p, japonicus (11 7 mg N-urea 11; Chen y Chen, 1996). Al exponer 105 camarones 

durante 24 h al amonio no se observó un Incremenlo en los niveles internos de urea (hemollnfJ., 

bl-anquía y hcpatopdIlCre¿¡~) a excepCión de los organismos expuestos a 0.7 mg N-NH: : donde el 

rncn~f11enlo de los niveles de urca en branquIa se relaCionan con IJ mayor acumulaClon OC ,lmOlllO 

~Il l)rJnqul<.1. SUI embarqo, ia JClIvldJd de 1,) mqln(1S(1 en csle tejido no se modlfic<l, lo (lIdl s\I<)I('r(' 
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que la síntesIs de urea ocurre por una ruta alternativa a hidrólisIs de la arglnma. La disminución de 

la urea en la hemolinfa de los Juveniles de L. setlferus expuestos 21 d a 0.2 mg N-NH3 ·1 pudiera 

estar relacionada con la eliminación de este compuesto, SI bien esto no se ve reflejado en los 

resultados obtenidos en la excreción de urea de los camarones. Knoph y Thorud (1996) señalan que 

en el salmón Salmo salara! exponerse 14-15 d a 0.003-0.112 mg N-NH3 ¡-lla concentraCión de urea 

en el plasma disminuye debido posiblemente al incremento de la excreción de urea. 

De manera general los valores de la concentración de la urea en la hemollnfa, las branquias y en el 

hepatopáncreas de los organismos indica que el amonio externo no está teniendo un efecto en la 

síntesis y acumulación de este compuesto. Así mismo, sugieren que en las condldones evaluadas, la 

urea no está desempeñando un papel en la desintoxicación al amonio en los juveniles de L. 

setlferus. Este comportamiento concuerda con los resultados obtenidos en P. pau!ensis expuestos en 

amonio durante el mismo período (Schmltt y Santos, 1999). 

Aunado a lo anterior, la actividad de la argmasa en los tres tejidos de L. setiferus evaluados en el 

presente estudio no muestra de manera clara si la formaCión de urea esta actuando coma 

mecanismo de desintoxicación, debido a que a pesar de obselVarse un Incremento en la actividad de 

la arginasa en las branquias y en el hepatopáncreas de los organismos expuestos 1 y 21 d a 0.2 y a 

0.7 mg N-NH3 1'1, no se obtuvo acumulación de urea en la hemolinfa de los juveniles. En contraste, 

Chen y Chen (1997) sugieren como mecanismos de deSintoxicación del amonio la hidrólisIs de la 

arglnina al Incrementarse la actividad de esta enzima en la branqUia, en el intestino y en el 

hepatopáncreas de los ]uvenlles de P. japonicus al exponerse durante 24 h a 0.07 y 0.7 mg N-NH3 ¡-

1, además del incremento de la eXcreCión de urea. 

Respecto a la actiVIdad de la arglnasa en estos diferentes tejidos Hanlon (1975) Indica que en el 

hepatopáncreas de Jos decápodos Carcinus maenas, CarJcer Irraratus, C. borea/¡s, Libmia emargmatiJ 

y en Eupagurus po//icarus la actividad de la argmasa OSCila de 1.1-658.0 ¡Jmoles ornitina g"l h-1
, 

mientras que el músculo es un tejido que generalmente presenta unu pobre actiVidad de esta 

enZima. Al respecto Hartensteln (1971; Citado en Craybrook, 1983) señala que el tejido muscular 

presenta apenas una cuarta parte de la adivr:lad de la arglnasa que se obtiene en el 

hepalopancreas. 

Los anteriores comportamIentos IIldlCJn que la actlvldJd de la arglnélSiJ no está jugando un papel ell 

la deslIltoXIGlClOn del JmonlO en los Juveniles de L. sctlferus. lo ¿lI1krlOI coH1C1de con los resultados 

olJtcnldos en los Juveniles de P. p,;u/(!/i<:Js, donde sc sugiere quc 1,] UH~<'J no esté! InvolucrudJ en los 
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subletales de este tóxico, en su caso se propone la ruta uricolítica como la probable ruta de síntesIs 

de urea y por 10 tanto de desintoxicación del amonio (Schmltt y Santos, 1999). 

Bender (1975) Y Katunuma et al. (1975; citado en King et al., 1985) señalan que la glutamlna 

sintetasa interviene en la desintoxicación del amonio, en el almacenamiento de! nitrógeno y de su 

transporte. King et al., (1985) a su vez sugieren que la glutamina sintetizada en el músculo juega un 

papel Importante en cangrejos marinos en la desintoxicación del amoniO y en su transporte a través 

de la hemlinfa a la branquia, donde es eliminado por la hidrólisis de la glutamina. En contraste, en 

los Juveniles de P. monodon la glutamlna no participa en la deSintoxicación del amonio; se sugiere 

que el mecanismo responsable es la hidrólisis de la arglnina, a partir del incremento de la ornitina y 

de la urea en el hepatopáncreas y de la disminución de la arglnina (Chen y Chen, 2000). 

A pesar de que se han realizado algunos trabajos en donde se avalúa el efecto del amonio en el 

crecimiento de camarones eChen y Kou, 1992; Noor Hamld et al, 1994; Robles, 1997 y Malina, 

1998), el presente trabajo aborda un aspecto poco estudiado en los camarones peneidos que es la 

evaluación en exposiciones crónicas de respuestas fisiológicas como el metabolismo energético, el 

metabolismo nitrogenado, el balance hldrosalino y los mecanismos de deSintoxicaCión del amonio. 

Este último ha permitido a su vez profundizar de manera Indirecta un poco más sobre el 

metabolismo nitrogenado de los Juveniles de L. setiferus. Sin embargo, aún es necesario realizar 

estudios que permitan determinar SI el mecanismo de desintoxicación del amoniO en los juveniles de 

L. setJferus ocurre a través de la ruta unco!ítlca o por algunos de los otros mecanismos reportados 

para invertebrados. 



CONCLUSIONES 

CONCLUSIONES 

Los juveniles de Litopenaeus setJferus son sensibles al efecto tÓXICO del amonio aún en 

concentraciones bajas (0.2 mg N~NH3 ¡-1) Y en cortos períodos de exposición (Id). No obstante, 

la concentraCIón de amonio que compromete en mayor grado el estado fisiológico de los 

juveniles de L setJfrus es 0.7 mg N~NH3 ¡-1, concentración en la cual se registró una mortalidad 

del 30 % en exposiciones crónicas de 21 d. 

En exposiciones cortas (24 h) al amonio, el consumo de oxígeno de L. setiferus refleja las 

alteraciones de los organismos por la acción tóxica del compuesto aún desde concentraCIones 

bajas como 0.2 mg N~NH3 ¡-l. Sin embargo, en exposiCIones crónicas al amonio (21d) la tasa 

metabólica no se relaciona con las alteraciones del estado fisiológico de los organismos por el 

efecto tÓXICO del amonio. 

Los cambios en el ritmo circádico de los juveniles, de un comportamiento bimodal a unimodal, 

pueden ser reflejO de un efecto neurotóxlco del amonio. 

La exposiCIón al amonio, en períodos cortos y prolongados, modifica la amplitud metabólica de 

Jos camarones. El Incremento de la amplitud metabólica sugiere un incremento en la demanda 

energétICa para contrarrestar la aCCIón tóxica del amonio. 

La excreción nitrogenada no se modifica en los Juvenrles expuestos 24 h a las diferentes 

concentraCIones de amonio. En contraste, a jos 21 d de expOSICIón los valores negativos de la 

excreCIón nitrogenada sugiere la Incorporación del amonio hacra el mediO interno de los 

organismos. 

En períodos cortos de exposlcrón (1 d), la acumulaCión del amonio en la hemo!¡n(a de los 

juveniles de L. setfferus ocurre en la mayor concentración de amonio externo (O 7 m9 N~NHl I 

1); en exposiciones crónicas (21d) la acumulación se presenta desde la menor concentraCión 

(O 2 mg N-NH11 'l. 

El amonio no Illodlflca la presión osmótica de los Celn1arones expuestos clU!,lIlk Id, salvo en los 

expuestos en 0.4 mgN-NH 1 11; en contrJstc, el los 21 d efe I2X~o"'lclón 0sta permanece sin 

cambiOS. Ell SlJ (,)50, la "IteraCión en Id preSIón OSI11ÓtlCI <;e ro. .. ~k1CIOILU con los can1blos en 1¿1 

,- .... -,' ~.'~ ."~ 

."--' ~~. 
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concentración de los iones del medio interno de los organismos. Sin embargo, la contribución de 

los Iones a la presión osmótica de la hemolinfa permanece constante. 

• El Incremento de la concentración del amonio en la branquia y en el hepatopáncreas de los 

organismos indica que son órganos en donde ocurre la acumulación del amonio, a diferencia del 

músculo en donde la concentraCión del amonio no se modifica por la exposición al contaminante. 

• De acuerdo a los resultados obtenidos, no se observa claramente la capacidad de los Juveniles 

de L setiferus de sintetizar, acumular y excretar urea como un mecanismo de desintoxicación al 

amonio ambientaL Así mismo, la actividad enzimática de la arginasa evaluada en branquia y 

hepatopáncreas, no muestra de manera clara su relación con la síntesis de urea. 
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Tabla A. Análisis químico proximal del alimento 
empleado durante la exposición de juveniles de 
Litopenaeus set¡ferus en concentraciones subletales de 
amonio. 

Materia seca% 
Humedad % 
Proteína 9 kg-l 
Lípidos 9 kg-l 

Cenizas 9 kg- l 

Fibra Cruda 9 kg- l 

carbohldratos 9 kg- 1 

T.N.O.% 
E.D. KcaI kg-l (aprox.) 
E.M. Kcal k -1 a rox. 

Base Húmeda 
94.73 
5.27 

363.5 
100.4 
85.8 
25.1 

372.6 
82.37 

3631.63 
2977.62 

INGREDIENTES. Proteínas animales de origen marinO, harmas de origen 
animal, cornblnacion de pastas oli:agonosas, cereales mol'dOS, subproductos 
al,mcnt'CIOS agrícolas e Industriales, subproductos vegetales, subproductos de 
cereales, acc'te de pescado, atract;¡ntes naturales, FoSfol(¡wjos, Il\t<lmlM 1>., 
Tlamma, Rloonavina, Plrldoxina, V,tamma B-12, Nlacma Cloruro de Colma, 
VJtamma 0-3, ACldo rólico, Vltilmlna K-3, ACldo ascorbico ostablh7ado, VJtanlll1<l 
E, 610tlna, Acido PantotenlCQ, Inosltol, Cobalto (Sulfato), Fósforo, Cobre, 
Magnes,o, Hierro, Zinc, Manganeso, 50d,0, Antlox,dante, Llslna, MclloOlna Y 
ACLdo proplOnLCO 

AND::O 
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